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Absztrakt/ Osszefoglalé

A mastocytoma kutyakban altalaban a cutis vagy a subcutis rétegében talalhaté hizosejtes
tumor, ebben a fajban a leggyakrabban eléfordul6 bérdaganat tipus. A Klinikai stage az egyik
legfontosabb prognosztikai faktor, mely szoros 0sszefiiggést mutat a tumor szdvettani grade-
jével. A terapia €s a sebészi ellatas tervezése szempontjabol ezért elengedhetetlen meghatarozni
a tumor grade-t, melyhez tobb vizsgalati szempont koziil nagy prognosztikai értéke miatt a
mitotikus sejtszdm tekinthetd a leginformativabbnak. Ennek meghatarozadsdhoz mar elérhetévé
valtak digitalis patologiai rendszerek is. Vizsgadlatunk soran a QuPath szoftver osztodo
sejtalakok beazonositasaval torténd grade meghatarozasi teljesitményét hasonlitottuk dssze egy
szakeértd patologuséval. 39 esetbdl 19-ben egyezett meg a manudlis és a digitalis besorolas,
tehat az esetek 48,7%-aban. A Cohen’s kappa értéke -0,284 volt, tehat az algoritmus és a
patologus osztalyozasa kozt dsszefliggést nem talaltunk. Ennek oka feltehetdéen az, hogy a
betanitast nem szakértd végezte, igy nem allt rendelkezésre megfeleld mindségli adathalmaz a
szoftver szdmara. A mesterséges intelligencia ¢és a digitalis patologiai rendszerek
implementacidja a diagnosztikdba jelentésen megkonnyitheti a patolégusok munkajat, de a
sajat, illetve mas tanulmanyok eredményei is jol szemléltetik, hogy az emberi tényez6t nem
lehet mellézni. Egy gyakorlott patologus 4&ltal betanitott algoritmus a kdzeljovOben
valdsziniileg hatékonyabb diagnosztikai teljesitményre lesz képes, mely esetben a patologusok

a diagnozis validalasara osszpontosithatnak.



Abstact/ Summary

The mastocytoma or mast cell tumor is the most prevalent skin tumor in dogs, most frequently
affecting the cutis or the subcutis. The clinical stage is one of the most relevant prognostic
factors which has a strong association with the hystological tumor grade. Hence it is vital to
determine the tumor grade to adequatly plan the therapy and the surgical care. Among the
examination aspects of the grade, the mitotic cell count can be considered the most informative,
because of its high prognostic value. To define this, digital pathological systems has been made
available. During our examination we have compared the performance of the QuPath software's
and a pathologist's manual grading by digitally identifying the mitotic cell forms. In 19 of the
39 cases (48.7%) the manual classification was consistent with the digital grading. The Cohen’s
kappa was -0.284, hence there was no agreement between the algorithm and the manual
observer. The algorithm training was not done by an expert, therefore the discrepancy was
probably due to the lack of dataset with sufficient quality for the program. The implementation
of artificial intelligence and digital pathology systems in diagnostics undoubtedly ease the work
of pathologists, nevertheless as it is aslo shown by our results human professionals cannot be
ignored. Most probably an algorithm trained by an experienced pathologist will be able to
provide a more efficient performance in diagnostics in the foreseeable future, when the

pathologists can focus on the validation of the diagnosis.



Roviditések jegyzéke

ANN = artificial neural network, mesterséges neuralis halozat
DP = digitalis patologia

H&E = hematoxylin és eosin

MC = mastocyta, hizdsejt

MCC = mitotic cell count, mitotikus sejtszam

MCT = mastocytoma, hizésejtes daganat

MI = mesterséges intelligencia

ML = machine learning, gépi tanulds

WSI = whole slide image, digitalizalt teljes szovettani metszet



1 Irodalmi attekintés

1.1 Mastocytak

A mastocytak (MC-K) azaz hizosejtek fiziologias sejtalkotoi a bor alatti, a zsigerekben és az
azok kozt megtalalhato kotészovetnek, kutydban legnagyobb szamban a tiidoben, a bdérben, a
belekben ¢és a majban taldlhatok meg, és kdzponti szerepet toltenek be a gyulladasos és

immunoldgiai folyamatokban [1, 2].

A csontvel6ben, valoszinlileg a mononuklearis prekurzor sejtekbdl keletkeznek, jellegzetes
megjelenésiiket a citoplazméban talalhaté granulumok adjak, melyek heparint, hisztamint és

kemotaktikus faktorokat tartalmaznak, illetve proteolitikus enzimeket is (pl. kollagenazt) [1, 3].

Az allergénnel (azaz olyan antigénnel, amely a hizosejtek aktivacidjat eredményezi) vald
talalkozast kovetd néhany percen beliil alakul ki az azonnali valasz (l-es tipust/ azonnali
hiperszenzitivitas) a gyulladasos mediatorok (hisztamin, leukotriének, citokinek, proteazok)
hatasara, illetve a sejt kés6bbi kemokin és citokin szekrécioja feleldés az orakkal ezutan
kialakulo kes6i fazisu valaszért [3]. A mastocytak receptorainak (FcyR) kifejezett affinitasa az
IgE immunglobulinhoz azt eredményezi, hogy elsdsorban olyan antigének aktivaljak a
hizosejteket, melyek sejtfelszinéhez IgE immunglobulin k6tédott [4, 5]. Az IgE ellenanyag Fab
doménje felelés az antigén megkotéséért és az Fc domént, vagyis a biologiailag aktiv részt
képesek felismerni az immunrendszer sejtjei [6]. Azonban az IgE-n tul egyes peptidek (mellitin
¢s ACTH), citokinek (interleukin-1 és IL-3) és anaphylatoxinok (C3a, C4a és C5a) is hisztamin
felszabadulast idéznek el [3]. A degranulacié folyamatat egy gyors kalcium-ion influx elézi
meg, a felszabadult hisztamin ezutdn H1 receptorokhoz kotddve fejti ki hatasat a 1€gzdszervi,
gastrointestinalis és az erek falaban talalhato simaizmokra, vazokonstrikciot okozva [2]. A
granulumokban taldlhaté heparin stabilizdlja a hizdsejtekben tarolt protedzokat és a

vérkeringésbe jutva véralvadasgatlo hatassal bir [3].

A mastocytak alakja a kerekt6l a poligonalisig (harom, vagy annal tobb oldali sokszog)
valtozatos lehet, citoplazmajuk hematoxylinnal és eosinnal (H&E) festve rdzsaszinen
(eosinophilan) festédik és lila granulumokat tartalmaz, melyek metachromaziasan festédnek
(toluidinkék vagy Giemsa alkalmazasaval). Metachromazias fest6dés alatt azt a jelenséget
értjiik, amikor az alkalmazott eljarastdl eltérd arnyalatu festédés tapasztalhato. A sejtmag kerek
¢s H&E-nal sotét lilan (basophilan) festédik [2, 3, 7].



1.2 Mastocytomak
A mastocytoma (MCT) vagy hizosejtes tumor egy olyan daganat, melyet neoplasztikus
mastocytak alkotnak és a klinikai tiinetek, illetve a daganat biologiai viselkedése ezeknek a

sejteknek a tulajdonsagaihoz kotheto [2, 8, 7, 9].

1.2.1 Prevalencia

A MCT-k a kutya populacio 0,27%-aban (0,24%- 0,29%) kialakul6 neoplasztikus elvaltozasok
[10]. Leggyakrabban a bdrben, a cutis vagy a subcutis rétegében alakulnak ki, és az itt
eléforduld daganatok 7-20%-at, a rosszindulati bérdaganatok 11-27%-at adjak [2, 4, 8, 7, 9].
A belekben, majban, 1épben és mas szervekben ritkabban alakulnak ki hizdsejtes tumorok,
esetenként a szajliregben és a mediastinumban is eléfordulnak [11, 7]. A gastrointestinalis
traktusban kialakulo MCT-k az esetek 20,5%-aban a gyomorban, 33,3%-aban a duodenumban,
28,2%-aban a vékonybélben és 10,3%-4dban a vastagbélben talalhatok meg [11]. Altaldban
szoliter tumorok formajaban, ritkan multiplex daganatként fordulnak eld, utobbi csupan az
esetek 5%-aban jellemz6é [7]. Egy angliai tanulmany ramutatott boxer, golden retriever,
amerikai staffordshire terrier és labrador retriever esetén fajtaprediszpoziciora is, illetve shar-
pei, pit bull terrier, fox terrier, cocker spaniel, tacskd, mopsz, beagle és schnauzer fajtakban is
magasabb a MCT kialakulasanak a kockazata [10, 7]. Azonban minden fajta és mindkét nem
érintett lehet, nem figyeltek meg Osszefiigést a kutya neme és a MCT megjelenésének
valoszinlisége kozt, a kialakulas kockazata viszont a kor elérehaladtaval novekszik [2, 7, 9]. A

MCT-val diagnosztizat kutyak atlag életkora 8,2-10,5 év [7, 9].

1.2.2 Formadai

A MCT-k tehat kialakulhatnak a borben, a subcutisban, a zsigerekben, a szajiiregben ¢és a
mediastinumban, azonban nehéz kiilonbséget tenni az elsédleges elvaltozas és a metasztatikus
tumor ko6zott a visceralis formak esetében. A nyalkahartyakban, orriiregben, hasiiri szervekben
kialakuld hizosejtes daganatokat és a hizdsejtes leukémiat agressziv viselkedés jellemzi €s
szisztémas terapiat igényelnek [2, 7]. 2011 el6tti publikacidkban még egy kategoriaba soroltak
a borben talalhaté MCT-kat, azonban ma a szakirodalom és a klinikai gyakorlat
megkiilonboztet cutan és subcutan formakat, melyeknek biologiai viselkedése eltér egymastol.
A legfontosabb kiilonbség a cutan forma tobbnyire agresszivebb viselkedése, mely tulajdonsag

meghatarozasanak fontos szempontja a dolgozat témajaul szolgald szovettani grade [2, 7].



1.2.3 Patogenezis

A Kit receptor lll-as tipusa egy transzmembran receptor kindz, ami fiziologids esetben a
hematopoetikus és mastocyta sejteken talalhatdo meg és részt vesz a sejtek differencialoédasanak
¢és novekedésének szabalyozasaban. A kit III receptort a C-Kit-proto-oncogen génszakasz
kédolja, ennek esetleges muticidja tulzott expresszidt okozhat, ami hozzdjarulhat a

neoplasztikus transzformacidhoz [2, 7, 12].

1.2.4 Klinikum

Cutan MCT-k kutyak esetében valtozatos klinikai megjelenéssel rendelkezhetnek, a nodularis
kiiités-szerti elvaltozasoktol a diffuz megjelenésti, duzzadt és szoértelen tumorokig (1. abra). A
jol kortilhatarolt szoliter daganatok altalaban lassu novekedéstiek, a fekélyes, viszket6 MCT-k
a legtobb esetben kevésbé koriilhataroltak és gyorsabban névekednek. A subcutan MCT-k a
subcutis rétegében alakulnak ki barhol a testen, de az esetek 60%-aban a végtagok, a hat és a
mellkas az érintett teriiletek. Megjelenésiik lipoméhoz hasonld (puha, bdrfelszinbdl

kidomborod¢), de ritkdn fekélyesedik [7].

Abra 1.: Cutan MCT-k kutyakban. (A) Tébb cutan MCT egy boxerben. (B) Nagy méretii cutan

MCT. (C) Gyomorfal hyperemia ¢és vérzés egy kutydban, amelynél cutan MCT-t
diagnosztizaltak (a neoplasztikus mastocytak altal kibocsatott hisztamin fekélyképzddést idéz
elé a gyomorban, a HCI szekrécio serkentésén keresztiil). (D) Nekrotizalo cutan MCT. (E)
Fekélyes MCT az orrhaton. (F) Tobb perioralis MCT [7].
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A MCT-k predilekcios helyei a mellsé végtag proximalis része, a perinealis és preputialis
régiok, de boxerek, mopszok, boston és staffordshire terrierek esetében gyakrabban a hatso
végtagokon, angol szettereknél pedig nagyobb incidenciaval a fejen fordulnak eld, ezeken kiviil
a dermis ¢€s subcutis rétegeiben testszerte megtalalhatd lehet [2, 7]. Tovabba miniatiir fajtak

kanjaiban nagyobb szazalékban alakulnak ki az intestinalis traktusban [11].

A klinikai tiinetek tobbsége a citoplazmatikus granulumokbdl {iriil6 biologiailag aktiv anyagok
hatasa miatt alakul ki, mint az anaphylaxia, lokalis duzzanat és viszketés. A hisztamin-hatas
kovetkezményeképpen kialakult gastroduodenalis fekély pedig tobbek kozott anorexiat,

hanyast és hasmenést eredményezhet [2].

1.2.5 Staging
A staging az egyik legfontosabb prognosztikai faktor a kutyak MCT-i esetében, a besorolas

klinikali, citologiai és korszovettani kritériumok alapjan torténik (1. tablazat).

e Stage 1: Szoliter daganat, mely a dermis rétegére korlatozodik és nem érintettek a
regionalis nyirokcsomok.

e Stage 2: Szintén a dermis rétegében talalhat6 a tumor, de a regiondlis nyirokcsomok is
érintettek.

e Stage 3: Tobb daganat a bérben, vagy egy nagy, a kornyez6 szoveteket infiltrald tumor,
nyirokcsomo érintettséggel vagy anélkiil.

e Stage 4: Tavoli metastasisok jellemzik vagy kiajult MCT [2, 13].

Stage Erintett szovetek Nyirokcsomok Tavoli metastasis
Stage 1 kizarolag dermis nem érintettek nincs
regionalis
Stage 2 dermis nyirokcsomok nincs
érintettek
kornyezd L
Stage 3 szoveteket IS ermte,t t?k vagy nincs
. oy nem érintettek
infiltralja
Stage 4 dermis ¢s a altaldban érintettek van

kornyezd szovetek
Tablazat 1.: Az egyes stage besorolasok feltételei.

A stage 1-es és 2-es MCT-K besorolasa altalaban grade 1, azaz jol differencialt, a stage 3-as és
stage 4-es tumorok besorolasa az esetek tobbségében grade 2 vagy 3, azaz kevésbé vagy rosszul
differencialt formak [2].



1.2.6 Cutan MCT-k szovettani osztalyozasa (grading) és szévettana

Amig a stage a tumor szervezetben valo kiterjedtségérol, a grade a daganat differencialtsagarol
szolgaltat informaciot [13]. A citologiai vizsgalat is megfeleléen hatékony a MCT-k és mas
kerek sejtes daganatok elkiilonitésében, viszont a szdvettani vizsgalatok teszik lehetové a
definitiv diagnozis mellett a sebészi eltavolitds biztonsdgi zondjanak megallapitasat [2].
Jelenleg a szOvettani osztalyozast alkalmazzak leggyakrabban prognosztikai célra és a terapias

terv felallitdsdhoz is kutyak cutan MCT-i esetében [7].

1.2.6.1 Patnaik-rendszer

Az egyik erre alkalmas rendszer Patnaik-tol és munkatarsaitol szarmazik (1984), akik harom
osztalyba soroltdk a cutan MCT-kat: jol differencialt, kdzepesen differencialt és kevésbé
differencialt. Egy tanulmany szerint ez a besorolds szignifikdnsan korrelalt a taléléssel: azon
kutyak esetén, amelyeknél a legalacsonyabb besorolasi MCT-t allapitottak meg a talélési 1d6
akar hatszor hosszabb volt, mint a kozepes vagy legmagasabb besorolasti tumorok esetében [9].
Egy masik 162 kutyat vizsgélo tanulmany a kovetkezd eredményre jutott: a halalozasi arany a
grade 1l-es MCT-val diagnosztizalt egyedek esetében (kizarolag a tumorral Osszefiiggd
elhullasokat figyelembe véve) 0%, grade 2-es MCT esetén 12%, grade 3-as MCT esetében
pedig 83%. A 12 hénapos talélési idok pedig a kdvetkezOképpen alakultak: grade 1: 100%,
grade 2: 87%, grade 3: 16%, ezzel alatamasztva a Patnaik-rendszer prognosztikai

szignifikanciajat [14].

e Grade 1: A tumor a dermis rétegére és az interfollikularis térre korlatozodik, a jol
differencialt MC-k sorban vagy kis csoportokban helyezkednek el, melyeket érett
kollagén rostok valasztanak el egymastol. A sejtek monomorphok (morpholdgiajuk kis
mértékben tér el egymastol), Kifejezetten éles sejthatarral és nagy mennyiségii
citoplazmaval rendelkeznek, melyekben kozepes méretli intracitoplazmatikus
granulumok talalhatok, sejtmagjuk kerek, benne stiric kromatinnal. Osztodo sejtalakok
a tumorban nem figyelhetok meg (2. dbra) [7, 9].

e Grade 2: A tumorsejtek nagyobb szamban talalhatok meg és infiltraljak a dermis
mélyebb rétegeit, illetve a subcutist. Csoportokba rendez6dott mérsékelten pleomorf
sejtek alkotjak, melyeket vékony fibrovascularis stroma vesz koriil. A neoplasztikus
sejtek alakja a kerektdl az ovalisig valtozo, a citoplazma jol kivehetd és benne lathatok

a citoplazmatikus granulumok, melyek nagyobbak és sotét lilan festddnek. A sejtmag



alakja a kerektdl a csipkézett sz€lliig valtozatos lehet, mitotikus sejtalakok ritkan
lathatok (0-2 osztoddo MC/ 10 NNL (nagy nagyitasa latotér)) (3. abra) [7, 9.

e Grade 3: A MCT sejtgazdag, a benne talalhaté mastocytak pleomorphok, kerek, ovoid
vagy orsé alakuak és a tumor infiltralja a subcutist, illetve a mélyebb rétegeket is. A
sejtek citoplazmdjanak mennyisége nem kifejezett, az intracitoplazmatikus granulumok
aprok, nehezen felismerhetdk. A stroma kotdszovetbdl (kollagén) és erekbdl épiil fel,
melyben elszértan hyalin lerakodésok figyelhetok meg. A sejtmag kerek vagy
csipkézett, benne egy vagy tobb nucleolus lathatd. Két sejtmaggal rendelkez6 sejtek és
mitotikus sejtalakok is nagy szamban fordulnak el6 (3-6 osztddo MC/ 10 NNL) (4. abra)
[7, 9.

A kritériumok viszonylag szubjektiv megitélése miatt bizonyos foku inkonzisztenciat figyeltek
meg egyes patologusok altal osztalyozott daganatok kozott, leginkabb a grade 2-es MCT-k
esetében [8]. A harom-foku osztalyozasi rendszer hasznalatakor jelentkezd variabilitast két-
foku rendszer alkalmazéasaval probaltak Kiupel €s mtsai (2011) kikiiszobolni egy 95 kutyat
bevond tanulmanyban. Ez azért volt sziikséges, hogy pontosabban tudjak azonositani azokat a
MCT-kat, melyek magas kockazatot jelentenek és nagy a metasztatikus képességiik [14]. A két-
foku osztalyozasi rendszer alkalmazasakor szignifikdnsan kiilonbozé talélési idoket

tapasztaltak. Osszehasonlitva a Patnaik és mtsai 4ltal hasznalt rendszerrel pontosabban tudta

megbecsiilni a talélési iddt és a metasztazisok képzddésének valoszinliségét, valamint 96,8 %-
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MCT kuty4ban [15].

' Abra 4: rade 3 cutanCT ktyéban[15]. .

1.2.6.2 Kiupel-rendszer:

Ebben a rendszerben a tumorokat low-grade és high-grade kategoriakba soroljak. A low-grade
MCT-val diagnosztizalt kutyak esetében a talélési id6 medianja t6bb, mint 2 év volt, mig a

high-grade daganattal rendelkez6 pacienseké kevesebb, mint négy honap [8].

e Low-grade: Azok a MCT-k, amelyekre a high-grade kritériumok egyike sem teljesiil.
A low-grade MCT-k jol differencialt, monomorph sejtekbdl allnak, melyek
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citoplazmajaban kozepes méretii, benne jol lathatd granulumok talalhatok és sejtmagjuk
kerek (5. abra) [8, 16].

e High-grade: A kovetkezd kritériumok koziil legalabb egy jellemzé a vizsgalt
szovetszaporulatra, tiz NNL-ben (mely standardizalt teriilet mérete 2,37 mm?):
Legalabb hét mitotikus sejtalak, legalabb harom multinuklearis sejt (harom vagy tobb
sejtmaggal rendelkezé sejt), legalabb harom elvaltozott sejtmagvii mastocyta
(kifejezetten atipikus csipkézett, szegmentalt vagy szabalytalan alaka sejtmaggal),
legalabb 2 sejt mutat karyomegaliat (azaz a sejtmag a sejt teljes atmérdjének legalabb
tiz szazalékara duzzadt) (5. abra) [8, 16].

Tobb tanulmany is alatdmasztotta a Kiupel (két-fokl) osztalyozasi rendszer relevancidjat a
prognozis felallitdsa szempontjabol és a besoroldsok kozti kisebb foku eltéréseket [8, 14, 16].
Az 10j két-foku rendszer eldnye, hogy megszlinik a Patnaik-féle osztalyozas szerinti grade 2-es
csoport, mely esetében a progndzis a legtobb esetben nehezen meghatarozhatd. Ezen okok miatt
a hisztopatologiai laboratoriumokban elkezdték mindkét rendszert alkalmazni addig, amig be
nem bizonyosodik valamelyiknek az egyértelmi elavultsaga [14]
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Zbra 5: Cutan MCT-k a két-fokﬁ rendszer szerint osztalyozva. (A)F Low-grade MCT. (B,C)
High-grade MCT-k. (D) High-grade MCT, és az erre jellemz6 karyomegalia. (E) High-grade
MCT, az erre jellemzé multinuclearis sejtekkel. (F) High-grade MCT, mastocyta bizarr
(elvaltozott) sejtmaggal [7].

Szovettani tekintetben a subcutan forma esetén az alabbi kritériumoknak kell teljesiilnie: a

tumor teljes egészében a bor alatti kotészovetben helyezkedik el, illetve a cutis €s a daganat
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kozt annak teljes hosszaban zsirszovet taldlhato. A cutan forma a subcutis rétegébe is

beterjedhet, ezért sziikséges a két tumor tipus mikroszkopos differencidlasa [17].

1.3 A digitalis patolégia

1.3.1 Felépitése, miikodeése

A digitalis patologia (DP) kezdetben teljes szOvettani metszetek metszet-szkenneres
digitalizaciojara terjedt ki, az els6 szkennert az 1990-es években épitették [18, 19]. Ma mar egy
sokkal osszetettebb fogalom, ami a mesterséges intelligencia (MI) patoldgiai alkalmazasat
foglalja magéba, ezzel 0 tavlatokat nyitva a diagnosztika teriiletén [20]. Egyes tanulméanyok
szerint a kozeljovoben DP modszerek alkalmazasadval pontosabb diagndzist lehet majd
felallitani, mint a hagyomanyos vizsgalatok barmelyikével [21]. A modszer a diagnosztikan tal
az oktatasban és a kutatasban is széleskorii alkalmazasi lehetdséget rejt, €s metszet archivumok
létrehozasat is lehetdvé teszi, illetve megkonnyiti a masodvéleményezést a metszetek gyors

megosztasan keresztil [21, 22].

A digitalizalt teljes szovettani metszetek (WSI-k) a hagyomanyos targylemezek pixelekbdl allo,
digitalis formai, felbontasuk a fénymikroszkopéhoz hasonld, azonban ellentétben egy

hagyomanyos metszettel mindségiik allando (6. abra) [19, 21, 22].
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patologiaba. Az utdbbi két évtizedben novekedett a felbontoképesség, javult a szkenner-
kapacitas, lerovidiilt a szkennelési id6 és egyre kisebb méretiivé valtak a beszkennelt képek
fajljai [18]. Emellett az interneten vald megosztas lehetdvé tette, hogy két egymastol nagy

foldrajzi tavolsagra levo patologus azonos iddben vizsgaljon egy metszetet mikroszkop nélkiil

[22].

Egy 2018-as 1992 esetet és kiilonbozd tumortipusokat vizsgald tanulmany digitalizalt és
hagyomanyos metszetek diagnosztikai értékét hasonlitotta Ossze. A digitalizalt WSI-k
hasznélataval elért diagnosztikai teljesitmény nem volt jelentdsen rosszabb, mint a
fénymikroszkopias eljaras (a WSI-k esetében 4,9%-os, a mikroszkopia esetében 4,6%-0s volt
az eltérés a referenciastandardtol) [23]. Egy masik allatorvosi tanulmany is hasonld

megallapitasra jutott a kutydk cutan MCT-inak diagnosztik4javal kapcsolatban [24].

A gépi tanulas (machine learning, ML) egy MI-n beliili teriilet, melynek soran az algoritmusok
tanithatok, és 6nallo tanulasra képesek, vagyis az 0j informaciokat a meglévokbe illeszthetik és
jovobeli feladatok soran felhasznalhatjak azokat [18, 25]. A mesterséges neuralis halozat
(artificial neural networks, ANN) egy fejlett statisztikai algoritmus az MI-n beliil, melynek
miikodési elve a bioldgiai neuralis halézathoz hasonlit (pl. emberi idegrendszer) €s fejlodése az
utobbi két évtizedben a deep learning (DL)-nek kdszonhetéen rohamossa valt [18, 20]. A DL
az ML legfejlettebb részhalmaza, mely soran az algoritmus tobbszintii, nem linearis informacio-

kapcsolatokat dolgoz fel és komplex relacidkat modellez az adatok kozott (7. abra) [25].

Artificial Intelligence

Machine Learning

Neural Networks

Deep
Learning

Abra 7.: Az MI (angolul artificial intelligence), ML, ANN és DL &sszefiiggése [26].
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A sejt-szegmentacio soran a program a sejtmag, citoplazma és sejtalak, illetve ezek relacioja
alapjan detektalja a sejteket és mivel sejtek képezik a szovettani képek legkisebb egységét, a
sejt-szegmentacid a legalapvetébb 1épés a digitalis képelemzés folyamataban. A digitalis
képelemzés soran tehat az algoritmus felismeri alakja és festédése alapjan a sejtmagot, majd a
hozz4 tartozo citoplazmat és ezt az egységet tekinti egy sejtnek. Tovabba a szoftver
megtanithatd arra, hogy bizonyos sejttipusokat felismerjen a sejt morfologiaja, a sejtmag alakja,
festddése, lebenyezettsége €s mérete, illetve egyéb jellemzok (pl. citoplazmikus granulumok)

alapjan [18, 21, 22, 27].

A patologusok szakértelme elengedhetetlen az algoritmusok fejlesztéséhez, technikai tudasuk
szlikséges a szovetek feldolgozdsdhoz, megadjdk az algoritmus szamdra sziikséges
informaciokat és validaljak a program altal generalt eredményeket. Ezeken feliil altalaban a
patolégus hatarozza meg a relevans teriileteket (region of interest, ROI), amelyeknek mérete

egyes esetekben jelentdsen eltérhet [18, 20].

1.3.2 Kihivasok, limitaciok

A DP a munkaerdigény és a diagnodzis felallitdsdhoz sziikséges id6 csokkentésének, illetve a
munkafolyamatok egyszeriisitésének lehetésége mellett szamos limitacioval is rendelkezik
kezdve azzal, hogy egy WSI rendszerbe vald inveszticid és annak fenntartasa sokszor
meghaladja a kisebb laboratoriumok koltség-kapacitasat [18, 27]. A technologiai
fejlesztéseknek és az egyre novekvd koltséghatékonysagnak koszonhetéen a WSI-k
implementéacidja mar szamos orvosi és fogorvosi egyetemen teljes mértékben levaltotta a

hagyomanyos mikroszkoépok hasznalatat [21].

A rendszer diagnosztikai folyamatokra korlatozott mértékben hasznalhatd, azok non-binaritasa,
azaz nem eldontendd kérdés jellege megneheziti az algoritmusok alkalmazasat [18, 20]. A
legtobb MI algoritmusnak sziiksége van j6 felbontast, el6zetesen megjelolt képekre, amiket a
ML soran tudnak hasznositani [18]. Ez azonban azt jelenti (a rendkiviil kis méretli, de
folyamatosan gyarapodoé erre alkalmas publikus adatbazisnak kdszonhetéen), hogy az ML-hez
sziikséges ROI bejelolését szakembernek kell elvégeznie manualisan [20]. Amellett, hogy ez
rendkiviil idéigényes folyamat, nagy kihivast jelenthet a patologusok szamara rossz felbontasu
képek esetén [27]. Kihivast jelent tovabba az egyes szovetek nagyfoku morfologiai eltérése (pl.
epithelium, idegszovet, izomszovet). A kiilonboz6 szovettipusok jellemzden egyiittesen vannak
jelen (ezzel morfologiai eltérést eredményezve az egyéni szovettdl), mely tovabb neheziti az

algoritmus fejlesztését [20].
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1.3.3 Perspektiva

A WSI rendszerek térhoditasa az allatorvosi teriileten is megkezdddott és 2014-re két nagy
allatorvosi laboratorium, az IDEXX ¢€s az Antech is teljes mértékben levaltotta a hagyomanyos
szovettani diagnosztikai modszereit [26]. A technologia fejlodésének kovetkeztében pedig a

kozeljovében varhatdan egyre tobb intézmény fogja kovetni ezek példajat [21].
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2 Anyag és médszerek

2.1 Metszet készités

A sebészi kimetszést kovetéen bekiildott MCT-kbol szarmazé mintdk fixalasa 10%-0s
semleges pufferelt formaldehid-oldatban zajlott 24-48 o6ran at. Ezt kovetéen a mintakat
viztelenitd automataval, etanol és xilol segitségével dehidrataltuk, majd paraftinba agyaztuk. A
paraffinblokkokbdl livegtargylemezre 3—4 pm-es metszeteket készitettiink, amelyeket rutin

eljarassal H&E-nal festettiink meg.

2.2 Metszet szkennelés

A vizsgalathoz 55, kiilonb6zé kutydkbdl szarmazé H&E-nal megfestett hagyomanyos
szOvettani metszetet hasznaltunk, melyek high- vagy low-grade besorolasu MCT-kbol
szarmaztak. A mintak Patnaik-rendszer szerinti osztalyozasa jelentésen megnehezitette volna a
digitalis vizsgalatot, ezért a Kiupel-féle osztalyozasi rendszert alkalmaztuk. A metszeteket egy
Pannoramic Midi (3D, Histech, Budapest, Hungary) szkenner segitségével digitalizaltuk 20-

SZoros nagyitasu objektivet hasznalva.

2.3 Szoftveres elemzés

A szkennelés soran a metszetekbdl eldallitott WSI-ket a QuPath (0.4.3-as verzid) digitalis
patoldgiai szoftver segitségével elemeztiik [28]. Els6 1épésként egy iires mappaban kialakitottuk
a szoftver altal igényelt specidlis fijlformatumot, az ugynevezett projektet, majd ehhez
hozzaadtuk az egyes digitalizalt metszeteket. Ezutan meghataroztuk a program szamara, hogy
H&E-nal festett metszeteket analizalunk, ez az optimalis képmindség ¢és a sejtek, sejtmagok
megfeleld felismerése miatt fontos. Az elsd kijelolést a WSI-k olyan teriiletein végeztiik el,
melyeken nagy szami MC és osztodo sejtalak volt lathato. A kijeldlt 1 mm? (1.000.000 pm?)-
es metszetrészleteken eldszor a ,.cell detection” parancsot hasznaltuk, mely sordn a program

felismerte és beazonositotta a sejteket és a sejtmagokat (8. és 9. abra).

Ezt kovetéen az 1 mm?-es teriileten beliil manualisan jeloltink ki MC-kat, eosinophil
granulocitakat és osztodé MC-kat, valamint a high-grade besorolas ala es6 MCT-kra jellemz6
multinukledris vagy sejtmag elvaltozast mutatd sejteket. Ezeket a beazonositott, altalunk
megjelolt sejteket az eldzetesen ,,ad class” paranccsal létrehozott, neviiknek megfeleld
csoportokba klasszifikaltuk, melyekhez addig adtunk tovabbi sejteket, mig a program
szubjektiv megitélésiink szerint mar jol tudta azokat csoportositani. A multinuklearis vagy

bizarr sejtmagvu mastocyta kategoria bevezetésére a nagyfoki morfolodgiai variabilitas miatt
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volt sziikség, a program igy kés6bb nagyobb eséllyel kiilonitette el helyesen ezeket a sejteket.
A miitermékek, illetve egyéb nem-sejt struktirak esetében az ,,ignore” besoroldst hasznaltuk,
igy az algoritmus megtanulta, hogy mely elemeket kell figyelmen kiviil hagyni. Az osztalyoz6
betanitasat a “classify” meniiponton €és az “object classification” almeniiponton beliili train

object classifier” parancs segitségével végeztilk ANN algoritmus hasznalataval.
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Abra 9.: A program miikodése a Sejtmag szegmentc1on alapul ami szerint a szovettani kép
alapegysége a sejtmag és az azt koriilvevd citoplazma, amiket festddésiik és alakjuk alapjan
ismer fel. A jobb fels6 sarokban lathatd, hogy a WSI mely teriiletén helyezkedik el a kinagyitott

részlet.
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Ezt kovetden elneveztiik és elmentettiik a kész osztalyozd algoritmusokat, amiket az adott
metszeten, illetve a késObbiekben barmelyik masik WSI elemzésekor is alkalmazhattunk. Az
osztalyozo6 tulajdonképpen egy adatbazis, amit a szoftver a metszet mas kijelolt részeinek vagy
egyéb WSI-k elemzésekor az ML soran alkalmazni tud és ezaltal képes a manuélisan
kivalasztott sejtek kozds tulajdonsagait felismerve azokhoz hasonld sejteket detektélni.
Osszesen a vizsgalat soran nyolc kiildnbdzd osztalyozot tanitottunk be és alkalmaztunk, erre a

valtozatos metszetmindség és az arnyalatbeli kiilonbségek miatt volt sziikség.

Kovetkezo 1épésként a betanitasra hasznalt vagy egy masik WSI-n kijeldltiink egy 2,37 mm?
(2.370.000 pm?) nagysagu teriiletet, ahol elészdr szintén a ,,cell detection”, majd a ,,load object
classifier” parancsot hajtottuk végre. Az algoritmus ennek soran az ML-lel megszerzett
adatokat alkalmazva detektalta a kiilonb6zd sejteket a kivalasztott osztalyozonak megfelelden

(10. &bra).
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Abra 10.: Az algoritmus betanitasa (kor alaku teriilet) és az osztalyozé alkalmazasa (négyszog
alaku teriilet), illetve az ezekhez tartozo adatok a képerny6 bal oldalan lathatok. A program a

kiilonboz6 sejt-tipusokat eltérd szinnel jeloli, a szinek magyardzata szintén bal oldalt talalhato.

Amennyiben egy 1) WSI vizsgélatakor az ellendrzés soran egyik meglévd osztalyozod sem
bizonyult megfelelonek, teljesen 0 osztalyozot tanitottunk be. Az ellendrzéskor egy mar 1étez6
osztalyoz6t alkalmazva végigpasztaztuk a teriiletet és Osszevetettiik az algoritmus altal
bizonyos csoportba sorolt sejteket azok altalunk megfelelének tartott besorolasaval. Uj

osztalyozot akkor tanitottunk be, ha az algoritmus besorolasa jelentdsen eltért a mienkt6l. A
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leszamolt 0sztddo sejtalakok alapjan soroltuk be a tumorminta WSI-ket low-grade, illetve t6bb,

mint hét mitotikus mastocyta esetén high-grade kategéridba.

2.4  Statisztikai elemzés

A Cohen’s kappa a leggyakrabban hasznalt statisztikai eljards olyan esetekben, amikor két
egymastol fiiggetlen értékeld (ember vagy algoritmus) kozti egyetértést mértékét kell
meghatarozni két kategoria esetén. Ertéke -1 és 1 kozott mozoghat: k=1 amennyiben az atfedés
a két értékeld kozt teljes, k=0 abban az esetben, amikor az atfedés mértéke megegyezik a
véletlen valoszintiségével és k=(-1) akkor, amikor egyaltalan nincs sszefiiggés a két értékeld
kozt [29, 30].

o . . Pr(a) — Pr(e)
A Cohen’s kappa kiszamitésa az alabbi képlettel torténik: x = 1~ Pr(e)
—Pr (e

Ahol Pr(a) az értékeldk kozti egyetértés és Pr(e) a véletlenszerii egyetértés valosziniisége [30].

A Cohen’s kappa kiszamitasat az aldbbi weboldal segitségével végeztiik:

https://datatab.net/statistics-calculator/reliability-analysis/cohens-kappa-calculator.

2.5 Ceélkitiizések

Munkank soran célkitiizésiink a kutyakban gyakran el6forduld cutan mastocytomak kétfoka
osztalyozasi rendszer szerinti grade-jének megallapitdsa volt az osztdédd sejtalakok digitalis
hozzéaférhetd, felhasznalobarat QuPath szoftver €s igy a digitalis patologia alkalmazhatosagat
¢s hatékonysagat a manudlis grade meghatarozasahoz képest egyszerlibb grading

rendszerekben, ami utobbi viszonylag szubjektiv és gyakran kevésbé megismételheto.
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3 Eredmények

3.1 Metszet szkennelés
A szoftveres analizist 39 metszet esetében tudtuk elvégezni az 55-bdl, vagyis a metszetek
70,9%-aban. A tobbi esetben feltehetéen valamilyen adatatviteli vagy metszetmindségbeli

okbol kifolyodlag a WSI-k felbontasa nem volt megfeleld a vizsgalathoz.

3.2 Szoftveres elemzés

A manualis és a digitalis besorolas a 39 esetbél 19-ben egyezett meg, tehat az esetek 48,7%-
aban (2. tablazat). A manualisan low-grade MCT-k szama 27, az algoritmus ezek koziil 10
esetben, vagyis az esetek 37,0%-aban sorolta be a megfelelének vélt manualis kategdriaba a
daganatokat. A manualisan high-grade mastocytomak szama 12, a program ebbdl 9 esetben,

azaz az esetek 75,0%-aban hatarozta meg ugyan azt a grade-t (1. és 2. diagram).

metszet felismert eosinophil mitotikus digitalis manualis

sorszam  sejtek granulocyta sejtalak mastocyta grade grade egyezés
1 18889 4606 34 7612 high low nem
2 13635 2799 1 6029 low low igen
3 29023 14016 549 1958 high low nem
4 4316 1830 3 1079 low low igen
S 16986 3665 0 8203 low low igen
6 11419 5338 0 2217 low low igen
7 16814 2823 0 9739 low low igen
8 23858 435 0 19485 low low igen
9 15636 3550 0 996 low low igen
10 26684 10299 58 7088 high high igen
11 16263 3065 292 1006 high low nem
12 13582 8527 75 3880 high low nem
13 20218 6935 85 8460 high low nem
14 34346 1656 0 28800 low low igen
15 14499 5660 3 975 low low igen
16 21510 7976 174 5842 high low nem
17 26465 698 83 13021 high low nem
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18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39

Tablazat 2.: A QuPath szoftver szovettani osztalyozasanak eredményei Gsszevetve egy

22155
20532
29453
27720
33308
21366
24064
18978
10020
22505
17049
19282
14906
26762
25897
25828
24663
27734
25357
25245
24791
7774

330
4656
6760
5226

167
1577

978

10145
4067
13587
8040
6402
3856
5119
13938
5980
2703
9709
13089
3744
3339
1955

45
86
52
25

342
85
14
55

48
15
191
134
46
7
54
20
3
51
59
11

patologuséval. A szamok darabra értenddk.

3.3 Statisztikai elemzés

1388
13923
16273
19909
13531
5160
22404
4508
3342
5739
6858
12613
7076
19800
10059
14351
5742
7322
6651
15804
20782
3048

Vizsgalatunk soran a Cohen’s kappa értéke -0,284 volt.
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Manualis és digitalis grade kozti egyezeés

H egyezett

B nem egyezett

Diagram 1.: A manualis és digitalis (QuPath szoftveres) osztalyozas (grade) kozti megegyezés
mértéke. Kék szinnel jelolve azon esetek szazalékos aranya, amikor egyezett a manualis €s

digitalis grade és narancssargaval, amikor nem.

A MANUALIS ES DIGITALIS GRADE KOZTI
EGYEZES LOW ES HIGH GRADE TUMOR
ESETEBEN

H egyezett

nem egyezett

LOW GRADE HIGH GRADE OSZZES
Diagram 2.: A manualis és digitalis (QuPath szoftveres) osztalyozas (grade) kozti megegyezés
mértéke low-grade, high-grade és az Gsszes tumor esetében. S6tét zolddel jelolve azon esetek
szazalékos aranya, amikor a digitalis és manualis grade megegyezett és vilagos zolddel, amikor

nem.
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4 Megbeszélés, kovetkeztetések

A MCT-k vagy hizosejtes tumorok, melyeket neoplasztikus mastocytak alkotnak a
leggyakrabban el6forduld bérdaganatok kdz¢ tartoznak kutyak esetében, szam szerint a MCT-
k teszik ki a borben el6forduld neoplasztikus elvaltozasok 7-20%-at és a rosszindulata
bértumorok 11-27%-at [2, 4, 7, 8, 9, 31]. Amellett, hogy gyakori eléfordulasa miatt nagy
klinikai jelent6séggel bir, szamos fajta esetében igazolddott be fajtaprediszpozicio (pl. boxer,
amerikai staffordshire terrier, shar-pei, mopsz stb.), a kialakulds kockazata pedig a kor

elérehaladtaval né (a MCT-val diagnosztizalt kutyak atlag életkora kb. 9 év) [2, 7, 9, 10].

A stage az egyik legfontosabb prognosztikai faktor, mely szoros Gsszefliggést mutat az adott
tumor grade-jével. A stage l-es és 2-es MCT-k besorolasa altalaban grade 1, azaz jol
differencialt, kedvez6bb prognozisy, a stage 3-as és stage 4-es tumorok besoroldsa az esetek
tobbségében grade 2 vagy 3, azaz kevésbé vagy rosszul differencialt, kedvezdtlenebb

prognozisu [2, 7, 13].

A terdpias terv felallitdsahoz és a sebészi beavatkozas soran a biztonsagi zona megbecsiiléséhez
szOvettani vizsgalat sziikséges, mellyel megallapithatdo a MCT grade-je. A grading soran a
patologus mikroszképpal vizsgalva meghatarozza, hogy az adott minta egy 2,37 mm?2-gs
tertileten hany o0szt6do sejtalakot tartalmaz €s részben ez alapjan sorolja be a megfeleld grade-
be (low-grade: hétnél kevesebb mitotikus sejtalak, high-grade: legalabb 7 mitotikus sejtalak).
Ez azonban rendkiviil id6igényes és monoton feladat, emellett az értékelés patologusonként
nagy variabilitast mutathat (17-34%) [2, 7, 13, 31]. Ezen kiviil szamos technikai nehézséggel is
meg kell kiizdenie a vizsgald személynek (pl. a mitotikus sejtalakok morfologiai diverzitasa, a
hagyomanyos metszet mindségének romlédsa a tarolas soran stb.) és a tumor heterogenitasa
miatt terliletenként jelentdsen eltérhet a mitotikus sejtszam. A digitalis képelemzd szoftverek
hasznalata a patologidban potencialis megoldast jelenthet a felmeriild problémakra, és emellett
tucatnyi 11j lehetéséget sorakoztat fel nem csak a diagnosztika, de az oktatas, tudomanyos

konferenciak és az informacio tarolas tekintetében is [18, 20, 21, 22, 27, 32].

Egy hasonl6 témaval foglalkozd 32 esetet és 2 szakembert bevond tanulmany szerint annak
ellenére, hogy az algoritmus diagnosztikai teljesitménye elmarad egy szakértd patologusétol a
mitotikus sejtszam (mitotic cell count, MCC) meghatarozasaban, mégis van amiben a szoftver
jobban teljesit. A DP rendszerek kétséget kizar6an jobbak az értékelés azon részfolyamataban,

amelyben a legnagyobb mitotikus-denzitast részletet kell a WSI-n beliil felkutatni. Tovabba az
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algoritmus kisebb variabilitassal dolgozik, mint a manualis vizsgalok [31]. Egy masik 28 esetet
vizsgald tanulmény is az el6zohoz hasonld konzekvenciat vont le. A bevont szakértd
patologusok kozott az MCC meghatarozasat tekintve 17%-o0s volt a variabilitds, azonban ennek
oka nem csak az eltérd osztalyozas, hanem a tumor heterogenitasa miatti teriiletenként eltérd

mitotikus denzitas is lehet [32].

A vizsgalatunk soran tapasztalt negativ kappa érték azt jelenti, hogy az altalunk betanitott
algoritmus és a szakértd patologus osztalyozasa kozt nincs dsszefiiggés. Ennek oka feltehetéen
az lehet, hogy ellentétben a fent emlitett vizsgalatokkal, a mi esetiinkben nem egy tapasztalt
szakember végezte a szoftver betanitasat a sejtek felismerésére. Megfelel6 adathalmaz
hidnyéban a program sem tud helyes kovetkeztetéseket levonni, azonban ennek létrehozésa
szamos kihivassal jar, kezdve az osztddd sejtalakok morfologiai diverzitdsaval egészen az
idofaktorig. Tovabba az altalunk hasznalt QuPath DP szoftver miikodése sem tokéletes, a
program folyamatos fejlesztésen esik at [33, 34]. Ez a tényezd szintén hozzajarulhatott a
végeredményhez. Mindemellett vizsgalatunk soran azt talaltuk, hogy az algoritmus jelentésen
nagyobb aranyban ismerte fel megfeleléen a high-grade MCT-kat, azaz 75%-ban, szemben a
low-grade tumoroknal tapasztalt 37%-kal. Ennek oka a szoftver fokozott szenzitivitasa,
azonban alacsonyabb specificitasa lehet a mitotikus sejtalakok felismerésére, ebbdl kifolydlag
pedig alkalmasabb lehet a nagyobb MCC-u (tehat high-grade) tumorok osztalyozasara. Fontos
azt is kiemelni, hogy a grade megallapitas osztddo sejtszdmra valo kizardlagos alapozdsa nem
felel meg a tényleges Kiupel-rendszernek, noha a high-grade cutan formak az esetek nagy
tobbségeben tiz NNL-ben tobb mint hét osztddo sejttel rendelkeznek.

A MI integracidoja a patologiaba jelentdsen megkdnnyitheti a diagnosztikai munkat, de az
emberi tényezd6t nem lehet mellozni. A dolgozatban leirt eredményeket dsszevetve a kordbbi
cikkekkel jol szemléltetik a patologus szakértok szerepének fontossagat a folyamatokban.
Azonban a digitalis képelemz0 szoftverek kimagasloan teljesitettek a relevans teriiletek (ROI)
felkutatasdban, ami a nagy teriilet tiizetes atvizsgalasa miatt rendkiviil monoton és iddigényes
munka. Mindemellett egy patologus altal precizen betanitott algoritmus a kozeljovében
valosziniileg sokkal jobb diagnosztikai teljesitményre lesz képes, mint az eddig targyalt
szoftverek barmelyike, ebben az esetben a szakemberek feladata a program tanitasara és a

diagnozis validalasara 6sszpontosulhat.
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