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1. BEVEZETES

A proliferacios aktivitas fontos tulajdonsaga kiilonb6z6 malignus daganatoknak, igy az
emldrdkoknak is. Szédmszerli meghatdrozasara tobbféle modszer ismert, melyek koziil
irodalmi ajanlasok a Ki-67 immunhisztokémiai reakciot javasoljak, mivel viszonylag
egyszeriien kivitelezhetd, €és széles korben hozzaférhetd. A Ki-67 fehérje a sejtciklus
valamennyi fazisdban kifejezddik a GO kivételével, ami alkalmassé teszi immunhisztokémiai
detektalasara. A proliferaldo daganatsejtek pozitiv reakciot mutatnak Ki-67 ellenanyaggal. A
patologiai lelet a pozitiv magreakcidt mutatd daganatsejtek mennyiségét tartalmazza

szazalékos megoszlasban kifejezve (Ki-67 proliferacios index).

Irodalmi adatok alapjan, emldrakok esetében, a magas Ki-67 proliferacios index
rosszabb progndzisra utal a recidiva, az attétképzddés, a progresszid sebességének
tekintetében. Ezek alapjan a Ki-67 proliferaciés index az emldrakos betegek adjuvans
kezelésének meghatarozo prognosztikai faktora lett, amelynek kiilonb6z6 u.n. “cut-off”
értékeit emliti az irodalom a kemoterapias kezelésének indikacidjaban. A Ki-67 proliferacios
index a prognosztikai jelentésége mellett a neoadjuvans kemoterapiara adott patoldgiai
valaszreakcid prediktiv tényezdéje is lehet irodalmi adatok alapjan, melyek szerint magas
proliferacids aktivitds esetén nagyobb valoszinliséggel kovetkezett be komplett patologiai
tumor regresszi6. A legujabb onkologiai ajanlasok (St. Gallen International Breast Cancer
Conference, 2013) a Ki-67 proliferacios index meghatarozasat a rutin diagnosztikai eljarasok
kozé soroljak emldérakok esetén, bar prediktiv értéke neoadjuvans kemoterapia esetén nem

teljes kortien bizonyitott.

A fentebb emlitett klinikai szempontok alapjan a proliferaciés index
reprodukalhatosaga kiemelt fontossagu. A viszonylag szubjektiv rutin diagnosztikai
meghatarozds varhatéan jelentds interobszerver eltérésekhez vezet. Egyes patologusok
egyszerlien megbecsiilik a pozitiv sejtek szdzalékos aranyat, masok precizebb szdmolédsos
technikat alkalmaznak. A Ki-67 fehérje a sejtciklus soran kiilonb6z6 mértékben fejezodik ki,
ami az immunhisztokémiai reakcidé intenzitasat is befolyasolva nodveli az értékelés
szubjektivitasat. Tovabbi tényezOk is befolyasolhatjdk az értékelést, igy mint a szdveti
fixacio, kiilonb6z0 laboratoriumi eljardsok, a tumorszovet jelentds heterogenitdsa a
proliferacios aktivitas szempontjabol. Mig a sz€li részeken fokozottabb aktivitas a jellemzd,

ezen teriileteken beliil is valtozatos eloszlas lehetséges. Lehetnek olyan teriiletek a tumor
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kiilonb6z6 részein, ahol az atlaghoz képest is kifejezett pozitivitas latszik. Ezeket a részeket
nevezziikk t.n. “hot spot”-nak. Nincs egyetértés azzal kapcsolatban, hogy a Ki-67 index
meghatarozasanal mely teriileteket vegyiik figyelembe. Az interobszerver eltéréseket tovabbi

emberi ¢és technikai tényezok is ndvelhetik.

Jelen pillanatban nincsenek olyan standardizalt metodikak, melyek kikiisz6bolnék a
fentebb emlitett befolydsold tényezdket a Ki-67 festddés értékelésekor, habar eldrelépések

torténtek ez iranyban az elmult idészakban.
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2. CELKITUZESEK

2.1. Vizsgaljuk a Ki-67 proliferacios értékek reprodukalhatosagat az értékeld
személyek ¢és a kiilonbozd ellenanyagok szempontjabol emlérakos betegek core-biopszias

mintain.

2.2. Egy standardizalt, részben digitalis szamlalasi modszert elemziink a Ki-67

proliferacios index reprodukalhatosaganak javitasa céljabol.

2.3. Vizsgaljuk a kiilonb6z6é patologiai intézményekben kiilonboz6 patologusok
altal napi gyakorlatban alkalmazott eljardssal meghatarozott Ki-67 proliferacios értékek

eloszlasat tobbféle szempont alapjan.

2.4. Kiilonb6z0 meghatarozési modszereket hasonlitunk Ossze a neoadjuvéns
kemoterapidra adott valaszreakciok szempontjabol. Arra keressiik a valaszt, hogy 1étezik-e
olyan meghatarozasi mddszer az altalunk vizsgaltak kozott, melyet leginkabb javasolhatndnk
alkalmazni a napi gyakorlatban. Megvizsgaljuk tovabba azt, hogy mi lehetne az a potencialis
“cut-off” érték, amely leginkabb elkiiloniti a magas ¢és alacsony proliferaciét mutatd6 emld-

tumorokat neoadjuvans kemoterapiat megel6zden.
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3. BETEGEK, ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1 A KI-67 PROLIFERACIOS INDEX REPRODUKALHATOSAGI ES
KORRELACIOS VIZSGALATA ELLENANYAGOK ES VIZSGALO SZEMELYEK
SZEMPONTJABOL

Harminc emlétumoros (T2>3 cm vagy T3-4 és/vagy N1-2 és M0) beteg kezelés elotti
core-biopszias mintait vizsgaltuk retrospektiv modon. Ezen betegcsoport docetaxel-epirubicin
+/- capecitabine neoadjuvans kemoterapiaban részesiilt. A mintakat 2003 jan. és 2011 dec.
kozotti idoszakban vették az SZTE Radiologiai Klinikan, ill. a Bacs-Kiskun Megyei Korhaz
tortént. Hematoxilin-eozin (HE) rutinfestés, valamint rutin immunohisztokémiai reakcid
tortént Osztrogénreceptor (ER), progeszteronreceptor (PR), HER-2 és topoizomeraz II-alfa
ellenanyagokkal. Jelen kutatasi célbol a mintakat harom kiilonb6zé KI-67 ellenanyaggal is
reagaltattuk: SP6, B56, MIB-1.

Valamennyi mintat harom patologus értékelt egymastol fiiggetlentil 400X nagyitason. A
Ki-67 pozitiv sejtek aranyat 5%-os pontossaggal hataroztuk meg, igy az értékek csak 5-re,
vagy O-ra végzddhettek. Minden vizsgald a sajat, napi rutin diagnosztikdban hasznalt
modszerét alkalmazta. A meghatarozast két honappal késobb megismételtiik. Ezt kdvetden
elséként Spearman, ill. Pearson korrelacios vizsgalatokat végeztliink Osszevetve a két
kiilonb6zd idépontban végzett elemzést vizsgaloparokkal és ellenanyagparokkal egyarant. Az
egyes vizsgalok, ill. ellenanyagok KI-67 proliferacios értéket befolyasold hatasanak
vizsgalatara két-szempontos ANOVA (ANOVA: analysis of variance, variancia analizis)
elemzést is végeztiink. A statisztikai vizsgalatokra az SPSS 15.0 statisztikai software-t

hasznaltuk.

A Ki-67 proliferacios értékeket elséként felosztottuk négy negyedre (0-25%, 26-50%,
51-75% és 76-100% ) kategorikus elemzés céljabol. Mivel korabbi ajanlas alapjan 15% volt a
“cut-oft” érték az alacsony és 30% a magas proliferacios kategoridra, ezek alapjan egy harmas
felosztast is alkalmaztunk (0-15%, 16-30%, 31-100%). Interobszerver, valamint
intraobszerver  egyezéseket vizsgaltunk kappa  statisztikaval. Az  interobszerver
reprodukalhatosagot stlyozott kappa értékekkel is jellemeztiik. A kappa értékek alapjan
minimalis (0-0,2), gyenge (0,21-0,4), kozepes (0,41-0,6), elfogadhato (0,61-0,8) és kivalo
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(>0,8) egyezésnek megfeleld eredményeket kaphattunk.

3.2 STANDARDIZALT, RESZLEGESEN DIGITALIZALT SZAMLALASI
MODSZER VIZSGALATA

A 3.1-es pontban ismertetett core-biopszias mintakat hasznaltuk. Valamennyi
metszetrol digitalis mikroszkopos felvétel késziilt 200X nagyitason. Minden esetben a
leginkabb proliferal¢ teriilet keriilt rogzitésre. Tobb fotd koziil minden esetnél a legjobb kertilt
felhasznalasra. A digitalis képeket Microsoft PowerPoint file-ba helyeztiik. Ezt kdvetden
ugyanazon a digitalis felvételen négy kiilonb6zo vizsgald elészor becsléssel hatarozta meg a
Ki-67 proliferacios értékeket 5%-os pontossaggal, majd egy masik alkalommal specialis
szdmlalasos technikat alkalmaztunk. Ehhez minden egyes képre egy digitalis racs keriilt, mely
a felvételeket egymastol azonos tavolsagra 1évo teriiletekre osztotta. A vizsgalok itt csak
azokat a daganatsejteket vették figyelembe, melyeket a vonalak metszettek vagy érintettek. A
vonalak lehetové tették, hogy egy sejtet csak egyszer szamoljunk meg. Mind a negativ, mind
pedig a pozitiv sejtek szamat megadtuk és a kettd segitségével hataroztuk meg a Ki-67
proliferacidos indexet. A nem daganatos sejteket nem vettik figyelembe. Késdbbi
elemzésekben az itt kapott értékek kerekitett értékeit hasznaltuk fel. A meghatirozashoz
sziikséges 1d6t mindkét modszernél rogzitettiik. Ezutdn a becsiilt és szamolt értékeket
hasonlitottuk 6ssze a kiilonb6z0 vizsgdlok esetén (intraobszerver egyezés). Kiilonbozo
vizsgalok értékeit is Osszevetettiik egymassal (interobszerver egyezés). A reprodukélhatosag
vizsgalatara ismét kappa statisztikat alkalmaztunk a kordbbihoz hasonldoan két kiilonbozo
kategorizalassal (3-as, 4-es felosztas). Spearman  és  Pearson  féle  korrelacios

vizsgalatokat is végeztiink intra- és interobszerver 0sszehasonlitasra egyarant.

3.3 KULONBOZO PATOLOGIAI INTEZMENYEKBEN KULONBOZzZO
PATOLOGUSOK ALTAL NAPI GYAKORLATBAN ALKALMAZOTT ELJARASSAL
MEGHATAROZOTT KI-67 PROLIFERACIOS ERTEKEK ELOSZLASANAK
VIZSGALATA

A résztvevok lehetség szerint 100 egymast kdvetd emlétumoros eset Ki-67 értékeit
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juttattak el szamunkra. Az esetekhez egyéb informaciokat is csatoltak (ER, PR és HER2
statusz, betegek kora, szovettani tipus, szOvettani grade, a grade mitotikus pontszam
komponense, specimen tipusa). Egy kérdbiven rogzitettik a festésekre, kiértékelésekre
vonatkoz6 adatokat is. Egy masodik alkalommal azt is rogzitettiik, hogy az egyes patologusok
alkalmazzak-e az “International Ki-67 in Breast Cancer Working Group” ajanlasaiban
foglaltakat. Az adatok 2012. december és 2013. marcius kozotti id6szakbol szarmaznak.

3.4 KULONBOZO MEGHATAROZASI MODSZEREK OSSZEHASONLITASA
A NEOADJUVANS KEMOTERAPIARA ADOTT VALASZREAKCIOK
SZEMPONTJABOL

A 3.l-es és 3.2-es pontokban részletezett, neoadjuvans kemoterdpidban részesiilt

betegek eml6 core-biopszias mintait vizsgaltuk.

A terdpias valaszreakcié szempontjabol harom kategoriat hatdroztunk meg: regresszio
hianya, részleges regresszid, komplett patologiai regresszi6é a European guidelines for quality
assurance in breast cancer screening and diagnosis-ban foglaltak szerint. Mindharom csoport

10 kiilonb6z0 esetet tartalmazott.

A korabbi hiarom meghatdrozasi moddszert (szamolds metszeten — 1l-es modszer;
szdmlalas digitalis képen — 2-es modszer, becslés digitalis képen — 3-as modszer) egy
negyedik modszerrel egészitettiik ki, ahol a metszeten becsiiltiik meg a proliferacios indexet
rovid atnézés utan — 4-es modszer. A klinikai kimenetellel valo dsszevetés sordn valamennyi
kategéria 10 egymast kovetd értékeinek atlagait vettilk alapul valamennyi vizsgalo,
ellenanyag, illetve modszer esetén. Kruskal-Wallis tesztet és variancia analizist (egy-
szempontos és két-szempontos ANOVA) alkalmaztunk a Ki-67 értékek és a kiilonbozo
klinikai kimenetelek 0sszevetésére. ROC gorbe analizissel hataroztuk meg a Ki-67 értékek
eloszlasdt a komplett patologiai regresszidt és a nem komplett regressziot (parcialis
regresszid, regresszid hianya) mutatd esetek kozott. Az ER statusz és a terdpias kimenetel
kozotti lehetséges Osszefliggést (figyelmen kiviil hagyva a részleges regressziot mutatd

eseteket) Fisherféle egzakt teszttel vizsgaltuk.
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4, EREDMENYEK

4.1 A KlI-67 PROLIFERACIOS INDEX REPRODUKALHATOSAGI ES
KORRELACIOS VIZSGALATA ELLENANYAGOK ES VIZSGALO SZEMELYEK
SZEMPONTJABOL

Harminc emlékarcinomat tartalmazo core-biopszias mintat vizsgaltunk. A 3 fliggetlen
patologus 6sszesen 270 kiértékelést végzett (CSG, VA, CSE), és ezt egy masodik alkalommal
megismételtiik (540 meghatarozas).

Spearman korrelacids vizsgalatot alkalmaztunk a kiilonb6zo vizsgald személyek és
ellenanyagok Osszehasonlitasara (vizsgaloparok, illetve ellenanyagparok szerint). Valamennyi
vizsgalatot elvégeztiik az els6 és a masodik alkalom esetén kiilon-kiilon (3 vizsgald 3
ellenanyaggal, 9 értékelés), illetve 6sszevonva is (3vizsgalo 3 ellenanyaggal, 2 alkalommal,
Osszesen 18 ¢értékelés). Az Osszevont (18 értékelés)  interobszerver Osszehasonlitas
(vizsgaloparok) alapjan jo, illetve kivald korrelacios eredményeket kaptunk (koefficiens
értékek 0,74 és 0,91 kozott, p<0,0001). Az ellenanyagokat illetd korrelacios értékek
(ellenanyagparok) 0,8 és 0,92 k6zott mozogtak (p<0,0001), ami kivalo korrelaciot sugallt az
ellenanyagok tekintetében. Pearson korrelaciot is végezve, a vizsgalokat dsszevetve 0,73 ¢€s
0,91 (p<0,0001.) kozotti értékeket kaptunk, az ellenanyagokat illetéen pedig 0,79 és 0,93
(p<0,0001) kozotti értékeket, ami hasonloképpen jo korrelaciora utal. A 30 minta mind a 18
kiértékelésének tobbségét figyelembe véve (3 vizsgalo, 3 ellenanyag, két alkalommal), az
esetekhez tartozo értékek eloszlasa a kovetkezo volt: 1. negyed (0-25% Ki-67 index) — 5 eset;
2. negyed (26-50%) — 12 eset; 3. negyed (51-75%) — 6 eset; 4. negyed (76-100%) — 7 eset.
Csupéan 2 tumor esetén fordult eld, hogy valamennyi értékelés alapjan ugyanabba a negyedbe
kertilt: egyik a legalacsonyabb, masik pedig a legmagasabb proliferacids csoportban. A
haromkategorias felosztas soran tobbségi vélemény szerint 3 eset keriilt a 0-15%-0s Ki-67
proliferacios index csoportjaba, 4 eset a 16-30%-os csoportba és 23 eset a 30% feletti
csoportba. Tiz tumor esetén fordult el6 100%-os egyezés az értékeléseket illetden, ezek
mindegyike a harmadik, magas proliferacios csoporthoz tartozott.

A négykategoérids felosztas soran végzett kappa statisztikai vizsgéalatok alapjan kozepes,
illetve elfogadhatd reprodukalhatosagot mutatd értékeket kaptunk a legalacsonyabb és a

legmagasabb Ki-67 proliferacios indexet mutatd csoportot illetden, azonban a k6zéps6 két
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csoport esetén minimalis vagy gyenge reprodukalhatosag mutatkozott.

Az egyesitett kappa érték gyenge reprodukalhatosagot mutatott mind a vizsgald
személyek, mind pedig az ellenanyagok szempontjabol. Ugyanezt elvégezve a két értékelést
Osszevonva (18 kiértékelés esetenként), hasonldé eredményt kaptunk (kappa értékek: 0,3 —
0,44). A sulyozott kappa értékek valamivel jobb interobszerver eredményeket mutattak (0,43-
0,75), ami kozepes, vagy elfogadhatd reprodukalhatosagnak felel meg. A haromkategorias
felosztas sordn (15%, ill. 30% “‘cut-off” értékek alapjdn) a magas proliferacids csoportban
kozepes/elfogadhatd, a kozepes ¢és az alacsony proliferaciés csoportban csak gyenge
reprodukalhatésagot tudtunk megallapitani (kappa értékek: 0,37 — 0,52). A sulyozott kappa
értékek itt 0,3 és 0,78 kozott mozogtak gyengétdl elfogadhatdig terjedd reprodukalhatdsagot
tikkrozve. A stlyozott kappa értékek enyhén jobb reprodukdlhatésagot mutattak.

Az intraobszerver reprodukalhatdsagot vizsgdlva az alacsony €s a magas proliferacios
csoportba tartozd tumorok esetén jobb, a kozépsdé csoportokba tartozok (26-75% vagy 16-
30%) esetén rosszabb reprodukélhatosagot lattunk mindkét kategorizalas soran. Az egyes
vizsgalok eltéré reprodukalhatosagot mutattak (kappa: 0,26 -0,42, illetve 0,36 — 0,61).

Ennek megfelelden a két-szempontos ANOVA vizsgélat azt mutatta, hogy 2-es szamu
vizsgald szignifikdnsan alacsonyabb értékeket hatarozott meg, mint a masik két értékeld.
(p=0,004 az els6 értékelés esetén, p=0,008 a masodik értékelés esetén). Az ANOVA vizsgalat
azt is kimutatta, hogy az SP6 ellenanyaghoz szintén szignifikansan alacsonyabb atlagos Ki-67
értékek tartoztak (SP6:45.2 %, B56:52.3% és MIB-1:55.7%; p=0,017 az els, p=0,01 a
masodik értékelés esetén).

Azt 1s megnéztiik, hogy az egyes vizsgalok milyen modszerrel végezték az értékelest.
Valamennyi vizsgald a legintenzivebb teriileten szamolta a pozitiv sejtek aranyat, tovabba a
nagyon halvanyan fest6dd sejtmagokat figyelmen kiviil hagyta. Minden vizsgaldé megbecsiilt
egy teriiletet, ami hozzavetdleg 100 tumorsejtet tartalmazott, azonban ezt eltéréd modon tették.
Mindez alapjan a modszerek bizonyos szempontok alapjan Osszevethetdek egymassal, de a
szamolast illetden eltértek egymastol. Valamennyi modszer 100 tumorsejtet tartalmazo teriilet
pozitiv sejtjeinek %-os értékét hatdrozta meg valamelyik legaktivabban fest6dd régidban.

Egyik esetben sem fordult el 1000 sejt megszdmolasa ellentétben a nemzetkozi ajanlasokkal.
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4.2 STANDARDIZALT, RESZLEGESEN DIGITALIZALT SZAMLALASI
MODSZER VIZSGALATA

A 3.1-es és a 4.1-es pontokban leirt core-biopszias mintakat vizsgaltuk. Négy fiiggetlen,
emldpatoldgidban jartassagot szerzett patologus (CSG, VA, CSE, KB) 6sszesen 720 értékelést
végzett.

Pearson és Spearman korrelacids analizisekkel jo, ill. kivalo egyezéseket tapasztaltunk a
becsiilt és a szamolt értékeket Gsszehasonlitva valamennyi vizsgald esetén (intraobszerver
egyezes). A korrelacios egylitthatok Pearson analizis esetén 0,899 és 0,920 kozott, Spearman
analizis esetén 0,886 és 0,925 kozott alakultak.

Interobszerver vizsgalatot is végeztiink hasonloképpen Pearson és Spearman szerint,
ami alapjan a becsiilt és a szamolt értékek esetén egyarant kivald korrelaciot tapasztaltunk.
Becsiilt értékek esetén a Pearson egyiitthatd 0,909 és 0,964 kozott, a Spearman egylitthato
0,916 ¢és 0,956 kozott alakult. Ugyanezek a szamolt értékek esetén 0,954 és 0,979 kozott,
illetve 0,951 és 0,977 kozott helyezkedtek el.

Hasonld  korrelaciés  vizsgalatokat  végeztink a  kiilonbozé  ellenanyagok
Osszehasonlitasara. A becsiilt és szamolt értékek ellenanyagonkénti Gsszehasonlitdsa soran
(ellenanyagonkénti intraobszerver vizsgalat) a négy vizsgalo esetén kapott értékeket minden
ellenanyagnal 4tlagoltuk. Az SP6 ellenanyag esetén a Pearson és Spearman korrelacios
értékek atlagai=SE a becslés esetén 0,855+0,044, illetve 0,857+0,035, a B56 esetén
0,922+0,004 and 0,926+0,008, a MIB-1 esetén 0,904+0,012 és 0,879+0,026 voltak. Az
eredmények alapjan gy tiinik, hogy az SP6 ellenanyag valamivel gyengébb intraobszerver
korrelaciot eredményezett, mint a masik ketto.

Ellenanyag  szerinti  interobszerver  vizsgalatok alapjan  (ellenanyagonkénti
vizsgaloparok, 6 vizsgalopar), a szamolt értékeket elemezve, SP6 esetén az atlag+SE
korrelacios érték 0,871+0,044 és 0,881+0,039 volt Pearson, illetve Spearman szerint, mig B56
esetén 0,967+0,005 és 0,947+0,005, MIB-1 esetén 0,957+0,006 és 0,960+0,006 voltak ezek
az egyiitthatok. A becsiilt Ki-67 értékeket vizsgalva a Spearman és a Pearson egyiitthatok
atlagatSE SP6 esetén 0,942+0,008 és 0,943+0,009, B56 esetén 0,947+0,008 és 0,962+0,006,
MIB-1 esetén 0,926+0,012 és 0,896+0,013 volt. Az eredmények azt mutatjak, hogy az SP6
ellenanyag enyhén gyengébb korrelacioval jar interobszerver vizsgalat soran is, bar ez esetben

csak a szamolt értékek Gsszehasonlitasanal. A MIB-1 ellenanyag a becsiilt értékek esetében itt
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kissé gyengébbnek bizonyult. Kappa statisztikaval a becsiilt értékek esetén mind a négy-,
mind pedig a haromkategorias felosztas alapjan csak elfogadhatoé reprodukalhatosagra utalo
eredményeket kaptunk (kappa: 0,68, ill. 0,65). A szamlalas esetén a kappa értékek 0,67 illetve
0,73 voltak, szintén elfogadhato reprodukalhatdsagra utalva.

Az ellenanyagokat egyenként vizsgalva, becslésnél, négykategorias felosztasnal a kappa
értékek 0,65; 0,69 és 0,64 voltak a MIB-1, B56 ¢és az SP6 esetén. Haromkategorias
felosztasnal a kappa értékek 0,59; 0,69 és 0,67 voltak. Szamlalas esetén a négykategorias
felosztasnal a kappa értékek 0,66; 0,71 és 0,65, a haromkategorias felosztasnal 0,90; 0,60 és
0,69 voltak. Ezen kappa értékek tobbsége elfogadhatdo kategoridba tartozik. Két esetben
kozepes reprodukalhatdsagot, egynél pedig jo reprodukalhatosagot kaptunk.

Az egyes esetek kiértékeléséhez sziikséges iddtartamot is rogzitettiik. Becslés esetén ez
az idOtartam atlagosan 18 és 50 masodperc kozott mozgott, szdmolas esetén 90 és 180

masodperc kozott.

4.3 KULONBOZO PATOLOGIAI INTEZMENYEKBEN KULONBOZO
PATOLOGUSOK ALTAL NAPI GYAKORLATBAN ALKALMAZOTT ELJARASSAL
MEGHATAROZOTT KI-67 PROLIFERACIOS ERTEKEK ELOSZLASANAK
VIZSGALATA

Osszesen 19, a “European Working Group for Breast Screening Pathology”-hoz
kapcsolodé intézmény vett részt az elemzésben. Osszesen 1782 esetet vizsgaltunk, melyekbdl
késobb 73 kizarasra kertiilt kategorikus Ki-67 proliferacios index besorolas miatt. A Ki-67
immunhisztokémiai reakcidé 15 intézményben automatizaltan tortént az esetek tobbségében
MIB-1 savoval (n=14). A higitas 1:20 és 1:500 kozott mozgott. Tizenegy centrumban a
patologusok szamolassal hataroztak meg a Ki-67 értéket (1009 tumor), 8 helyen (773 tumor)
becslés tortént. Néhany esetben alkalmaztak kerekitett értékeket (873 tumor), 909 esetben
nem tortént kerekités. Ot patolégus 100 tumorsejten hatarozta meg a pozitivitast, harom 200
sejten, egy 300 sejten, egy 500 sejten és egy 1000 sejten. Tizennyolc esetben tortént “hot
spot” meghatarozas, ahol az értékelés tortént. Az “International Ki-67 in Breast Cancer
Working Group” ajanlasait 16 helyen ismerték, de csak kevés helyen alkalmaztak. A vizsgalt

1709 emldrakos esethez tartozé median Ki-67 proliferaciés index 17% volt 23,4+21%
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atlag=SD értékkel (0%-t61 100%-ig terjedd intervallumban). Négy, illetve harom kategoriaba
felosztva az értékeket az atlag+=SD Ki-67 proliferacios értékek (%) az egyes negyedek esetén
4242 1; 12,442 4; 23,5+4,2; 53,6£18,5, a harmadok esetén 5,6+3,1; 17,4+4,3; 47,3+19,4
voltak. Két félre bontva az Osszes tumort, az atlag=SD értékek az alacsonyabb proliferaciot
mutato dagantok esetén 8,3+4,7%, a magasabb proliferaciot mutatok esetén 38,6+20,1% volt.
A Ki-67 proliferaciés indexek magasabbak voltak azokban az esetekben, ahol a
mitdzisszamnak megfelelé grade pontszam is magasabb volt. A grade pontoknak megfelel6
Ki-67 index eloszlasa a kovetkez6 volt a median és az atlag+SD értékek szerint: 1 pont: 10 és
13£12; 2 pont: 23 és 27+18; 3 pont: 45 és 48+24. A KI-67 értékek jellemzden 0-ra, vagy 5-re
végzodtek. 1084 esetben (63%) végzddtek 0-ra vagy 5-re és 653 esetben 0-ra (38%). 600 db.
nem kerekitett, szdmolason alapul6 értéket vizsgalva hasonld preferencidlis eloszlast lattunk:
199 eset (33%, a véletlenszer(i 20%-kal szemben), illetve 119 eset (20%, a véletlenszer(i 10%-
kal szemben).

Mivel a Ki-67 proliferacios index gyakran az ER pozitiv, HER-2 negativ emlétumorok
esetén rendelkezik nagyobb terdpias konzekvenciaval, ezeket az eseteket is kiilon

megvizsgaltuk. A median Ki-67 index 14% volt (atlag+SD: 17+15) a kérdéses 1248 esetben.

4.4 KULONBOZO MEGHATAROZASI MODSZEREK OSSZEHASONLITASA A
NEOADJUVANS KEMOTERAPIARA ADOTT VALASZREAKCIOK SZEMPONTJABOL

Osszesen 1350 kiértékelést elemeztiink. Az Osszesitett atlag Ki-67 proliferacids index
(valamennyi modszert, vizsgalot, ellenanyagot belefoglalva) 54,22 (95% CI: 53,13-55,31)
volt.

A statisztikai eredmények alapjan az atlagos Ki-67 proliferacios értékek szignifikans
eltéréseket mutatnak a kiilonb6zo regresszids csoportokat dsszehasonlitva: a regressziét nem
mutatd csoportban az értékek szignifikdnsan alacsonyabbak voltak a komplett regressziot
mutatd csoport értékeinél (p<0,0001). Az atlagos Ki-67 proliferacios értékek a
kovetkezOképpen alakultak a komplett, a parcidlis regressziot mutatd €s a regresszidt nem
mutatd csoportok esetén: 66,61 (95% CI: 64,71-68,50), 51,32 (95% CI: 49,43-53,21), illetve
44,72 (95% CI: 42,83-46,62).

A kéttényezds variancia analizis alapjan az értékelési metddusok és a regresszios
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kategoridk szignifikans kiilonbségeket mutattak a Ki-67 proliferacios index szempontjabol.
Az atlagos Ki-67 érték az 1-es mddszer (szamlalas metszeten) esetén volt a legalacsonyabb,
és a 3-asban (digitalis becslés) a legmagasabb. Az atlag Ki-67 értékek 46,63 (95% ClI. 44,21-
49,05); 54,62 (95% ClI: 52,52-56,72); 61,59 (95% CI: 59,49-63,69) és 54,04 (95% CI: 51,94-
56,17) voltak a négy metddus esetén.

A klinikai valaszreakciot figyelembe véve hasonld eredményeket kaptunk. Az 1-es
metodushoz tartozo atlagos Ki-67 index 58,72 (95% CI: 54,53-62,92), 46,39 (95% CI: 42,19-
50,59) és 34,78 (95% CI: 30,58-38,98) volt a komplett regressziot, a parcialis regressziot
mutato, illetve a regressziot nem mutatd tumorok esetén. Az atlagos Ki-67 index megoszlasa
ugyanezen csoportokban a 3-as metddus esetén 77,18 (95% ClI: 73,54-80,18), 56,59 (95% CI.
52,95-60,13), illetve 51,00 (95% ClI: 47,37-54,64) volt.

A komplett regressziot mutatd és a regressziot nem mutatd esetekhez tartozo atlagos
Ki-67 indexek Osszehasonlitasara ROC gorbe analizist végeztiink (a parcialis regressziot
mutatd eseteket figyelmen kiviil hagyva). A gorbe alatti teriilet (AUC) értéke 0,969 volt. A
komplett regressziot mutato esetekhez tartozo értékeket 6sszehasonlitva a parcialis regressziot
mutatd és a regressziot nem mutatd esetekhez egyiittesen tartozo értékekkel az AUC értéke
0,93 volt.

A tajékozodasként ez alapjdn meghatarozott optimalis, komplett regressziora nézve prediktiv
“cut-off” érték 56% koriili lenne (szenzitivitas: 0,89; specificitas: 0,81).
A Fisher féle egzakt proba alapjan a komplett regressziot mutatd esetek nagyobb

gyakorisaggal mutattak ER negativ fenotipust immunhisztokémiaval (p=0,024).
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5. MEGBESZELES

A Ki-67 proliferacios index az emlérakok jelentés prognosztikai faktora, tovabba
leginkdbb alkalmas a magas ¢és alacsony proliferaciés aktivitdst mutatdé tumorok
elkiilonitésére, ezért megfeleld reprodukalhatosaga kiemelt fontossagli. Eredményeink alapjan
interobszerver reprodukalhatdésdga gyenge a mindennapi rutin diagnosztikdban, bar a
korrelacids vizsgalatok jo vagy kivald értékeket mutattak. Ezek az eredmények valamelyest
kétségessé teszik a Ki-67 marker alkalmazasanak jelenlegi modjat. Vizsgalatunk azt is
sugallja, hogy az emlétumorok magas és alacsony proliferacios kategéridba vald besorolasa
valamivel jobb, mint a kdzepes kategoriaba vald besorolas. Ez érvényes a négyes és a harmas
kategorizalas esetén egyarant. Ez azt is jelenti, hogy a klinikai szempontbol fontosabb
kategoridk elkiilonitése jobban reprodukalhato. Mindez hozzavetdleg elmondhatdo az
intraobszerver reprodukalhatosagrol is. Itt az eredményeket az egyes vizsgalok meghatarozasi
modszereinek kiilonbsége is befolyasolta.

A vizsgalt ellenanyagok koziil az SP6 szignifikansan alacsonyabb Ki-67 indexekkel jart
egyiitt, azonban a reprodukalhatésagot nem befolyasolta. Osszességében azonban mindhdrom
ellenanyag esetén enyhe vagy kozepes reprodukalhatosagot tapasztaltunk.

Habar a 2009-es és 2011-es St. Gallen konszenzus konferencidkon, valamint az
“International Ki-67 in Breast Cancer Working Group” részérdl is konkrét ajanlasok
fogalmazodtak meg a Ki-67 proliferacids index meghatarozasat illetéen (pl. 1000 tumorse;jt
megszamlalasa), mindezek alkalmazhatosaga kérdéses a mindennapi gyakorlatban. Amint azt
mostani vizsgalatunkban is tapasztaltuk, kiilonb6z6 laboratoriumok kozott is eléfordulnak
metodikai eltérések. A patologusok altaldban a legkevésbé iddigényes moddszereket
preferaljak. A tézis 3-as pontjdban leirtak alapjan lathatd, hogy a kiilonb6zd eurdpai
intézetekben leginkdbb 100 tumorsejt megszamolasat alkalmazzak szemben a fentebb emlitett
ajanlasokkal, és tobben csak megbecsiilték a festddd sejtek aranyat. Az idohiany fontos
tényez0, €s befolyasolja az alkalmazott metodikat.

Az éltalunk bemutatott digitalis modszer, mely sordn digitalis rdcsvonalak segitségével
lehetévé valik, hogy minden vizsgald ugyanazokat a sejteket vegye figyelembe ugyanazon
teriiletén a tumornak, jelentdsen megndvelte a reprodukalhatésagot, de az igy sem lett
tokéletes. A moddszer hatranya, hogy valamennyi idOvesztést jelent a digitalis képek

elkészitése és a racsvonalak rahelyezése. Az értékelés 2-3 percet vett igénybe ennél a
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modszernél szemben a becslés 1 perc alatti idéigényével. Erdekes, hogy a becslés és szamolas
reprodukalhatosaga kozott nem volt 1ényeges kiilonbség. Eredményeink mind a becslés, mind
pedig a szamlalas esetén jo, illetve kivalo reprodukalhatdsagi értékeket mutattak. A becslés
természetesen lényegesen kevesebb 1dot vett igénybe.

Fontos hangsulyozni, hogy vizsgalatainkat core-biopszids mintdkon végeztiik. Ezek a
mintadk sokszor nem tartalmaznak 1000 megszamolhaté tumorsejtek és gyakran képezi
nagyobb résziiket nem daganatos szovetrészlet. A Ki-67 proliferacios indexet ezekben a kis
mintakban kevésbé befolyasoljak olyan tényezok, mint fixacio, tumor heterogenitas, eltérés a
festési intenzitasokban, ami novelheti a reprodukalhatosagot, bar egy kis szovetminta nem
biztos, hogy kell6 mértékben reprezentativ.

A reprodukalhatosagi vizsgalatok mellett informativnak tartottuk a kiilonbdzd
intézetekben meghatarozott Ki-67 értékek eloszlasanak vizsgdlatat is. Az adatok azt mutattak,
hogy a Ki-67 indexek az alacsonyabb régioban csoportosulnak (17%-os median érték az
Osszes tumor esetén, 14% median az ER pozitiv, HER2 negativ tumorok esetén), ami
tumorbiologiai okokra vezethetd vissza. Emberi befolyasold hatasnak tarthatdo az, hogy az
értékek gyakrabban végzédtek 5-re, vagy 0-ra, mint azt a véletlenszeriiség eredményezte
volna. A korabban emlitett szamos befolyasold faktor koziil, vélhetden az emberi tényezok
azok, amelyek leginkabb befolyasolhatjak a Ki-67 proliferacios indexet. Mivel valamennyire
eltéréek az egyes értékelési modszerek, valamint az interobszerver reprodukélhatdsidg az
optimalisndl gyengébbnek bizonyult, nem meglepd, hogy a javasolt “cut-off” értékek is
valtozatosak. Mindegyik ‘“cut-off” érték jellemzdje, hogy elkiiloniti a magas €s alacsony
besorolashoz vezetne, amint ez irodalmi adatokban is lathat6. Publikalt kozlemény
eredményei alapjan a Ki-67 index reprodukalhatésaga nem rosszabb, ha a meghatarozas
becsléssel torténik és nem aprolékos szamolason alapul. Ezt is figyelembe véve a magas és
értekek (5, 10, 15, 20% stb.) joval redlisabbnak tlinnek. Eredményeink alapjan ugy gondoljuk,
hogy néhany a “cut-off” értékre vonatkozd ajanlds nem tlinik redlisnak (pl. egy korabbi St.
Gallen konszenzus konferencian elfogadott 14%-os érték, ami publik4cionkkal egy id6ben, a
2013-as konszenzus soran 20%-ra valtozott).

Amint korabban emlitettiik, a Ki-67 index prognosztikai jelentdséggel rendelkezik és

indikéalhat neoadjuvans kemoterapiat is bizonyos esetekben. A cytotoxikus terapia proliferald
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daganatsejtekre fejti ki hatdsat, tehat magas proliferacios aktivitas esetén varhatéban nagyobb
mértékli tumorregresszid kovetkezik be. Ezt tobb irodalmi adat is alatdmasztja. Ezzel
ellentétben olyan irodalmi adat is létezik, amely ezt kevésbé latja bizonyitottnak. A mi
eredményeink egyértelmiien azt mutatjak, hogy magas proliferacids aktivitas szignifikdnsan
nagyobb aranyban jart egyiitt komplett patologiai regresszioval fiiggetlenil a vizsgalod
személyétdl, a moddszertdl, vagy az ellenanyag tipusatol. Az adatokat részletesen
megvizsgalva, az egyes eseteket kiilon elemezve kitlinik azonban, hogy énmagéaban a Ki-67
index nem lehet prediktiv tényez6 a komplett patologiai regressziot illetden. Teljes
biztonsaggal annyit tudunk megallapitani, hogy magas proliferacids aktivitashoz nagyobb
eséllyel tarsul komplett patoldgiai regresszio.

A kiilonbozd értékelési metddusok reprodukdlhatosagat vizsgalva kimutattuk, hogy a
digitalis mddszer jelentdsen megnovelte a reprodukalhatosdg mértékét. Azt is igazoltuk, hogy
a digitalis esetben alkalmazott becslés nem jart rosszabb reprodukélhatdsaggal a digitalis
szamlalasos technikdhoz képest. Ez az eredményiink azt sugallja, hogy a becslésen alapuld
modszer is megfeleld diagnosztikus értékkel rendelkezik, €s a napi rutinban koénnyebben és
gyorsabban megvaldsithato.

Az egyes modszereket O0sszehasonlitva, amellett, hogy mindegyik esetben elmondhaté
volt, hogy nagyobb proliferacidos aktivitdshoz gyakrabban tarsult komplett patologiai
regresszid, azt is lattuk, hogy a kiilonb6z0 moddszerek, vizsgald személyek, ellenanyagok
esetén mas-mas optimalis “cut-off” érték rajzolodik ki. Ezeket Osszesitve az ROC gorbe
alapjan az altalunk vizsgalt eseteket tekintve az optimalis “cut-off” érték 55%, bar a
kiilonboz6 intézetek kozotti Ki-67 index eloszlasat vizsgéalva az esetek kisebb része esik ebbe
a kategoriaba, mivel a median Ki-67 index érték 17% volt. Ez alapjan az altalunk vizsgalt
kisebb betegcsoport a kiterjesztett betegcsoporton beliill a magasabb kategdriaba esik, ami
alapjan elképzelhetd, hogy ebbdl a szempontbol az altalunk vizsgalt csoport nem kellden
reprezentativ. Az eltérést az is magyarazhatja, hogy az altalunk meghatarozott értékek a
legmagasabb proliferacios tumorrégiok vizsgalatan alapultak.

A statisztikai eredményeink alapjan nem lehet egyértelmiien meghatarozni, hogy a
vizsgalt metddusok koziil melyik a legalkalmasabb modszer, annak ellenére, hogy az egyik
bizonyos szempontokbol jobb eredményeket mutatott. Annyi bizonyos, hogy a digitalis
becslésen alapulé modszer elfogadhatd reprodukalhatosdgot mutatott, gyors €s egyszeriien

kivitelezhetd, valamint legjobban elkiiloniti a regressziot mutatd és regressziot nem mutatod
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tumorokat.

A terapidra adott valaszreakcid nyilvanvaloéan tobb tényezon alapul, melyek kozil a
proliferacio mértéke csupan az egyik. A hormonreceptor statusz szintén ilyen tényez6 lehet
irodalmi adatok alapjan. Eredményeink szerint ER negativ tumorok gyakrabban mutattak

komplett patologiai regressziot.
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6. KOVETKEZTETESEK

6.1 Eredményeink alapjan a Ki-67 proliferaciéos index reprodukélhatésiga az
optimalisndl gyengébb core-biopszids mintdk esetén. A klinikailag jelentdsebb magas
proliferacios kategoriak (15% felett, vagy 25% felett, vagy 30% felett) esetén a
reprodukalhatosdg valamivel jobbnak bizonyult. Az ellenanyag tipusa a reprodukalhatosagot

szdmottevoen nem befolyasolta.

6.2 A Ki-67 index jelenlegi inkonzisztens meghatarozasa a kiilonb6z6 intézetekben
nem tesz lehetdvé hiba nélkiili terapids dontéseket igen vagy nem alapon. Eredményeink
alapjan a kiilonb6z6 vizsgalok hasonld, de enyhén eltérd individudlis értékelési modszere
befolyasolja a reprodukalhatosdgot, igy mindenképp sziikségesnek tartanank egy

egységesitett, konnyen kivitelezheté modszer bevezetését.

6.3 Egy egyszerti digitalis mddszer: mikroszkdpos felvételek készitése rahelyezett digitalis
racsvonalakkal lehetové teszi, hogy kiillonb6z6 vizsgalok ugyanazt a teriiletet megitélve ugyanazon
daganatsejteket vegyék figyelembe a Ki-67 index meghatarozasanal. Ez jelentésen ndvelheti a
reprodukalhatésagot. Ennek megfeleléen kimutattuk, hogy ezzel a moédszerrel szamolva a pozitiv
daganatsejtek mennyiségét sokkal jobb reprodukalhatosidgot eredményez, mint amit metszeten valo

szamlalas soran tapasztaltunk.

6.4 A digitalis képeken alkalmazott becslés nem csak gyorsabbnak bizonyult, hanem
hasonloképpen jo reprodukalhatosagot mutatott. A digitalisan szamolt €s becsiilt értékek jol
korrelaltak egymassal. Ez alapjan, bar nem objektiv szamokon alapul, a becslés elfogadhato

modszernek tekinthetd a Ki-67 index meghatarozasara.

6.5 Nagyszami meghatarozott Ki-67 index numerikus eloszlasat alapul véve néhany
korabban javasolt “cut-off” érték nem tarthatd redlisnak, sokkal célszeriibbnek tartjuk 0-ra,

vagy 5-re végz0do értékek bevezetését.

6.6  Azok a tumorok, melyekhez magasabb Ki-67 proliferacios index tartozott,
szignifikdnsan nagyobb gyakorisaggal mutattak komplett patologiai regressziot neoadjuvans
kemoterapiat kovetden. Ez elmondhaté mindharom ellenanyag, mind a négy vizsgalo, tovabba
minden vizsgalt értékelési modszer esetén. Ez alapjan a legegyszeriibb, becslésen alapuld

modszer is éppolyan jé alternativa az iddigényes szamlaldsi modszerrel szemben. A magas
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Ki-67 index és a komplett regresszido kozotti Osszefiiggés ellenére a Ki-67 index nem
tekinthetd ©nallo prediktiv tényezOnek, mivel mas faktorok (pl. ER statusz) szintén

befolyasoljak a terapiara adott valaszreakciot.

6.7 Komplex vizsgalataink alapjan ugy tlnik, hogy a kiilonb6zo értékelési
modszerek mas-mas “cut-off” értéket igényelhetnek az alacsony és magas proliferacioju és a
neoadjuvans kezelésre varhatdéan jobban vagy kevésbé reagdldo tumorok -elkiilonitésére.
Eredményeink nem teszik lehetdvé azt, hogy konkrét “cut-off” értékeket javasoljunk, mivel

ilyen jellegi kovetkeztetéshez valosziniileg nagyobb esetszam lenne sziikséges.
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7. KOSZONETNYILVANITAS

A tudoméanyos munkat a TAMOP-4.2.2.A-11/1/KONV-2012-0 tamogatta.

Kdszonetemet fejezem ki els6sorban témavezetdmnek, Prof. Dr. Cserni Gabornak, a
Bacs-Kiskun Megyei Korhaz Patologiai Osztaly vezetdjének, a Szegedi Tudomanyegyetem
Pathologiai Intézet tarsprofesszoranak, aki szakmai és személyes tamogatasaval mindvégig

segitette tudomanyos munkamat.

Koszonom Prof. Dr. Ivanyi Bélanak és Prof. Dr. Miké Tivadarnak a Szegedi
Tudomanyegyetem Pathologiai Intézetének jelenlegi és korabbi vezetdjének, hogy kivalo
lehetdséget biztositottak szdmomra a tudomanyos tevékenység végzéséhez, ebben mindvégig

tamogattak.

Koszonet illeti Dr. Palka Istvant, akinek szakmai iranyitasa alatt kezdhettem el

emldpatologiaval foglalkozni.

Koszonettel tartozom a szegedi emlé munkacsoport jelenlegi és korabbi tagjainak: Prof.
Dr. Kahan Zsuzsanna, Prof. Dr. Lazar Gyorgy, Prof. Dr. Cserni Gabor, Dr. Paszt Attila,
Dr. Simonka Zsolt, Dr. Ormandi Katalin, Dr. Hoffmann Csilla, Dr. Lazar Maté, Dr.
Valicsek Erzsébet, Dr. Nikolényi Aliz, Dr. Kelemen Gyongyi, Dr. Dobi Agnes, Dr. Egyiid
Zsofia, Dr. Rusz Orsolya, Dr. Hamar Sandor, Dr. Kaizer Laszlo, Dr. Rago Péter, Dr.
Csorgé Erika, Dr. Kévari Bence, Dr. Kuthi Levente, Dr. Toth-Liptak Judit, Lazar Péter,

akik nélkiil ez a munka nem valdsulhatott volna meg.
Kiilon készonet illeti Dr. Nyari Tibort a statisztikai vizsgalatokhoz nyujtott szakmai
segitsegeert.

Halaval tartozom a Pathologiai Intézet asszisztenseinek, elsdsorban Balogh Beatanak,
tovabba Dezs6é Mihaly fotosnak magas szinvonali munkdjukért, mellyel részt vallaltak

munkamban.

Nem utolsd sorban koOszOondm csaladomnak és barataimnak kitartd tiirelmét és

maximalis tAmogatasat.
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