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Digital billedanalyse af immunhistokemiske dobbeltfarvninger for tumorcelledeling

Lovende diagnostisk og
prognostisk vaerktoj ved
modermarkekraeft

Diagnostik af modermaerkekraeft

For at udelukke diagnosen modermaerkekraeft mikroskoperer
patologer i Danmark titusindvis af melanocyteere hudleesioner
hvert &r. Vurderingen kreever stor erfaring, og vurderingsfejl er
desveerre forholdsvis hyppige med store konsekvenser for den
enkelte patient. Opgprelser fra USA viser, at den hyppigste ar-
sag til sagsanleeg mod patologer er oversete tilfeelde af moder-
meerkekreeft (1).

Ukontrolleret celledeling er afggrende for kraefttumorers ud-
vikling (2) og kan visualiseres ved hjeelp af immunhistokemi.
Anvendes immunhistokemiske dobbeltfarvninger, fremheeves
tumorcellernes delingsaktivitet i en sddan grad, at kvantite-
ring kan foretages automatisk vha. digital billedanalyse. Her-
ved kan en mere effektiv og objektiv bestemmelse opnés set i
forhold til traditionel celletzelling i mikroskop. Ved moder-
maerkekraeft kan denne automatiske kvantitering bade veere
et vigtigt diagnostisk og prognostisk veerktgj.

Bestemmelse af celledeling

Ved modermeerkekraeft, hvor tumorkomponenten er tynd (tu-
mortykkelse <1mm), er antallet af celledelinger (mitoseindek-
set) netop blevet indfprt som en del af den danske tumorsta-
dieinddeling (3). Dette mitoseindeks skal bestemmes ud fra
mikroskopi af heematoxylin-eosin-farvet veev (se figur 1A og
1B) (4). Men metoden er kritiseret, da mitoser her kan veere
sveere og meget tidskreevende at identificere, ligesom der stil-
les spprgsmalstegn ved reproducerbarheden (s5,6).

Et simpelt alternativ kan opnés ved hjeelp af immunhistoke-
mi. Her anvendes proliferationsmarkgren Ki67, der farver alle
celler i de aktive faser af cellecyklus (G1, S, G2 og M) allerede
ved diagnostik, og mange studier viser en sammenhaeng mel-
lem graden af Ki67-ekspression og patientens prognose. Kon-
klusionerne af forskellige Ki67-studier er dog langtfra entydige
(7). En &rsag kan veere, at der ofte, bdde i ondartede og godarte-

de modermeerker, forekommer et betydeligt inflammatorisk
infiltrat. Inflammatoriske celler, der er aktive i cellecyklus, far-
ves ogsa af Ki67 ligesom andre celler i bindeveev og kar. Derfor
kan disse celletyper ikke med sikkerhed skelnes fra relevante
Ki67-positive tumorceller i en traditionel Ki67-enkeltfarvning
(se figur 2A og 2C).

Kombineres Ki67 i stedet med en melanocytmarker som
Melan-A i en immunhistokemisk dobbeltfarvning, tydeligge-
res Ki67-positive tumorceller, og de forskellige Ki67-positive
celletyper kan nemt skelnes (se figur 2B og 2D). Saledes opnas
et langt mere akkurat mél for tumorcellernes Ki67-positivitet
end ved de traditionelle enkeltfarvninger. Endnu en betydelig
fordel ved Ki67/Melan-A-dobbeltfarvningerne er, at relevante
celler kan genkendes og kvantiteres ved hjeelp af digital billed-
analyse. En sddan automatisk kvantitering er stort set umulig
med Ki67-enkeltfarvningerne (se figur 2E og 2F). Ki67/Melan-
A-dobbeltfarvninger muligger derfor en hurtig og repeterbar
maling af Ki67, der kan foretages af en computer i stedet for
en patolog bag et mikroskop.

En anden helt ny markgr for celledeling, phosphohistone H3
(PHH3), farver kun celler i den sidste aktive fase af cellens cy-
klus, selve mitosen (M) (5). Da modermaerkekreeft ikke npdven-
digvis indeholder en PHH3-positiv mitose, er PHH3's diagno-
stiske anvendelighed formentlig begreenset. Fokus er derfor
primeert rettet mod PHH3's prognostiske egenskaber. Ligesom
ved Ki67 kan en dobbeltfarvning med en melanocytmarkgr
styrke vurderingen af PHH3 (se figur 3A og 3B), og der er igen
mulighed for automatisk kvantitering ved hjeelp af digital bil-
ledanalyse.

Vihari et pilot- og et stgrre valideringsstudium vist, at Ki67/
Melan-A-dobbeltfarvninger med hgj sikkerhed kan skelne
godartede og ondartede modermeerker badde ved manuel og
automatisk kvantitering (8-10). Dog kan enkelte godartede
modermaerker ogsd indeholde betydelig Ki67-positivitet, mens
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Figur 1 Mitoser i
et ondartet moder-
meerke farvet med
heaematoxylin-eosin.
| B ses mitoser ved
hojere forstorrelse.

Figur 2 Ki67 enkeltfarvning (A, C og D)
og Ki67/Melan-A dobbeltfarvning (B, D
og F) af ondartet modermeerke. Alle
celler, der er aktive i cellecyklus, farves
med Ki67 (B) og digital billedanalyse af
Ki67 enkeltfarvninger er derfor vanske-
lig, nar celletyperne ikke kan bestem-
mes (C). Dobbeltfarvning medfarer
markant tydeliggerelse af Ki67 positive
tumorceller (D), hvormed kvantitering
vha. billedanalyse muliggeres (F).
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Figur 3. PHH3/Melan-
A-dobbeltfarvning af
ondartet modermaer-
ke. | A ses et hotspot
samt arealindtegning
af hele laesionen. | B
ses PHH3/Melan-A-po-
sitive mitoser ved hgje-
re forstarrelse.

ekspressionen kan veere lav i meget tynde typer af moder-
meerkekreaeft. Metoden ma derfor betragtes som et supple-
ment til patologens vanlige diagnostik. Traditionel mikrosko-
pivurdering af dobbeltfarvningen er allerede veerdsat i vores
rutinediagnostik, men vi haber, at computerens rent kvantita-
tive mal ogsé pa sigt vil vinde indpas i takt med udbredelsen
af digital patologi. Perspektivet er, at computerens rent kvanti-
tative mal vil pge patologens opmeerksomhed og derved redu-
cere risikoen for, at modermaerkekraeft overses ved den traditi-
onelle mikroskopi af modermeerker. Hermed sikres patienten
rettidig behandling og en bedre prognose.

Prognosticering af modermaerkekraeft

P& nuvaerende tidspunkt er tumortykkelse den mest betyd-
ningsfulde prognostiske faktor for patienter med modermeer-
kekreeft uden metastaserende sygdom. Dog oplever en sub-
gruppe af patienter med tynde typer et uventet aggressivt for-
lpb, mens andre patienter med tykke typer klarer sig bedre
end forventet (11). Udvikling af nye prognostiske markgrer er
derfor essentiel for disse patientgrupper.I tilleeg er alternati-
ver til det netop indfgrte, men kritiserede, mitoseindeks gnsk-
veerdigt.

Et af vore studier tyder p4, at bade Ki67- og PHH3-dobbelt-
farvninger kan anvendes som uafhaengige prognostiske mar-
korer; PHH3 tilsyneladende med et stgrre potentiale end Ki67
(12). I studiet afprpvede vi forskellige metoder til at estimere
Ki67- og PHH3-positivitet, blandt andet som antalsfraktioner,
arealfraktioner, antal i et hotspot (omrade med hgjest delings-
aktivitet) og antal i forhold til hele tumorarealet (se figur 3A)
og korrelerede disse mél med patientens prognose. Her skilte
hotspotmetoden sig neevneveerdigt ud. Ki67 og PHH3 i
hotspots forudsa prognose med langt stprre sikkerhed end po-
sitivitet i hele tumor (12). Dette kan understptte tanken om, at
én subklon med progressive tumorceller har stgrst betydning
for patientens prognose.

Selvom vi har opndet gode resultater med automatiseringen
af Ki67, har vi oplevet problemer med den automatiserede
analyse af PHH3. Primeert grundet en generelt svag eller nega-
tiv Melan-A-farvning, men ogsé pa grund af et meget varie-
rende udseende af mitosefigurerne samt reduktion af Melan-
A-intensiteten omkring selve mitosefiguren (se figur 3B).
Heldigvis er bestemmelsen af PHH3 i hotspots meget simpel
ved hjeelp af konventionel mikroskopi, og automatisering er
derfor ikke en forudsaetning for indfgrelse i klinisk praksis. Po-
tentielt kan en manuel bestemmelse af PHH3 erstatte det kon-
ventionelle mitoseindeks. Dog er der stadig brug for valideren-
de underspgelser af PHH3-dobbeltfarvningerne, og her kan
automatiseret analyse mindske arbejdsbyrden markant. &
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