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1. Bevezetés - irodalmi attekintés

1.1. Molekularis citogenetika -in situ hibridizacio

A modern citogenetika fdjliése a kromoszémasavozasi technikak
kialakulasaval vette kezdetét [1,2]. Metafazis prapumokon kromoszémak
ertékelése savozas nélkil is lehetséges [3], a Hémofestéssel nyertiet
paraméterek (kromoszoma hossz, karok aranya, ceetikus index) azonban csak
er6sen korlatozott mértékinformaciot képesek nyujtani a normal kariotipést
valtozasokrél. Savozasi modszerekkel a kulédbdgromoszémak pontosan
azonosithatok és szamos kromoszomalis rendellanspgéifikusan leirhatd. Ennek
koszonhet, hogy a savmintazat vizsgalata dbrsizerepet jatszott az 6roklott- és
szerzett, human betegségekre jellérgenetikai valtozasok felismerésében [4,5]. A
hagyomanyos (konvencionalis) citogenetikai vizsgldhetivé teszi a sejtek teljes
kromoszoma készletének vizsgalatat egyedi sejteszifl. abra). Alkalmazhatésagat
azonban korlatozza, hogi) ejttenyésztést igényel, igy csak mitotikus atéssal
rendelked sejtek vizsgalatdhoz hasznalhatd) @ kromoszOma garnitdrat érint
tobbszorés atrendédések megfejtése gyakran nem kdhnyeladat csupan
monokromatikus savozasi mintazat alapjain) & kevesebb, mint 3 - 10 megabazis
(Mb) hosszUsagu DNS szakaszokat ératberraciok kimutatasara nem alkalmas [6];
és (v) a mitdtikus alakok dsszessége bizonyos esetekbanmegfeldl aranyban,
vagy egyaltalan nem reprezentalja a genetikai édténordozo6 sejtpopulaciot [7].
Utébbi jelenség hatterében a kilonb&ejttipusok eltér osztédasi képessége és az
ennek kovetkeztében fell@ilonalis szelekcid all.

A citogenetika masodik fellendiilése gezsitu hibridizaciéos (ISH) mdédszer
kidolgozasanak kdszonlietEnnek lIényege, hogy a minta meghatarozott nusdein
(DNS vagy RNS) szakaszahoz azzal komplementer,nadgar jelolt, igy lathatova
tehety szekvenciat (szonda) kapcsolnak. Az eljards sardmintat és a szondat
altalaban Bkezeléssel (ritkAbban valamilyen kémiai agenssél, formamid)
egyszaluva alakitjak (denaturacid), majdsenBrséklet csokkentésével meginditjak a
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jelélt szondak ISH szignalként azonosithatdk, aektété miszer tipuséat a jelolés



moddja hatarozza meg. A kilonkibzISH technikak képezik a molekularis
citogenetika alapjat, melynek éelye a konvencionalis citogenetikdval szemben,
hogy () nem igényel feltétlenll sejttenyésztést, igy nesli szamolni a klonalis
szelekcioval és a kéllmennyiséf értékelhet sejt hianyaval;i() érzékenységének
koszonheaten rejtett (kriptikus) aberraciok kimutatasara lisabmas; {ii) megfeled
prepardlasi technika és tsreres felkésziltség mellett a genetikai adatok
morfologiai-, fenotipusos-, illetve topografiai paréterekkel is tarsithatok, egyedi

sejt szinten [8].

Az el in situ hibridizacios kisérleteket Pardue és Gall, valandohn és
mtsai. végezték az 1960-as évek vegén [9,10]. Adatoradioizotoppal jeldlték, a
detektalast autoradiogréafiaval végezték. Az eljand@sranyai az alabbiak:i)(a
radioaktiv anyagok természetiiknél fogva bomlékongpkcifikus aktivitasuk az éd
elésrehaladtaval valtozik;i( a jel6lés magas szenzitivitasa rendkivil alacgéryeli
feloldassal parosul;i{) a radioaktiv detektalas soran hosszu expozici@® ivan
szukség ahhoz, hogy a radiografias filmen mériregenzitasu jel keletkezzeny) a
radioaktiv médon jeldlt szonda kdltséges és vesaéynyag, melynek kezelése nagy
koriltekintést igényel; ) a tobbszifi jelolést nem teszi leh&té. E problémak
hatasara tovabbi szondajeldlési stratégiak kerihidklgozasra, igy jelentek meg
tébbek kozott a fluoreszcens festékekkel jeldltnsi&k [11], a fénymikroszképpal
vizsgalhatd enzim-alapt  kromogén riporter molekuldkl2] és az
elektronmikroszkdpiahoz kifejlesztett arany-alapldlpy rendszerek [13]. Az dsszes
modszer kozul legelterjedtebbé a fluoreszcemeiaitu hibridizacié (FISH) valt,
mely lehebvé tette a nagy feloldasu, gyors és biztonsagaseml Az értékeléshez
ebben az esetben leginkabb fluoreszcencia mikrpsak®agy aramlasi citometria
hasznalatos. A spektralis optikailisZzeszk6zok és a fluoreszcens jeldlési technikak
fejlodése a ké&biekben elvezetett egészen a sokszéhdlésekig és az &lsejtek

vizsgalatahoz is.



1.2. Fluoreszcencian situ hibridizacié (FISH)

Az el FISH alkalmazast (1980) Bauman és mtsai. végeaték,specifikus
DNS szekvenciak kimutatdsahoz 3’ végen, rhodamidirekt jelolt RNS szondat
hasznaltak [11]. A kédbbiekben mas munkacsoportok fluorokrommal maéddsitot
bazisok (fluoreszcein-11-dUTP) enzimatikus 6sszegaldsaval teljes hosszaban
jelélt, egysziiti szondékat hoztak Iétre [14]. Langer és mtsai. aralil médositott
bazisokat (UTP, dUTP) hasznaltak, melyekhez kulérti@épténeket, fluorokrémokat
kapcsoltak [15]. Ez a fejlesztés mérfabdiek szamitott ain situ technologiak terén,
mivel szamos alacsony hattérzajjal rendelkedirekt jelolt szonda egysZzekémiai
modszerrel val6 éAllitasat tette lehévé. A kovetked kihivast az alacsony
kopiaszamban jelenlévszekvenciak vizsgéalata jelentette, melyek kimsi#iéz az
akkor ismert szondak specifikus fényintenzitasa wefhelegend. A megoldast az
indirekt szondajelolési modszerek hoztdk meg, nkelgeran a hibridizacios
termékhez masodlagos riporter molekulakat kotottgl, nbvelve mesterségesen a
szonda altal kibocsatott jelintenzitast. Az 19802askben a DNS és mRNS mintak
vizsgalatdhoz leginkabb biotinilalt szondakat ésuoffészcens streptavidin
konjugatumokat hasznaltak [16,17]. Korllbelll egyizeddel kéébb, a mesterséges
jelolési technikadk fefldésének kdszonketn mar sikerilt nagy mennyidég
fluorokrom molekulat kapcsolni az egyszali DNS si&akinoz, igy lehéwé valt a
genomban alacsony szamban megjeleszekvenciak direkt jel6léssel vald
vizualizalasa is [18]. A FISH szondalballitasa ezen a ponton elérte azt a fejlettségi
szintet, mely felkeltette a kilénb®biotechnoldgiai cégek figyelmét is. Bar az ISH
technika fellendillése igazabdl a hibrid termék fasacens jelolésének koszorthet
modszer széleskdr elterjedése a szondak kereskedelmi forgalomband val
megjelenésének dgontjara tehét Ezt bizonyitja az a tény, hogy a FISH-sel
kapcsolatos nemzetk6zi publikaciok szama a 80-aklb®n gyakorlatilag stagnalt,
mig a 90-es években szazszoroséara (!) emelkedetutdbbi harom év irodalmat
tekintve pedig elmondhat6, hogy havonta atlagos@0 2 250 db FISH-sel
kapcsolatos kozlemeény jelenik meg, mely értekgliemzi a modszer népsisegét

és hatékonysagat [19].



1.2.1. FISH szondak

A FISH szondak a mintahoz hasonléan egyarant iekeDNS vagy RNS
molekulak. Ezeken kivil |éteznek peptid-nukleingB@MS) szondak is, melyekben a
cukor-foszfat gerincet egy mesterségesen szinkepeatidlanc (2-aminoetil-glicin)
helyettesiti [20]. Hasonld koérulmények kozott a PDISS duplexek kepiése
gyorsabb és termalis stabilitAsa magasabb, mifi9/RNS-DNS duplexeké. Ennek
oka az, hogy a DNS/RNS molekuldk foszfat-csopokijgittt elektrosztatikus taszito
kolcsdnhatas van, mellyel PNS-DNS duplex eseténkethszamolni [21].

Ahogy korabban mar emlitésre kerilt, a szondadattl direkt, vagy indirekt
mobdon jeldlni. Direkt eljards esetén a szonddhozvétienul kapcsolodik a
fluorokrom. Ennek énye, hogy egyszébb metodikat igényel, a hattérzaj kis
meértéki, ugyanakkor kevésbé szenzitiv vizsgalatot tesztdeh. Az indirekt
maodszer soran a szonda kdzvetlenul egy haptén oalek (pl.: biotin, digoxigenin,
dsztradiol) jeldlt, melyhez kilénbézfluorokromok (pl.: FITC, rhodamin, Texas
Red) kapcsolhatok, akér tobb 1éflosen is. Ez az eljards érzékenyebb vizsgalatot tesz
lehetvé, ugyanakkor munkaigényesebb és tobb aspecifes kell szamolni [22].

A kereskedelmi cégek altalaban direkt jel6lt DNSrsfakat forgalmaznak, melyek a
fejlett gyartasi technologiaknak koszordest jol értékelhét, e6s szignalokat
képesek kialakitani.

A DNS szondak klénozasat rekombinacids technol@jiavégzik. A
fragmentumokat valamilyen gazdasejtben (leggyakaabbEscherichia coli)
sokszorositjak, mely azonban csak Ugy lehetséges, $zvonda kapcsolédik egy, a
gazdasejtben autondm replikaciora képes vektor8}. [A FISH elterjedésének
elengedhetetlen feltétele volt a vektortechnoldgjbdése, mellyel lehévé valt a
néhany kilobazistél (kb) egészen a megabazis nggssdig terjed inszertek
sokszorositasa kulonb®zipusu vektorok alkalmazasaval plazmid 1 - 15 kb;ii)
bakteriofag < 25 kb;ii{) cosmid 30 - 45 kb;if) Pl ereddt mesterséges
kromoszoma (PAC) 130 - 150 klv) (bakterialis mesterséges kromoszoma (BAC) <
300 kb; ¢i) éleszé mesterséges kromoszoma (YAC) 100 - 2000 kb [24yektor
gazdasejtbe tortén transzformalasat a gazdasejt felszaporitasa ésnszertet
tartalmaz6 vektorok izolalasa koveti. A szondakofakromokkal valé jelolése
manapsag mar tobbféle mddon is lehetséges (randaming, rolling circle

amplification), az eljarast azonban leggyakrabbadg mindig nick transzlacioval



végzik [25-27]. A moOdszer egyenletes jeldlést eréayez, lehdivé teszi sokféle
moédositott nukleotid beépitését (pl.: biotin-, digenin-, fluorokrém-dNTP),
egyarant megengedi cirkularis és linearis DNS ¢alét, tovabba valtozatos szonda
méretek hasznalatat es tbbbféle nukleotid szimaliéamazasat.

Az 1980-as évek elején a FISH vizsgalatokat eggeszinnel végezték
[11,17]. Késbb, a technika alkalmazasa soran ni¢igaz igény tébb célszekvencia
szimultan vizualizalasa irant. Az évtized masodidélben kilonféle egysdin
szondak elegyének hasznalatavdsetr két-, majd harom kilénb®zukleinsav
szakasz kombinalt analizise is eléfivétvalt [28-31]. A fluorokrémok gerjesztési és
emissziés gorbéinek atfedése miatt azonban spekmalelkilonid szondakbol
hatékonyan legfeljebb négy-otféle hasznalhatdé egiliely. A 90-es években veégul
sikerult kidolgozni olyan stratégiakat, melyek &iis a spektralis korlatokat. Azonos
szondékat kulonbdz fluorokromokkal eltés kombinacidéban jeldlve leh&té valt
sok kilénbo# célpont egylttes vizsgalata is [32-34].

A FISH szondakat leggyakrabban aszerint csoptyd&shogy a minta mely
részéhez kapcsoldédnak. Ez alapjan harérkategoria kulonithétel: (i) ismétbdos
szekvenciakhoz kapcsolédd szondak) (Okusz-specifikus szondak ési) teljes

kromoszémat feétszondak.

Ismétbds (repetitiv) szekvencidkhoz kapcsoldédd szondak

Ezek a molekulak révid, a genomban sok ezerszeitisdé szekvenciakhoz
kapcsolddnak. Ide tartoznak a kromoszdéma-specifdargromer- €s a pan-telomer
szondak. A kromoszomak centromer régibit egy- viipb szatellita DNS csalad
épiti fel, leggyakrabban alfa-szatellita DNS. AZaadzatellita DNS alegységek
restrikciés enzimek &ltal hasitott pontjai eltérnak kilénb6d kromoszoméak
esetében, igy lehetséges kromoszoma-specifikusrooest szondak klonozasa,
melyek el$sorban numerikus kromoszéma aberraciok azonos@asdkalmazhatok
(2.A &bra). (Természetesen léteznek pan-centrommndsak is, melyek az 6sszes
human kromoszéma centromerjével hibridizalnak.)dA-pelomer szondak a minden
kromoszoma végén egymast kdert ismeéibddé (TTAGGG) szekvenciakhoz
kapcsoldédnak. Fontos, hogy ezek nem azonosak adsmima-specifikus telomer-

vagy szubtelomer szondékkal, melyek a telomerikiusyban elhelyezkeédutolsd, a
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diploid genomban két példanyban jelerlégzekvencidkhoz kapcsolédnak. A
repetitiv szekvenciakat azonosité szondak kis riéketklbnozasukhoz vektorként

leggyakrabban plazmidot hasznalnak.

Lékusz-specifikus szondak

A l6kusz-specifikus szondak a haploid kromoszomesziet egyetlen
kopidban jelenléy nukleinsav szakaszaihoz kapcsolodnakégtigban strukturalis
eltérések (transzlokaciok, inverziok, deléciok, &fikaciok) specifikus
felderitéséhez hasznélatosak (2.B,C,D abra). Kl@szhoz méretlkt flggéen
kilonbo®d vektorokat hasznalnak, kezdve a cosmidoktdl egeszenagymeérét
mesterséges kromoszémakig (PAC, BAC, YAC). Ezelenstondaknal aspecifikus
kotodés elvileg nem fordulhat &l hiszen a kimutatand6 célszekvencia csupan két
képidban van jelen a normal diploid genomban. \&dan azonban a nagy mdret
szondak gyakran lefednek repetitiv szekvenciakahltaazo régiokat is, ez pedig
komoly problémat jelent. A jelenség kikliszobolésenketitiv ISH-val lehetséges,
mely sordn a hibridizacios elegy a targetbend l&epetitiv szekvenciakkal
komplementer-, nagy mennyidégelletlen DNS-t (Cot-1 DNS) is tartalmaz. A
vizualizalas igy ténylegesen a specifikus szekéacikorlatozodik. Masik
megoldas, hogy a szonda gyartasa soran kiemésaheta regiokat és igy tobb,
kisebb mérdt, egymashoz kozel elhelyezkedzonda elegyét hozzak létre. Utébbi
eljards munkaigényesebb, de a szonda fragmentuerdtnacidja szempontjabdl is

elényds, hiszen egy kisebb molekula kdnnyebben hozaddélszekvenciahoz.

Teljes kromoszémat fésszondak

Ezek a szondak egys#eszondatipusok kombinacidjaval lIétrehozott komplex
rendszerek. Altalaban aramlasi citometriaval sttt (vagy mikrodisszekciéval
izolalt) kromoszomakrél van sz, melyeket degemerdigonukleotid primer
polimeraz lancreakciéval amplifikalnak és jeldIndkz ily modon Iétrehozott szonda
elegy homogénen lathatéva teszi az egész kromosz=ximde teljes hosszaban. Az
igazsaghoz azonban hozzatartozik, hogy vannak yimoezakaszok, nevezetesen a
centromer- és a telomer régiok, melyek kevésbénaiten fesidnek, igy

detektalaskor alul-reprezentaltak. Ennek oka agylep nagy mennyiségtandem
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repetitiv szekvenciakat tartalmaz6 szakaszokatomdsz gyartasakor a specifikus
kapcsolédas érdekében tudatosan blokkoljak. Asdlfemoszéma festékeken kivil
leteznek kromoszomakar-specifikus és régio-spedsfikszondak is, melyeket
kromoszomak mikrodisszekciojaval hoznak létre. Ankoszéma festékeksleg

metafazis citogenetikaban hasznalatosak komplex enos- vagy strukturalis
anomaliak felderitéséhez (2.E abra). Aberraciolcifpas interfazis vizsgalatahoz

nem alkalmasak.

1.2.2. FISH-hez kapcsolodo médszerek

A FISH alapu technikak az elmult két évtizedberédirifejbdésen mentek
keresztll, melyhez nagymértékben hozzajarult arédjkilonbod tipusu kérdések
megvalaszolasahoz valé adaptalasa. Szamos kulpetglmast kiegészitmetodika
kerllt kidolgozasra, melyek hasonlé moédszertanielewn alapulnak. Emellett
azonban fontos megjegyezni, hogy az irodalombai wigan technikat is FISH
mobdszerként szoktak emliteni, melyek ugyan fluareszia hibridizaciot
hasznalnak, de nem intakt sejtmagokon vagy metaan. A membranon, vagy
kulonféle chipeken végzett hibridizaciok, tovabbdirearis DNS lancon tortén
térképezések valdjdban nem tekindlketin situ analiziseknek. Az azonban
természetesen igaz, hogy ezek a FISH talajan $zKileezért a legismertebb
alkalmazasok most kovetkémagyon rovid bemutatdsanal az situ médszerek

mellett kitérek a nerm situ eljarasokra is.

Interfazis FISH (i-FISH)

Az interfazisban lé¥ sejtek vizsgalatanak lelisgége oOriasi éhyt jelent
olyan esetekben, mikor a szikséges mennfiségnirbsedi metafazisok éallitasa
problémas, tovabb4 ha a vizsgalhatd mitétikus &akem reprezentéljdk a
neoplasztikus klént. A mdédszer nem igényel sejtésatést, ezért barmely citoldgiai-
es hisztologiai preparatum analizisére alkalmddSH-sel az 6sszes kromoszéma
aberracio tipus vizsgalhatd, csupan egy medfelal genetikai valtozast vizualizalni
képes - szonda szikséges hozz4. Az interfazis zeshez nagy hibridizacios
hatékonysdgu szondakra van szikség. Ez kilénoésentosfo deléciok
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feltérképezésekor. A cosmid szondak altaldban nelgék erre a célra, a nagy
méreti YAC klonok azonban nem dybdsek, mert nehezebben penetrdlnak a
sejtmagba és az interfazisban szétterOINS szalon hosszu, fonalsiejelet
eredményeznek. Az eljarassal az interfazis krondghkondenzalt allapota miatt 100
kb nagyséagrenidaberraciok is kimutathatok, a nagy érzékengdégnerak (digitélis
mikroszkopia) alkalmazaséaval pedig 50 kb alatblf#ds is elérhét[35]. A modszer
hatranya, hogy célzott kérdésekre ad valaszt, reelydbzetes informaciora van

szUkseég a vizsgalt nukleinsav szakasz szekvendléjaen.

Hipermetafazis FISH (HMF)

A sejttenyésztést kougt hagyomanyos citogenetikai preparalas soran a
colchicin kezelés idejének megnyujtasdval a megstobz képest joval tobb
metafazishoz lehet jutni [36,37]. Az igy nyert krsaOmak zsugorodottak,
konvencionalis citogenetikai értékeléshez haszmdgtllamok, ugyanakkor megfetel
FISH szondak alkalmazasaval az aberraciok egyéaitgirkimutathaték. A modszer
tehat nagy szamu sejt vizsgalatara alkalmas (rnzii=aSH), ugyanakkor elddnthiet
altala, hogy az eltérszini szondadk azonos vagy kulonkokromoszéma(k)hoz
kapcsolddtak-e (mint metafazis FISH esetén). AzISH- analizis szézalékos
nagysagrentl alpozitivitisa igy lecsokkenttielakar 1C¢° szintre is, az ezzel jar6
magas specificitas pedig elvileg lebwat teszi a terdpiat tukgl(rezidualis) sejtek
kimutatasat kalonféle leukémias és limfbmas betegektaiban. A mobdszer e
lehetiségét azonban nem lehet hatékonyan érvényesiterl kezelést kovéen a
csontvebi allomany mitétikus indexe (osztdodo sejtek / Osszeejt) gyakran

jelentsen visszaesik, igy kevés analizalhatdo metafazashes.

Soksziti kromoszémafestés (Multi-colour FISH, M-FISH; vag$pectral
KaryotYping, SKY)

Az M-FISH és a SKY képes a teljes kariotipusrélomiaciét adni.
Kulonboz festékek hasznalataval a huszonkét autoszémahoa égt nemi
kromoszémahoz tartozé DNS allomany ditézinnel jelenik meg [38,39]. Osszesen
akar ot fluorokrom kombinalasa is elegénal huszonnégy szin kialakitasahoz. Ez

agy lehetséges, hogy mindegyik kromoszémahoz mas-ananyban kdédnek a
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kilonbod festékek, a monitoron megjetemesterséges szineket pedig a digitalis
képfeldolgoz6 rendszer utélagosan rendeli hozzégges keverékekhez. A modszer
kombinalja a hagyomanyos kariotipizalast a moleksilanalizis precizitasaval. Az
elonyok el$sorban a tobbszérds kromoszoma atrebdiézek kovetkeztében
kialakuld, komplex kariotipusok vizsgélata sorartn@k érvényre. Az eljaras
hatranya, hogy kromoszéman bellli (intra-kromoszZ@hakis mérefi szakaszt
erintd eltéréseket (inverzidk, deléciok, duplikaciok) neképes felfedni. Ez
kiulondsen a telomerikus régiok aberracidira igazlyek esetében a feloldas
mindossze korilbelil 2,0 - 2,5 Mb [40,41]. Az M-HSegy tovabbfejlesztett
valtozata a ,kombinatorikus binaris arany jeléléssgalat” (combinatorial binary
ratio labeling analysis - COBRA) FISH, mely néguditokrom hasznalataval is
képes huszonnégy szint kialakitani [34,42]. Enreleharasnal egy 6todik festék
bevezetése mar negyvennyolc kilonbdtgitalis szint is elérhévé tesz, mellyel
specifikus kromoszdémakar vizsgélatok végedkétljes kariotipus szinten [43].

Szines savozas (colour banding)

E vizsgélathoz kulonb&zmaodon jelolt, igy eltér szinben detektalhaté YAC
klobnokat hasznalnak [44]. A mbdszer alkalmas invaloszémalis atrendédések
kimutatasara [40], valamint komplex eltérések feldsére is [45,46]. A feloldasa
azonban az 06sszes szines savozasos technikanakhetegn alacsony, ezért
hasznalatuk ink&bb kiegészinddszerként javasolt.

Szubtelomerikus kromoszoma atreiwdések vizsgalata (multicolour assay for

subtelomeric chromosome rearrangements, M-TEL)

A FISH egyik legfontosabb feladata a kriptikus attetidések felfedése
azokban az esetekben, mikor a kariotipus latszadaunalis. Az M-FISH és a SKY
feloldasa telomerikus régiokat éntatrendeddések kimutatdsa teréen limitalt
[40,41]. Emellett a hagyomanyos citogenetikavalédiéként detektalt eltérések
szamos esetben valojaban kriptikus transzlokaci@gy egyéb mas aberraciok
[47,48]. Példaként emlithik a kilonbos leukémias esetek, melyek 15 - 20 %-aban
a konvencionalis citogenetika nem azonosit eltémdstel az megegyéz meéreti,

hasonl6an feété régidkat érint. A fentiekll kovetkezik, hogy a citogenetikai
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vizsgélatok igen hasznos eszkdzei a kromoszomakinélis szakaszaira specifikus
PAC, illetve BAC klénok, melyekkel szubtelomerikudltozasok nagy precizitassal
kimutathatok [49].

I-FISH replikacios id meghatarozasahoz

A modszerrel azonositani lehet a kulonbd2NS szakaszok replikacios
statuszat. A megkeiz6dott [0kuszok dupla jelként jelennek meg, a tokikulsz
pedig egyszér szignalként lathatd. lly mdédon feltérképeziker genom korai- és
késii replikacioju régioi [50,51].

RNS-FISH génexpresszid kimutatasahoz

A gének expresszidjanak vizsgalatdhoz leggyakrabtzsznalt modszerek
sejt szinten csak egy atlagértéket képesek megadniadott sejtpopulacio
vonatkozasaban. Az RNS-FISH letw teszi egy adott gén aktivithsanak vizsgalatat
egyedi sejt szinten [52], eltészini szondak hasznalataval pedig kombinalt médon
is értékelhetk expressziés mintazatok. Génspecifikus intron dakkal
folyamatban 1é§, vagy a kozelmultban lezajlott transzkripcios fotyatok is
vizsgalhatok, a keletk6éZRNS fluoreszcens jelként, az aktivan atirédo giézelében

jelenik meg [53].

Kvantitativ FISH telomerhossz rovidilés becsléséhez

Ve

repetitiv. TTAGGG szekvencia talalhatd. E szakasmakispecifikus szondékat
kapcsolva és a fluoreszcens szignal intenzitdsavena telomer hossza kilobazis
pontossaggal megadhatd. Ezzel a mddszerrel sikenilitatni a 90-es évek masodik
felében, hogy ugyanazon donor kilonboztipusi sejtjeiben (csontéel

hemopoetikus sejt vs. fibroblaszt) az azonos kradmshoz tartozé telomerhosszok
megegyeznek, tovabba normél csontbél szarmazé metafazisok vizsgélata
ramutatott arra, hogy adott sejten belil néhanymloszéma kar (pl.: 17p)

telomerikus szakasza kdvetkezetesen rovidebb antéilqb4,55].
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Komparativ genomialis hibridizacié (CGH)

A CGH DNS tdbbletek és hianyok kimutatasara allkeimEbnye, hogy a
teljes genomot vizsgalja, igy ismeretlen aberréatiois felderit kromoszémalis
szinten [56]. Az eljaras soran normal- és korotekEjl izolalnak DNS-t, melyekhez
elté szini fluorokrémokat kétnek, majd a mindkét jeldlt nukigavat egyeidl
aranyban tartalmazé eleggyel hibridizalnak normaktafézis kromoszoma
preparatumot. Ertékeléskor a két szin egymashazomistott relativ intenzitasat
vizsgdljak digitalis képeken, pixelenként. Egy adatbomoszémalis szakaszon az
arany eltolédasa amplifikacié vagy delécio jeledlétutal attdl flgden, hogy a
koros vagy a normal DNS-t jetdlszin valik-e uralkodéva. CGH-el csak a legalabb
10 - 20 Mb nagysagu deléciok és amplifikaciok mhastk ki, kisebb (1 Mb)
szekvenciakat atfogd DNS tobbletek csak sokszorosplikacidé mellett
detektalhatéak. A modszer alkalmazésat tovabb taaa, hogy a mintdnak
legaldbb 35 % tumorsejtet kell tartalmaznia [S7f&skturalis eltéréseket nem lehet
ezzel a technikaval kimutatni. A CGH felbontasanakitasat és a technika
hatranyainak kikliszobolését célozza meg a CGH micag modszer. Ebben az
esetben a targylemezre normal metafazis kromoszohaiyett klonozott DNS
szekvenciak (BAC és YAC klonok) ezreit rogzitik. fAlbontast e fragmentumok
méretei hatarozzak meg. Mara mar tobb tizezer @Gal-hez alkalmas BAC és
YAC klont sikerlt eballitani. Ezekkel 100 kb hosszu szakaszokat @wattozasok
is kimutathatok, nagy meértékamplifikdcio esetén pedig az érintett régid akar
néhany kb is lehet. Megfetefragmentumok kombinalasaval célzott vizsgalatokhoz
alkalmas, betegség-specifikus chipeket lehet |éeih[58]. A technika alapja lehet
genomialis DNS alapu array CGH és cDNS alapu a@@&H. Utdébbi nem csak a
génkopiaszamok eltérését, hanem egyuttal a gérmlessziojat is képes vizsgalni,
mivel ugyanaz a chip mRNS hibridizacidhoz is alkan59]. Az array technikandl
nehézséget okozhat, hogy a target cDNS szekvenwdakte korilbeldl 0,5 - 2,0 kb,
igy a genomialis DNS hibridizacioja sokszor gyenge/el a genomialis DNS intron

szekvenciékat is tartalmaz.
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3D kromoszdma organizacid vizsgalata interfazisban

Az interfazis sejteken végzett teljes kromoszoesidsek mutattak raéslzor
arra, hogy az egyes kromoszomak nem véletletismerhanem egyeértelien
korulhatarolt terekben (territérium) helyezkednékaesejtmagon belll [60,61]. A
territoriumok megakadalyozzak a kromatin-allomammalad keveredését [62]. A
modszer eredményei nagymeértékben hozzajarultakealgg leginkabb elfogadott
modell kidolgozasahoz, miszerint interfazis sejtalgjaiban a kromatint alkoto
0sszetetk harom csoportra oszthatdk) (yilt kromatin; {i) zart kromatin; i{i)
interkromatin domének. Utdbbiak tartalmazzak aszénpcié-, a splicing-, a DNS
replikacio- és a repair rendszerek makromolekulégoisiplexeit, melyekhez csak a
nyilt kromatin egységek kapcsolodnak. Minden krondosa territorium kilonbdz
doméneket tartalmaz. A génben gazdag (korai repbk@® és a génben szegény
(kbzepes-ké&d replikaciéju) egységek magas stimendezett nuklearis mintazatot
mutatnak, mely végig jelen van az interfazis soféstett metafazis kromoszémakon

pedig G (Giemsa) vagy R (reverz) savozaskent jelerag.

Fiber-FISH

Ez a kifejezés magaban foglal minden olyan metddikely soran a DNS
szalat kulonbda kezelésekkel kivonjdk a sejtmagbdl, majd a szord&inyujtott
nukleinsav lanchoz kapcsoljak [6,63]. A modszeendkivil j6 feloldoképességének
koszbnheten - forradalmasitotta a genom fizikai térképezéeséfiber-FISH-sel
egymastol csupan néhany kilobazis tavolsagra eahkbd szondak is nagy
biztonsaggal elkllénithék. Szamos munkacsoport elérte az 1 kb feloldastpi4
s6t még olyan kodzlemény is szlletett, melyben a s$kerszub-kilobazis
nagysagrendt szamolnak be [69]. A fiber-FISH hatékony eszkéanszlokaciok
térésponti régidinak feltérképezésehez, kiloné&&nraha a lehetséges téréspontok

széles tartomanyban, szortan helyezkednek el [70].
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1.3. Az i-FISH alkalmazasa a hematopatoldgiaban

Az i-FISH adekvat modszer numerikus- és struktarakromoszoma
anomaliak, valamint - digitalis képi technikakkaitérs egyittes alkalmazas esetén -
sejtvonal-specifikus genetikai eltérések vizsgélara Utobbival ugyanazon sejtr
morfologiai-, immunfenotipus- és genotipus inforrokat lehet nyerni, mely sok
esetben hasznos a diagnosztikdban.

A patoldgiai vizsgalatok szempontjabdél kilonds gdeéggel bir, hogy az i-
FISH alkalmazasanak nem szab hatart a formalin@das és a paraffinba tori&en
bedgyazas. A vizsgalat nem csak citospin prepaam kicseppentett sejteken,
keneteken és lenyomati készitményeken végézbket hanem archivalt anyagok
metszetein illetve azokbdl izolalt sejtmagokon lishetivé téve a retrospektiv
elemzeést [71,72].

Az onkohematoldgidban az i-FISH analizis leggyakeab a kovetkek
kérdéscsoportokat érinti:i)( morfolégia és immunfenotipus alapjan felvetett
diagndzis megésitése, pl.RARAgénN érintettsége akut promielocitas leukémiaban;
(i) szubtipusba val6 besorolas és a medfdiekzelés indikalasa, plIETV6-RUNX1
atrende#dés gyermekkori akut limfoblasztos leukémiabarii) (prognosztikai
csoportba valé besorolas, pp53 és ATM gének delécidja kronikus limfocitas
leukémiaban; i) rezidualis betegség nyomon kovetése, BICR-ABL génfazid

monitorozasa kronikus mieloid leukémiaban.

1.4. Az i-FISH jelmintazatok értékelése

1.4.1. Miszerek

Az I-FISH szignalok altal Iétrehozott mintdzat \gashaté aramlasi- és
statikus citometriaval vagy flureszcencia deteld@ta alkalmas barmilyen digitalis
mikroszkopiaval [22,73-75]. A citométerek a DNS kimértéki mennyiségi
valtozasait és a kiegyensulyozott strukturalis rateidéseket nem képesek
detektalni [7]. Létezik olyan tiszer is, mely 6tvozi az aramlasi citometria selgpstsé

a mikroszkopia képrogditképességével [76]. Alapven egy aramlasi citomététr
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van sz0, mely az értékeléshez lefényképez mindgmsegbjektumot. A sejtek
rendkivil gyors mozgasa miatt azonban még a tobsaymast kovétexpozicid
és a fejlett digitalis képfeldolgoz6 technika seépés néhany mikrométernél jobb

felbontast biztositani, igy aitezerrel strukturalis eltérések nem vizsgalhatok.

1.4.2. Numerikus kromoszéma aberraciok kimutatasa

A szambeli kromoszomalis eltérések vizualizalagahkromoszoma-
specifikus, (peri)centromerikus régiohoz kapcsol@ondat érdmes hasznalni. A
jelmintazat értékelésének alapja az, hogy normilloid garnitira esetén a két
homoldg szomatikus kromoszémanak megéele| sejtmagonként két hibridizacios
szignal lathatd. Léteznek kereszthibridizaciot rutazondak (5/19-es, 13/21-es,
14/22-es kromoszomak), melyek hasznalatakor a miggénégy szignal jelzi, mig
XY genotipus esetén a szexkromoszomak tekintetébgyregy intranuklearis
hibridizacios jel lathatd. Kevesebb vagy tobb jel adott kromoszéma vesztését,
vagy nyerését jelzi. Keresztreagalé szondak esefétszam valtozasa alapjan nem
lehet egyérteliien azonositani az érintett kromoszomat. A szigéaisza
sejtciklusban elfoglalt poziciétél nem flugg, »-8en is két szignal lathato
kromoszomanként normal sejtekben.

Az i-FISH eredmények értelmezésekor fontos tudnmpgyh a jelszam
csokkenése nem feltétlendl jelenti a teljes krordosz hianyat vagy egyaltalan
barmi rendellenességet. Egyrészt ritkaifartiulhatnak (peri)centromerikus repetitiv
szekvenciakat ériitdeléciok [7], masrészt kromoszoOma non-diszjunlesétén a
tobblet genetikai anyag centromerikus régidhoz &algeld szondaval nem minden
esetben mutathato ki, hiszen ekkor a sejtmagbapnotriia helyett diszOmiara utal
két szignal detektalhatd.

Aramlasi- vagy statikus DNS citometriaval nagyrékit aneuploiditas

felismerhed, ugyanakkor a csupan egy-két kromoszémat &tidibblet vagy hiany
nem mindig fedhétfel [77]. Az i-FISH-nek kilondsen akkor van jelésége, ha:i)
a DNS citometria - feloldasi hatara miatt - nem dfimutatni az eltéréstii) a
diagndzis szempontjabdl specifikusan egy adott kisrtima eltérése fontosii \ az
aneuploiditds kimutatasdnak kozvetlen prognosztidw@ipias vonzata van;ivy
mozaicizmus vizsgalatok indokoltak [78,79].
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Hisztolégiai preparatumok értékelésekor kilondgentos az eredmény
ovatos interpretalasa. Egyrészt a sejtmagok édhtteek, &t bizonyos mértékben
at is fedhetnek, masrészt a rutingieer alkalmazott vékony metszetek készitésekor a
magok egy része inkompletté valik. Amennyiben azslvencia a mag azon részeén
talalhatd, mely elveszik a metszés soran, jelszédkkenés kovetkezik be, mely
hibas eredményhez vezet: triszOmia esetén alnégatioz, delécios vizsgalatnal
alpozitivitashoz. Ez a jelenség a ’'trunkacios dfigek mely miatt a szambeli
kromoszoma eltérést hordoz6 malignus klon aranyametiszet koralmények kozott
legaldbb 25 %-nak kell lennie ahhoz, hogy felisraeréeriljon [80]. A trunkacios
effektus, melynek mértéke természetesen fligg aydiizsejttipus magméretitis,
elkerilhet vastag (20 pm-es) metszetek konfokalis mikrosz&bpwalod
ertékelésével. Ez az eljaras azonban rendkiviuhikah munka- és iflgényes [81].

A szoveti mintak vizsgalatanak masik lehetségedjma sejtmagok izolalasa
a hisztoldgiai kornyezetih [72,82]. Ebben az esetben a trunkaciés hatassal kell
szamolni, gyakorlatilag citolégiai preparatumokam, sejtmagok vizsgalhatok. Ez
nagy ebny, ugyanakkor a moédszer hatranya, hogytgbblet idt- és energiat
igényel, (i) a topogréfia elvész édif ha az elvéltozas a sejtek csupan alacsony
szazalékaban reprezentalt, a szuszpenziéban aasetklis magok aranya az i-FISH

analizis kimutathatdsagi szintje ala eshet.

1.4.3. Strukturalis kromoszéma aberraciok kimutatas

Az i-FISH-sel azonosithatok intersticidlis mikroéeibk, génamplifikaciok,
inverziok és transzlokaciok, az érintett nukleinsszakaszra specifikus szonda
segitségével.

Azon strukturalis eltérések vizsgalatdhoz, melyekDAIS mennyiségi
valtozasaval jarnak (deléciok, amplifikaciok), érds a célszekvenciahoz
kapcsolédd szondan kivil valamilyen referencia dabnis haszndlni. Ez azért
fontos, mert egy I6kusz szambeli tobblete vagy yadmem csak strukturalis
aberracio, hanem numerikus eltérés kovetkezmenlghéet. A referencia szondak a
célszekvenciatol tavol, ugyanazon kromoszomat fElépDNS lanchoz

kapcsolédnak, nem feltétlendl, de legtdbbszor aroerer régidhoz.
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A jelenleg human daganatokban ismert kiegyensulyammetikai aberracidk
tébb mint felét kulonb&z hemopoetikus betegségekben azonositottak [833zhék
olyan inverzidk, melyek fontos diagnosztikai szg@edpbirnak (pl.: inv(16)(p13g22)
akut mieloid leukémiaban), a kulon@zimfémakban és leukémiakban azonban
legfontosabbak a lényegesen nagyobb aranybéforeéllé, nem-random reciprok
transzlokaciok.

A transzlokaciok difeltételét képe& kromoszomalis térések gyakorlatilag
soha nem egy meghatarozott szekvencia pontnalythanBNS hosszabb-rovidebb
szakaszan, halmozoédva fordulnaks.eh torésponti régié szamos transzlokacional
eléri a 100 kb nagysagrendet, néhany esetben pedghaladja az 500 kb-t is
[84,85]. Ebll kdvetkeden ezen aberraciok polimeraz lancreakcioval (PC&9 v
kimutatasa korulményes a sok primer par szikségessgatt. Megoldas a reverz
transzkripciés polimerdz lancreakci6 (RT-PCR) lehez a modszer azonban
eredménytelen, ha nem irddik at fuziés mRNS. Ezelde esetekben az i-FISH
kilondsen nagy jeleéséggel bir, hiszen a transzlokaciokat képes DNS8teszi
kimutatni, ugyanakkor a szondak megféledrvezésével konnyedén eléhdtogy a
mabdszer diagnosztikus eredményességét ne befglyastiréspont variabilitdsa.

A transzlokaciok i-FISH technikaval tori@rkimutatasanak tébb gyakorlati
megoldasa lehetséges, melyet 6stsban a torésponti régidé nagysaga es
feltérképezettsége, valamint a potencialis parkltemoszomak szama (egy vagy
tobb) hataroz meg. A harom alapvetzondatipus: a téréspontot atfgispanning’)
szonda, az egyik toréspont két oldalat éltezinnel jeltd disszociacios ('splitting’
vagy ’'break-apart’) szonda, illetve a két toréspegy-egy oldalat eltér szinnel
jeldlé fuzids szonda (3.A,B,C abra). A gyakorlatban ezetbinacioit is hasznaljak
(3.D,E abra), fontos azonban tudni, hogy az egyestégiak alpozitivitasa és

automatizalhatésaga jeléstmértékben eltér [86].

1.4.4. Sejtvonal specifikus vizsgalatok

A metafazis citogenetikai preparatumokat igényizsgalatok esetében nem

lehet megallapitani egy adott metafazishoz tartdeéedeti’ interfazis sejt

V4

fenotipizaladst. Ez lehévé teszi az adatok egyedi sejt sdirkorrelalt gyijtését,
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minéségileg magasabb szininformacié nyerését. Terapias jelésdge is van a
kombinalt feno- és genotipus vizsgalatoknak, meldiagyomanyos morfologia, az
immunhisztolégia/citolégia és az I-FISH 06tvozésévevalamint digitalis

mikroszkopia felhasznalasaval megvaldsithatok. lgrést FICTION (Fluorescence
immunophenotyping and Interphase Cytogenetics doa@ for Investigation Of

Neoplasms), illetve MAC (Morphology-Antibody-Chrosames) technikanak is
nevezik [87-90].

1.4.5. Diagnosztikai hatarérték megallapitasa

Minden egyes i-FISH vizsgélat vonatkozdsdban mdb Hetdrozni azt a
pozitivitds értéket, mely felett a minta egyértéén korosnak tekinthét Ehhez
normal kontroll mintakbol allé sorozaton le kelsz¢elni a modszert. Fontos, hogy
ezt minden laboratériumnak el kell végeznie, nemabad vakon bizva, mas
munkacsoportoktdl szdrmazéd eredményeket haszn@lmatarérték szamoladsanak
legink&bb elterjedt modja soran a negativ kontroihtdk atlagos alpozitivitaséat
megndovelik a standard deviacié (SD) kétszeresgagly haromszorosaval [91].

Az alpozitivitas hatterében allo leggyakoribb teiklai okok a kovetkeaik: (i)
elégtelen hibridizacio - a szonda alacsony haték@gyal penetral a sejtmagbg) (
aspecifikus szignal - a szonda nem csak a megfetdszekvenciahoz kapcsolodik;
(i) magas hattérzaj - a sejtmag autofluoreszcencggdolja a szignalok
azonositasat;i) hasadt jel - a |I6kusz-specifikus szonda gyakraoémégiohoz
kapcsolédd tdbb szonda kombinacidja. Ezek elhegdege nem feltétlendl
folytonos a DNS szalon, igy az interfazis sejtmdgoktérbeli poziciétdl fudeen,
kalonallo jelekként is megjelenhetnek) (andom kolokaliz&cio - a biologiailag nem
kolokalizalt szondak a haromdimenzios (3D) sejtmé@ygylemezen vald
véletlenszdr elhelyezkedése miatt egymas mellé/ala hélgketnek.

Természetesen minden egyes emlitett jelenség cealnyos genetikai
eltérések vizsgalata esetén vezet alpozitivitasbigyanaz a hiba mas tipusu kérdés
megvalaszolasakor alnegativitasként jelentkezhét @e aspecifikus jeltbbblet
triszdmia vizsgalatakor alpozitivitast, deléciosgalatakor alnegativitast okoz).

Mennyiségi DNS eltérést kimutatd, egydrzini-FISH analizisnél a
diagnosztikai hatarérték altaldban 1 - 15 % kovéitbzik. Egy masodik, eltérsziri

22



referencia szonda hasznalata jeleeh noveli a specificitast, kilondsen delécidk
vizsgélatanal [92].

Kiegyensulyozott aberraciok értékelésekor az iH-E2ignaloknak nem csak
a szama, hanem elrenddése is rendkivil fontos. Az eléészini jelek random
kolokalizacidja itt komoly probléma, hiszen a vidat jelfGziot nem lehet
fluoreszcencia intenzitas alapjan Kigz. A jelenség fazidés szondanél 1 - 18 %-o0s
alpoztivitdshoz, disszociaciés szondanal hasonldékie alnegativitashoz vezet. A
hatarértéket befolyasolja a sejtmag mérete, akeadég kritériumrendszere és a
transzlokacios toréspont egzakt helye is [93]. AD,B. abrdn bemutatott
extraszignalos és dupla-fuziés szondak hasznalakmozitivitAsnak az egyszer
jelftzion tal tovabbi kritériumai is vannak. Altaléssagban elmondhatd, hogy minél
0sszetettebb jelmintazatot hoz létre a szondaipcaitmagban, annal alacsonyabb

alpozitivitassal, ugyanakkor egyre novéldnegativitassal kell szamoilni.

1.4.6. Automatizalt analizis

A manudlis i-FISH analizis kapcsan - mely a hematpgiai rutin-
diagnosztikdban altalaban 200 db sejtmag értékejélainti - nem elhanyagolhato
korlatokkal kell szamolni:if alacsony pozitivitds esetén a statisztikai mduitzsag
érdekében nagyszamu sejtmag vizsgalatara van sglUf®g, mely azonban
idéigényes folyamat; i) az értékeél elfogultsaga a pozitivitas alul- vagy
fellilbecsléséhez vezethet, kulondsen akkor, ha atiposejtek ardnya nagyon
alacsony, vagy kiemelkédn magas [95];ii{) transzlokaciok vizsgalatakor dént
jelenbséggel bir a fazidés (kolokalizalt) szignal jeleelétagy hianya, melynek
azonban nincsen egyértalrobjektiv definicidéja. Néhany munkacsoport csabkar
a magokat tartja pozitivnak, melyekben optikailagidnalt jelpar lathaté (sarga jel)
[93], masok az egybeolvadt, vagy érintkgeleket is pozitivnak tekintik [96], mig
megint masok még azt is kolokalizacionak tartjdk ahkét szignal nincsen messzebb
egymastol, mint egy jel atmge [97,98]. A definicibnak nagy hatasa van a visga
alpozitivitasara és alnegativitasara, amit a tal@gismertebb transzlokéacié
(BCR/ABL) kapcsan az irodalomban kozolt heterogén értéleelbizonyitanak:
alpozitivitas 1,1 - 17,6 %, alnegativitas 2,0 -51% [93,96,98-101].
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A sz&mitéstechnika és a digitalis képanalizi$déisének kdszonhin az i-
FISH mintazat automatizalt jellemzése mara mahekéidehetséggé valt, mellyel a
manualis  értékelés hatranyai  kikuszobdlket [94,102-107].  Objektiv
kritériumrendszer bevezetésével a vizsgalat aZkaétéoncentraltsagi szintjét,
elfogultsagatdl mentessé valik, a detektalt sejokeggama pedig jeletd manualis
munkatdbblet nélkil ndvelhit

A legtobb automatizalt analizidrsz6lo kozlemény génamplifikaciok, vagy
nagymeéret szignalt kialakité centromer szondak értékeldsezamol be [102,108-
115]. Lokusz-specifikus transzlokacids szondakkasgalatunk idpontjaig joval
kevesebb munkacsoport foglalkozott [103,105,1064,1B6nek lehetséges oka, hogy
() ezek a szondak kis méiiefeleket alakitanak ki, igy automatizalt detektalkas
nagyobb kihivast jelent ég)(ellentétben az 6sszes tbbbi szonda altal 1étahoz
FISH mint4zattal, értékelésikhtéz nem elég csupdgeldetektdlas, a szignalok
kOzotti térbeli tavolsdgok meghatarozasa is szidség

Transzlokacios i-FISH mintazatok automatizalt asé koveti a manualis

értékelés lépéseit:

Elészora sejtmagokat kell felismerni, mely a magfestésektald, digitalis
csatorna altal felvett képek szegmentalasaval ridrtéA sejttormelékeket, az
érintke®- vagy atfed magok &ltal alkotott klasztereket, illetve a nemedfikus
hattérfestdédi objektumokat ki kell zarni a kékbi analizisbl még akkor is, ha ez a
lépés néhany egyeduilallé sejtmag kizarasat eredeaéf85].

Hisztoldgiai kornyezetben végzett i-FISH analizisméejtmagokat nem lehet
hatékonyan szegmentalni azok érintkezése-, illétdedése miatt. Az automatizalt
vizsgélat szdmara igy kis méretainalizalando tertleteket kell meghatarozni. Ennek
a mintavételi modnak alapwen két tipusa van:

A mozaikos mintavétel (tile sampling) egyedulalléjtsagokat probal
azonositani a szotveti kornyezetben [106]. Négyzatteknozaik) helyez el a
hattérfestés altal jelétiott objektumokhoz illeszkégn, a legmagasabb
pixelintenzitastol kezédéen egészen egydek meghatarozott kiiszobintenzitasig. A
mozaikok méretét ugy érdemes megvalasztani, hoggoei#bellil megegyezzen a
sejtmagok atlagos atnigével [106]. A miiszer a mozaikok i-FISH mintazatat
vizsgdlja agy, mintha a négyzetek sejtmagok lenkéAemodszer hatranyaii)(a
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kilonbod latdbmesdk atlagos intenzitds értékei és kontraszt tartormény
heterogenitast mutatnak, igy azon képek eseténjelnelagyon magas hattérfestés
intenzitast hordoznak, a sejtmagok jetentésze elvészjif a vizsgalt mintaban a
sejtmagok meérete variabilis lehet, kilondsen akkardaganatos- és normal sejtek
keverékédl van szd. A tul nagy, vagy tul kicsi mozaikok &tezethetik az i-FISH
mintazat értelmezéséiji] a mozaikok atfedhetnek egymassal, igy egy adaihal
tébb mozaikban is megjelenhet.

A racsos mintavétel (grid sampling) szintén a laairkis tertleteit (cella)
vizsgélja. A celldk szabdlyos tavolsdgonként hedgdnek el egymastol, lefedik az
egész latomei, figgetlenul a hattérfestés intenzitasatdl. Antadellan bellil a
rendszer megvizsgalja egyenként az i-FISH szigmakkiind objektumok helyét,
hogy azok egy sejtmag hatarain belll-, vagy kivéihek-e. A konturon Kkivdl
elhelyezkedket kizarja az analizish E moddszer tehat nem sejt-, hanem tertlet
alapu. A mozaikos mintavételhez képest a racsosamétel kevésbé érzékeny a
hattérfestés intenzitdsaban fetiépariabilitasra, mely egyrészt a szoveti metszetek
vastagsaganak és a sejtmagok éekddodo atfedésének kdszonhetmasrészt a
magas aspecifikus hattérzaj miatt alakul ki. A stbhattér okozta probléma még
manapsag is komoly kihivast jelent az értékedzamara [91].

Masodszora jeleket kell helyesen detektalni. Az i-FISH s#bpk ntiszeres
felismerését alapvéen az teszi lehévé, hogy azok térben és spektralisan
lokalizéltak. Mivel azonban alakjuk, méretik ésmtitasuk jelerdisen eltéd lehet
akar ugyanazon sejtmagon belil is [109], #@earmékekdl, illetve a hattérzajtol valo
elkllénitésik nem minden esetben lehetséges. Eiraprben jelentkezhetnek a mar
emlitett problémak: elégtelen hibridizacio, haspgalt azonos szih jelek random

kolokalizacidja [95].

Harmadszoraz eltéé sziri jelek kozotti tAvolsagokat kell meghatarozni.
Mivel a sejtmagok 3D objektumok, elengedhetetleBDameérés annak érdekében,
hogy a 2D vetlletben Osszefékyelek altal okozott alpozitivitds/alnegativitas
lecsokkenjen. A pozitiv- és negativ sejtek elkitiésgéhez egy hatarértéket kell
meghatarozni a jeltavolsagot ilbein. Az interfazis kromatin dekondenzaltsaganak
valtozo mértéke és az i-FISH jelek véletlen atfedésatt a pozitiv- és negativ

sejtmagokat nem lehet minden esetben elkiilonitddi6]] igy a hatarérték
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meghatarozasakor pozitiv- és negativ kontroll ssjimkban mért jeltdvolsdgok
eloszlasa alapjan ki kell valasztani azt az értekeelynél legkisebb a hiba

valOszirisége.

Az automatizalt mikroszképos rendszerek eredméhgsgnalatdhoz szamos
paramétert kell optimalizélni. Ez a folyamat intdha betanitast jelent, melyet
atlagos midsédi mintakrdl felvett nyers, digitalis képeken szoké&sgezni. Az
ertékeb ezeken az ugynevezett tréning képeken manualissgghatdrozza, hogy a
miiszer mit ismerjen fel sejtmagként/i-FISH szignatkémajd az azonositas alapjaul
szolgalé paraméterek fokozatos valtoztatdsa méiigteli a rendszer fikodésének
hatékonysagat.

A tréning soran lehéség van a képek bizonyos részleteinek kizaras&ra. E
akkor szikséges, ha az adott képrészlet olyan tinjek tartalmaz, melgt az
értékeb sem tudja elddnteni, hogy valos target-e, vagijenmék. Nagyon fontos
azonban, hogy nem szabad kizarni azokat az objeitatnmelyeksél egyértelniien
eldonthed, hogy aspecifikus jel, sejttormelék, vagy esetteghany oOsszetapadt
sejtmag. A niszert valds kdrnyezethez idomitva ugy kell bedlljtaogy ezeket az
objektumokat ne azonositsa specifikus célpontként.
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2. Ceélkitizés

Modszertani jellef vizsgalataink soran célkéntiztik ki kilonbos, a
patoldgiai diagnosztika szempontjabdl jetexgiggel bird, automatizalt transzlokacios
i-FISH mint4zat értékelési eljarasok kidolgozasandardizalasat, illetve az ezekkel
kapcsolatos lehéségek és korlatok feltérképezését. Vizsgalatainkhegy
kereskedelmi forgalomban elérbepasztazd fluoreszcencia mikroszkopos (SFM)

rendszert hasznaltunk.

Diagnosztikus genotipus vizsgéalat citolégiai pregamon

A hematologiai elvaltozasokra jellethzeciprok transzlokaciok klasszikus
példaja a t(9;22)(q34;911), melynek eredménye anikus mieloid leukémiara
(CML) patognomikus, ugynevezett ’'Philadelphia-krenéma’ (Ph) [117-119].
Mivel a leukémids sejtpopulacio redukcidjanak méetéfontos prognosztikai
szereppel bir a terapia folyaman, e transzlokaciantitativ detektalasa
elengedhetetlen a betegség monitorozasakor. Aveénsejtek kariotipizalasa és a
kvantitativ PCR modszerek mellett, mint alternd¢hvetiség, a periférias leukocitak
i-FISH analizise is javasolt, a bevedsn mar emlitett éhyei miatt [120,121].
Interfazis sejtmagokban a transzlokaciot gyakrats#di-, fuzios fluoreszcens
szondaval vizualizaljak, melyBCR (z6ld)- és aABL (piros) génekre specifikus.

Mikroszkopos rendszeriinket 6ek6r BCR/ABL transzlokacid, periférias
fehérvérsejtekben tortdnkimutatasahoz teszteltik. Jellemeztik az autodiatiz
miiszer képességéti) (citoldgiai preparatumon tortdnsejtmag szelekcid, iif
jelfelismerés ésii() a jelek kdzotti tAvolsagok meghatarozasanak tetében. Az
automatizalt médszer alpozitivitdsat és alnegdtddt Osszevetettik a manudlis

vizsgélat hasonlé értékeivel.

Kombinalt immunfenotipizalas és genotipus vizsgdlablogiai preparatumon

minimalis rezidudlis betegséqg kimutatdsahoz

Az utobbi években egyre inkabb ndvekszik az igényiaimalis rezidualis

betegség (MRD) pontos meghatarozasa irant, toblieltk a gyermekkori akut
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limfoblasztos leukémia (pALL) esetében is. Bbbkovetkedien az MRD
kimutatashoz alkalmas modszerek kutatdsara manaygsagetkozi szinten is egyre
nagyobb figyelmet forditanak. Az MRD mddszerek - ersgtivitasuknak
koszonheten - alkalmasak az élsndukcios kezelésre adott valasz sebességének-,
illetve dinamikdjanak meghatarozasara, mely fonposgnosztikai szereppel bir
[122-124]. Ezen felll az MRD vizsgalatok képesdiikiniteni a pALL kilénbo&
biologiai viselkedés alcsoportjait, lehévé téve ezaltal a terapia Kkébi
stratifikaciojat.

A molekularis genetikai moédszerek, mint a real-tikvantitativ polimeraz
lancreakcido (RQ-PCR) és a real-time kvantitativerevtranszkripcidés polimeraz
lancreakcio (RQ-RT-PCR) magas szenzitivitassalabifi25-127], de a tumortémeg
mennyiségédil csak kozvetett, referencia génhez viszonyitottformaciot
szolgéltatnak. Ennek kiléndsen az expresszid aRBR modszereknél fontos
tudataban lenni, mivel a transzkripci6 mértéke latlen mintdban és a terapia
folyaman is tobb nagysagrend kulonbséget mutathptségnyi koros sejtre
vonatkoztatva a kulonbdz betegekben. A specifikus transzkripcios target
mennyisége tehat nem szikséggeer mutat parhuzamot a tényleges tumorsejt
mennyiséggel [128,129].

A sejt alapu technikak szenzitivitasa nem éri €1GR alapu eljarasokét, de
ezek a modszerek kozvetlenll a leukémias sejtek@zadjak meg. Az aramlasi
citometria rendkivil nagy sebességgel képes azambsiberrans sejteket kombinalt
fényszorasi és immunfluoreszcencias tulajdonsatag§émn. Probléma lehet azonban,
hogy a patolégiai fenotipus nem minden esetben nkiddk a normal
hematogoniumokétdl [130]. A citogenetika egyedit s2jinten szolgaltat genetikai
informaciot, de a konvencionalis citogenetikai &rial a mar koradbban emlitett
hatranyain tal alacsony feloldasa- és szenzitigitésiatt is alkalmatlan MRD
vizsgélatra [7,96,131,132]. Az i-FISH O6nmagabanakilazva - szdmos d@lye
mellett - még mindig tal magas alpozitivitassal delkezik MRD kimutatashoz
[98,132,133]. Ha azonban az immunfenotipizalast2Zs-FISH-t szimultan, vagy
konszekutiv modon végezzik egy relokalizaciéralalka rendszerrel, akkor magas
specificitdssal bird, kombinalt feno- és genotigugallemzéshez juthatunk, akar
egyedi sejt szinten [134-136].

Masodik vizsgalatunk soran az automatizalt médsaeabbfejlesztésekent

elézetes - szintén automatizalt - immunfenotipizalddsambinaltuk az i-FISH
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analizist. Az Aalpozitivitas cstkkenésével igy lékét valt alacsony aranyban
jelenléw koros sejtek azonositasa is. Az eljarast CD10tpo#s ETV6/RUNX1

transzlokaciot hordozo prekurzor B-sejtes pALL-bsrenved betegek rezidudlis
tumortdbmegének nyomon kovetéséhez standardizalidghataroztuk e sejtalapu
MRD modszer szenzitivitasat, specificitasat, mirimé&detektalasi szintjét és
kvantitativ megbizhatosagat.

Hisztologiai preparatumok genotipusos jellemzése

Malignus hemopoetikus betegségek vizsgalatdhakrgn csak formalin-
fixalt, paraffinba agyazott (FP) anyag all rendelkse. Jonéhany kozelmultban
megjelent kozlemény mutat ra arra, hogy az I-FISH legmegbizhatébb,
legalkalmasabb maoddszer transzlokacidok FP anyagokitérs kimutatasahoz
[91,137-140]. Ezt egyes munkacsoportok izolalt ,sagokon [72,82,141,142],
masok szoveti kornyezetben végzik [143-147]. Miridkédszer dinye és hatranya
emlitésre kerilt a bevedéen.

FP anyagok metszeteinek automatizalt i-FISH arsalidi elész6r Reichard
és mtsai. szamoltak be a kozelmultban. Kisérlesokdn B-sejtes limfémékat
vizsgaltak dupla-fuzidos szondakkal [106]. Kozlemigkyfelhivta a figyelmet az
automatizacido nehany olyan hasznos tulajdonsagdira, a kivaldé szenzitivitas és
precizitds, valamint a manudlis értékelés sordégehehézségek enyhitése.

A transzlokaciok detektdlasahoz hasznalatos, élestalapelven tkodo
szonda tipusok (fuzios és disszociacioshgtit €s hatranyait részletesen bemutatja
egy Osszefoglald cikk, melyet Ventura és mtsai. okék [91]. Vizsgalataink
kezdetéig azonban még sem olyan kdzlemény nemt jeleg, mely disszociacios
szonda hasznalatardl szamolt volna be FP anyagtiktérd automatizalt i-FISH
analizis kapcsan, sem olyan, mely 06sszehasonlitgtima a két szonda
hatékonysagat etekintetben.

Az emlitett tények miatt munkank harmadik fazisabarautomatizalt eljarast
kiterjesztettik formalin-fixalt, paraffinba &gyarothisztologiai prepardtumok
vizsgélatara. Ezen felil dsszehasonlitottuk a kedsimi forgalomban elérhit
fuzids- és disszociacios elvenikddé szondak hatékonysagat paraffinos metszetek
automatizalt értékelése tekintetében. A kisérlaétakgan kopenysejtes malignus

limfémaban-, valamint follikuléris limfobmaban szesté betegek archivalt anyagain
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végeztik, melyekben korabban kimutattuk a betegséeitemzy CCND1/IGH
illetve IGH/BCL-2transzlok&ciot.
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3. Anyagok és modszerek

3.1. Mintak

Citologiai preparatumon tortén BCR/ABL, illetve kombinalt CD10 és
ETV6/RUNX1vizsgalatokhoz negativ kontrollként egészségesstiiek periférias
vérmintait (n = 3, ill. 5) hasznéaltuk. Kombinalinie- és genotipusos jellemzés esetén
a mononuklearis (biztosan CD)l0rakciot diriiséggradiens centrifugalassal (Ficoll-
Paque Plus, Amersham Biosciences, Buckinghamgbikgnyertuk ki.

Pozitiv kontrollnak i) a BCR/ABL transzlokacié vizsgalatdhoz az SD-1
sejtvonalat és akceleracios fazisbar6l@ML-es betegek mintait (n = 3) hasznaltuk,
(i) a CD10 immunfenotipizdlassal kombinaEETV6/RUNX1 transzlok&cios
vizsgélathoz pedig a REH sejtvonalat (DSMZ, Bratmszig, Germany).

A BCR/ABLanalizist tovabbi CML-es betegek periférias vétaim(n = 18)
is elvégeztik. Az MRD (CD1®ETV6/RUNX] analizis kvantitativ megbizhatosa-
ganak elleirzéséhez parhuzamos, hét léscf,1 - 0,2-0,5-1,0-2,0-5,0- 10,0
%) higitasi sorokat (n = 3) készitettlink pozitinégativ kontroll sejtek keverésével.

A hisztologiai mintak analizisehez nem-neoplasaikunyirokcsomé
biopsiabdl készilt szoveti vékonymetszeteket (n & hasznaltunk negativ
kontrollként. A vizsgélat beallitasa kopenysejtd&H/CCNDTI) (n = 10), illetve
follikularis IGH/BCL-Z") (n = 10) limfémaban szenvédetegek nyirokcsomadinak
szOveti metszetein tortént. Pozitiv kontrollkéntném alkalmazhattunk sejtvonalat,
mivel kulonallo sejtek formalinos fixalasa és pérdfa agyazasa nem tudja
reprezentalni/szimulaini a szbveti kornyezetet. Aandardizalt mobdszer

hatékonysagat tovabbi negativ- és pozitiv mintakkal 10 - 14) teszteltik.

3.2. Immuncitokémia

A mononuklearis frakciot tartalmazé szuszpenziotsiuk 1xPBS oldattal,
majd a sejteket fetal calf serum mentes RPMI l1l6Watban (Sigma-Aldrich, St.

Louis, MO) reszuszpendaltuk és citospin preparakano készitettlink
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(citocentrifuga: Hettich, Tuttlingen, Germany). 2ilanizalt targylemezek 240 nfm
es feluletére 5 x fodb sejtet rogzitettiink. Légszaritast (1 6ra) kéeetfixaltuk a
mintat 3,7 %-os formaldehiddel 20 percig, 4 °C-#nfeltarast 900 W-o0s, 2 X 5
perces mikrohullamua kezeléssel végeztik, melyhlemazeket citrat-pufferbe (0,01
mol/L, pH 6,0) helyeztik, majd Oblités kdvetkeZetPBS oldatban. Az aspecifikus
kotohelyeket 1,3,5-trinitrobenzollal (Boehringer Manithe Vienna, Austria)
blokkoltuk. A tébblépcss jeldléshez primer antitestként jeldletlen egér-@m10-et
(Novocastra, Newcastle, UK) hasznaltunk, melyettibi@lt anti-egér antitesttel
(DakoCytomation, Glostrup, Denmark) és avidin-FIZ&- (1:400; Vector
Laboratories, Burlingame, CA) hivtunk 6el A posztfixalast, melyet 3,7 %-0s
formaldehiddel végeztink 10 percig 4°C-on, detesgenmosas és etanolos szaritas
kovette. A lemezeket 0,005 pug/ml 4’,6-diamidinoedif indolt (DAPI) tartalmazo
Vectashield oldattal (Vector Laboratories, Burlingg CA) fedtik le.

3.3. Aramlasi citometria

A higitasi sorok mintait FITC konjugalt egér mormkdlis anti-CD10
antitesttel (Dako Cytomation) jeloltiik. A CD16ejtek aranyanak meghatarozasahoz
a jelintenzitast FACSort aramlasi citométerrel (BBmunocytometry Systems, San
Jose, CA) detektaltuk és értékeltiik.

3.4. Pasztazo fluoreszcencia mikroszkopia (SFM)

Az automatizalt targylemez-pasztazé és analizawdlseer PC-8l (Pentium

4, 1,8 GHz, 768 MB RAM) és egy Zeiss Axioplan2ie WOmotorizalt
epifluoreszcens elrendefémikroszkdpbdl allt, mely motorizalt targyasztallabO
W-os HBO lampaval, d$ik tartomanya band pass filterekkel (DAPI,
SpectrumOrange, SpectrumGreen-FITC), nagy felbantdskete-fehér CCD
kameraval (CV-M1, JAI, Denmark), valamint Zeiss &ll.0x/0,5 és Plan-Neofluar
40x/0,75 objektivekkel volt felszerelve. A digigképfelvételhez és feldolgozashoz,
valamint a citometriai mérésekhez a Metafer 4.@24sis - In situ imaging system

(MetaSystems, Altlussheim, Germany) softwereketzhal$uk. Az irodalomban mar
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elterjedt SFM elnevezé&dr fontos tudni, hogy a fszer nem hagyomanyos
értelemben vett pasztazd mechanizmust alkalmaznhaleszked, atfedésmentes

képet rogzit a mintarol.

3.5. Immunfenotipizalds SFM-mel

A sejtfelismerést és CD10 detektalast 10x-es objeét és a Metafer 4.0
software MetaCyte moduljdval végeztik. Az autof@éds utdan a rendszer a
citospin preparatum teljes teruleiegérintkez, atfedés-mentes képeket vett fel. A
sejtek felismerése @&etesen optimalizalt paraméterekkel tortént: castae object
threshold, 18 %; minimum object area, 20 yumaximum object area, 350 gm
maximum relative concavity depth, 0,5; maximum aspatio, 3,5. A sejtek pontos
helykoordinatainak tarolasaval lebe¢ valt a késbbi relokalizacio.

Ezutan a rendszer fix integracio$wel (0,58 masodperc) megmeérte a sejtek
atlagos pixelintenzitdsat a jelcsatorndban (CDIXCIés - az autofluoreszcens
objektumok felismerésének és kizardsanak érdekébegy kontroll csatornaban
(SpectrumOrange) is. A sejtek DAPI, FITC és Spec@uange csatornakban felvett
képei kombinalt RGB (red-green-blue) formaban, gat@an is megjelentek. A
CD10" és a CD10sejteket, valamint az autofluoreszcens objektumak&D10-
FITC, illetve a SpectrumOrange csatornaban detekidienzitasok alapjan
kulonitettk el. Az interfazis citogenetikai an#@iz csak az egyedulallo-,

autofluoreszcenciat nem mutaté-, CD%@jteken hajtottuk végre.

3.6. i-FISH jelolés

A BCR/ABL transzlokacio vizsgélatanal eritrolizist késen a periférias
vérsejteket tenyésztés nélkil metanol/ecetsav lmdatfixaltuk, majd lemezre
cseppentettik és légszaritottuk. A jeldlést BRIR/ABLkétszirt, egyszeii-fuzios
(SF) szonda kombinéaciéval (Vysis, Downers Grovg,Mégeztik a cég altal javasolt
metodikdhoz hasonléan. A jel6lés negativ sejtmagokkét piros- és két zold
szignalt eredményez (2R2G), migd&R/ABLtranszlokéciot hordozé magokban egy
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fuziés jel lathat6é a folyamatban részt nem vettlaKat jeld egy-egy piros-, illetve
z6ld szignél mellett (1IF1R1G) (3.C abra).

Kombinalt feno- és genotipusos analizis esetén A0dBmunfenotipizalast
koveten a fedlemezt 0,005 % Tween20-1xPBS oldatban évatosancditattuk,
majd mosas kovetkezett 1xPBS oldatban. A lemezékaakara -20°C-os Carnoy-
oldatba helyeztik a citoplazma eltavolitasa, idestvkromatin lazitasa és szétteritése
erdekében. Légszaritast koden a mintat LSIETV6/RUNX1kétszini, fuzids
extraszignalos (ES) szonda kombinacioval (VysiswBers Grove, IL) jeldltiik a cég
altal javasolt metodikdhoz hasonl6an. A jelolésatizgsejtmagokban két piros- és
két zold szignédlt eredményez (2R2G), miged2/6/RUNX1transzlokaciét hordozo
magokban egy fuzidés- és egy extraszignal is latlatolyamatban részt nem vett
allélokat jeld egy-egy piros-, illetve zold jel mellett (1F2R1@B)D abra).

A formalin-fixalt, paraffinba &gyazott szoveti Bkok 3 - 5 um vastag
metszetein deparaffinalast (xilol, 2 x 10 perchidealast, majd Zymed ékezeb
oldattal (Invitrogen, Carlsbad, CA) 100 °C-on 15ges feltarast végeztink. A
jeloléshez LSIIGH/CCND1-XT és LSIIGH/BCL-2 kétsziri, dupla-fazios (DF),
valamint LSIIGH disszociéciés (DI) szonda kombinaciot (Vysis, DevenGrove,
IL) hasznaltunk. A DF szondaval val6 jelolés negatjtmagokban két piros- és két
z0ld szignalt eredményez (2R2G). A transzlokaci@rdbzé magok tipikus
mintazatat két fuziés-, egy piros- és egy zold gella (2F1R1G) (3.E abra).
Tdbbszorés-, vagy kiegyensulyozatlan atreddés esetén azonban mas, de fazids
jelet biztosan tartalmazé jelmintdzatok is megjbitnek. DI szonda hasznélata
mellett a normal sejtmagok két fuzidés (nem dissabcielpart tartalmaznak (2F),
mig a pozitiv sejtmagokban felhasad ez egyik jefupregy kilonallo piros- és zoéld
jelet eredményezve (1IF1R1G) (3.B abra).

A lemezeket mindharom esetben 0,005 pg/ml DAPItalmazd Vectashield
oldattal fedtuk le.
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3.7.i-FISH analizis

3.7.1. Manudlis értékelés

A manudlis i-FISH értékelést Zeiss Axioskop 50, watikon Microphot 3A
mikroszkoppal végeztik, melyek 100x/1,3 immerzidgektivvel és a megfelél
kettos sdirovel (SpectrumOrange/SpectrumGreen) lettek felszerel

Citologiai preparatumokon minimum 200 db sejtmagoializaltunk. SF
szonda hasznalata mellett csak a két piros- égdtdtjelet tartalmazé sejtmagokat
vizsgélta a harom flggetlen értékemig ES szonda esetén a harom piros- és két
zold jellel rendelkedket is értékeltik.

Hisztoldgiai preparatumok értékelése soran a lichfoinfiltratumot
reprezentalo teljes mintateriletet megvizsgaltuk.

Fuaziosnak (DI szondanal nem disszocialtnak) teliitea jelpéart akkor, ha a

piros- é€s a zold jel nem volt egy jelatiéwéél messzebb egymastol.

3.7.2. Automatizalt értékelés

3.7.2.1. Citologiai preparatumok értékelése

Sejtmag szelekcié

A 40x-es objektivvel tortén mintavétel folyaman a rendszer a DAPI
csatornat hasznalta az i-FISH értékelésre alkal®gjgmagok azonositasahoz.
Egyszett i-FISH analizisnél a vizsgalandd terllet (searcindaw) hatarait
manudlisan adtuk meg, migéeétes immunfenotipizalds esetén a rendszer - az
elmentett koordinatak alapjan - csak azseelektalt sejtmagokat relokalizalta
egyenkeént. Az autofokuszalas és a képfelvétel atiEtdomedk (image field) DAPI
képeit szegmentalta egy konturkévealgoritmussal. Az eredményként kapott
objektumok kdzll a nagy métetdsszetapadt sejtmagok altal alkotott klasztereket
kis méreti sejtmag tormelékeket és a latoegzélére vald kerilésik miatt
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inkomplett magokat kizarta. Az egyedil allo sejtolagelkilonitését ezeltt az
objektum osztalyoktol éketesen - tréning képek alapjan, interaktiv. modon -
optimalizalt paraméterekkel végezte: countersthijea threshold, 20 %; minimum
object area, 50 pfmmaximum object area, 500 fEinmaximum relative concavity

depth, 0,5; maximum aspect ratio, 3,5.

i-FISH szignal detektalas

Ha a DAPI objektum megfelelt az ép, egyedulall@nsag kritériuméanak,
akkor a piros (SpectrumQOrange)- és a z6ld (Spechnaen) csatornaban is készult
rola felvétel. A hattérkorrekcio és a képélesités a rendszer a jeleket kontrasztjuk,
intenzitasuk, méretik és a tbbbi azonos ol vald tavolsaguk alapjan ismerte
fel. A jelek geometriai centrumanak meghatarozasiilonbds fokuszsikokban
felvett és 0sszegzett 3D képek tették |éhét A sejtmag szelekcidhoz hasonléan a
jeldetektalas paramétereit is optimalizaltuk a itrgnképek segitségével: spot
measurement area, 0,1 firminimum relative spot intensity, 40 %; minimunmosp
distance (azonos sfinelek kozott), 1 um; maximum relative spot are@/1800;
minimum spot contrast, 20 %. A jel nélkili sejtmkgbtordlte a rendszer.

Jelmintazat értékelés

Transzlok&cids i-FISH mintdzatok értékelésénéldera flzios szignalnak,
mint szelekcids paraméternek a pontos definialdBaes ES szondak esetén az &ltér
szini jelek kozotti legrovidebb tavolsag bir dénjelenttiséggel etekintetben. A
piros- és zo6ld jelek geometriai kozéppontjai kGz8ih tavolsagot pixelben hatarozta
meg a rendszer. 40x-es objektiv hasznélata méllpitel 0,168 um-nek felelt meg.
A transzlokaciora nézve pozitiv- és negativ magekdailonit optimalis hatarértéket
e minimalis tavolsag negativ- és pozitiv kontrejtimagokban mért eloszlasa alapjan
hataroztuk meg.

A diagnosztikai hatarértéket a negativ kontroll ntak atlagos
alpozitivitasabdl és a standard deviacio értékéhamoltuk ki (atlagos alpozitivitas
+ 2SD).
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3.7.2.2. Hisztologiai preparatumok értékelése

R&csos mintavétel

A citolégiai preparatumok analiziséhez hasonloamsigdOx-es objektivet és
DAPI csatornat hasznalt a rendszer a mintavéteMeagalando tertletnek az FP
metszetek limfoid szovetet tartalmazd, reprezentaérileteit jeloltik ki. Az
autofékuszalast és 3D képfelvételt kit a nem-atfedl sejtmagokat azonositani
kivand mozaikos mintavétel helyett, a felvett énasitett képeken a szegmentalas
racsos mintaveétellel tortént. A rendszer mindedn@st felosztott 15 x 12, azonos

mérefi (12 x 12 um) cellara. A cella volt minden tovabhalizis alapja (4. abra).

i-FISH szignal detektalas

A héattérkorrekcié (SBMinGray algoritmus; countenstabject threshold, 10
%) utan a rendszer a DAPI objektumokkal maszkolégrett, igy a jelcsatornakban
felvett, de a DAPI kontaron kivil elhelyezkegelszeti miitermékeket kizarta az
analizislél. A SpectrumOrange- és SpectrumGreen csatornéldbesit képeken az
i-FISH jelek azonositasat a mar emlitett paramkitatapjan végezte, melyeket ez
esetben szintén optimalizaltunk: spot measureneat, &,1 urfi minimum relative
spot intensity, 38 %; minimum spot distance (azoswisii jelek kozott), 0,9 um;
maximum relative spot area, 100/1000; minimum sqmoitrast, 15 %. A jelmentes

cellakat toroltik.

Jelmintazat értékelés

DF szonda hasznalatakor csupan egy fuzios szigagl egy-egy kulonallo
piros- és zold jel nem teszi letieé a sejtmag értékelését, ezért kizartuk a tovabbi
analizislél azon cellakat, melyek nem tartalmaztak legalabb giros- és két zold
jelet. A jelfelismerési hibak- és a random kolokatié magas valészisége miatt
szintén kizartuk azokat a cellakat, melyek tobbtn@indb piros-, vagy zoéld jellel
rendelkeztek. Pozitivnak tekintettik a cellat, égalabb két fuzids jelet tartalmazott.

DI szonda esetén még egy-egy kulonallé piros- & jebis elegend ahhoz,

hogy az adott sejtmagot pozitivnak lehessen teakintzdveti vékonymetszet
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kornyezetben. A trunkacios hatasnak koszédretelveszhet a jelek egy része, de
annak esélye, hogy a jelpar altal hibridizalt DN@kaszt ketté hasitja a mikrotom,
elenyés#. Azeért, hogy megbizonyosodjunk arrél, hogy a hil@écid sikeres volt az
adott celldban, csak azokat vettik figyelembe, piellegaldbb egy z6ld- és egy
piros jelet tartalmaztak. A jelfelismerési hibak gaa valdszitisége miatt itt is
kizartuk azokat a cellakat, melyek tobb mint 8 dbog, vagy zold jellel
rendelkeztek. A cellat akkor tekintettiik pozitivhaka a piros jelek szama
meghaladta a fuzids jelek szamat. Referenciakéétt @ piros jeleket hasznaltuk,
mert ezek az Altalunk hasznalt jelolés mellett, tdd zielekhez képest sokkal
megbizhatébbak voltak, koszonbem a hattérzaj zold csatorndban mutatott joval
magasabb intenzitasanak.

A faziés szignal optimalis hatarertékének mindegg#onda esetén azt a
jeltavolsagot véalasztottuk, mellyel a legnagyoblbktiséget tapasztaltuk a pozitiv-
€s negativ mintak pozitivitdsa k6zott. Minden szoedetén tiz negativ- és tiz pozitiv
mintat vizsgaltunk.

A diagnosztikai hatarértéket a negativ- és pozitimtak pozitivitasanak
figyelembevételével, binaris linearis logisztikusgresszidval hataroztuk meg. Az
automatizalt médszer validaldsahoz szondankénbtmvED - 14 pozitiv- és negativ

mintat vizsgaltunk meg vakon.

A mintavételi médszerek 6sszehasonlitasa

A racsos- €s a mozaikos mintavétel teljesitméngstéhasonlitottuk azonos
latdbmedk vizsgalata alapjan, minden szonda esetén 6t ive@at 6t pozitiv mintan.
Az eértékelt mozaikok/cellak szamat, valamint a gés terliletek aranyat vetettik

dssze. A mozaikos mintavételt az irodalomban &jaras alapjan végeztik [106].
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4. Eredmények

4.1. ABCR/ABL transzlokacié automatizalt i-FISH analizise

4.1.1. Eredmények

A vizsgalathoz hasznalt LCR/ABLSF szonda &ltal kialakitott jelmintdzatot az 5.

abra szemlélteti.

Sejtmag szelekcié

A rendszer betanitasa soran beallitott pasztazasingterekkel a sejtmag
felismerés szenzitivitdsa 88,7 %-nak (375/423)dattd A sejtmagként felismert
DAPI objektumoknak atlagosan 10,4 (x 8,3) %-a \&an kisebb sejtmagok
csoportja volt. Ezek kizardsat morfologiai paramedten alapuld szorédasi
diagramok tették lehé&té, melyeken az aggregatumok kiloén populaciokéanjek
meg (6. abra). Az interaktiv manualis kapuzast kiare a fennmaradé objektumok-
nak csak 0,07 (+ 0,06) %-a volt érintkéatfed sejtmagok klasztere.

i-FISH szignal detektalas

Az azonositott sejtmagok 86,7 %-a volt alkalmészgemlalasra az &etesen
optimalizalt paraméterek alapjan. A piros jelek®B%-at, mig a zold jelek 80,9 %-at
ismerte fel helyesen atiszer. A téves jelszamolas leggyakoribb okdijglhasadas;
(i) két azonos szinjel random kolokalizaciojaji{) magas hattérfluoreszcenciay)(
az adott sejtmagon bellli jelek intenzitasa kozddlentss kilonbség; W)
autofluoreszcens titermékek jelenléte;v() a szonda aspecifikus kapcsolodasa (7.
abra). Annak a feltételezésnek megi@el, miszerint a piros- és z6ld csatorna hibai
egymastol figgetlenek, optimalizalas utanisper a sejtmagok 68,7 %-aban (84,9 x
80,9 %) detektalta helyesen a jeleket mindkét csabtmn. A hibas maddon

egyedulallo sejtmagokként detektalt sejtaggregakmalo és azon magoknak,
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melyekben helytelen jeldetektdlas tortént 99,7 Ynatatott - a normal és a
Philadelphia-transzlokaciot hordoz6 (Prsejtmagoktdl egyarant elvarhatd - két
piros- és két zold szignaltol elégjelszamot. Az automatizalt analizis a valojabain ké
piros- és keét zold jellel rendelkézsejtmagok 0,4 %-aban detektaltoeteltérs
mintazatot, mely gyakorlatilag elhanyagolhatonaknine®s. Az 1. tdblazat mutatja
a PH és Phmintak vizsgalatanak eredményeit. Az SD-1 sejtitéhaltekintve, az
analizisre alkalmatlan sejtmagok aranya nem kilbdthgelenbsen a kétféle minta
tipusban, igy nem befolyasolta az analizis §egsedmeényét azon sejtmagok

kizarasa, melyekben a jelek nem keriltek helyasrfedrésre.

Jeltavolsag mérés

A fazios jel definialasdahoz egy hatarértéket hatanok meg. Ha egy adott
sejtmagban a piros- és zold jelek kozotti legrobmédvolsag nem haladta meg ezt
az érteket, a sejtmagot pozitivhak tekintettik. Amptimalis hatarérték
meghatarozasahoz megfigyeltik a legrévidebb tagols&loszlasat a transzlokacio
negativ- és pozitiv sejtmagokban. Utdbbihoz egy #0@ban transzlokéciét hordozo
populéciéra volt sziikség. Az SD-1 sejtvonal seji@ihatéan 100 %-ban Rhk.
Sajnos a jelfelismerés ezekben a sejtmagokban -agasnszignal szam miatt -
kevésbé volt hatékony, mint a tobbi vizsgalt miambigy ebben az esetben
kevesebb analizalhaté objektummal kellett szamdin(lh tablazat). A CML-es
betegek két Philadelphia-kromoszomat tartalmaziinsgjjai harom piros- €s harom
z0ld jelet hordoztak (mintazat: 2F1R1G), melynekrnm&l sejtmagokban - a
helytelen jelfelismerés kdvetkeztében - valdo megjése nagyon alacsony volt (a Ph
mintak sejtmagjainak 1,9 = 0,6 %-a). A helytelesidhmolt sejtmagok interaktiv
kizarasa utan egyetlen Péejt sem mutatott ilyen jelszamot. igy a négy irés
négy zold jellel (tetraploid, duplikalt Ph-kromoszd) rendelkez SD-1 sejtmagok,
tovabbéa a harom piros- és harom zold jelet (dultliRA-kromoszoma) hordozé Ph
mintak 100 %-os tisztasagl Pkejtpopulacioként szolgéltak a piros- és zoldkjele
kozotti legrovidebb tdvolsagok eloszlasdnak megbaésahoz (8. 4bra). A pozitiv-
€s negativ sejtmagok elkllonitése soran a legkisedtéki hibat 5 pixeles (0,84

pum) hatarértéknél tapasztaltuk.
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A manualis és az automatizalt értékelés eredméely@isszehasonlitasa

A kontrollként hasznalt hat mintat és a tizenny@bL-es beteganyagot
manualisan is vizsgalta harom fuggetlen éri&kal manualis analizis alpozitivitasa
Ph mintak eredményei alapjan 5,8 (£ 1,5) % volt. Aroanatizalt analizis magasabb
7,0 (= 2,7) %-o0s alpozitivitassal rendelkezett gtiasztikai hatarérték: 12,4 %). Az
SD-1 sejtek manudlis analizise 2,7 (x 7,3) % altieiggest mutatott. Az automatizalt
analizis alnegativitasa valamivel magasabbnak, (5,8,0) %-osnak bizonyult a
harom piros- és harom zold jelet hordozo pozitintkall sejtmagok analizise
alapjan. Mig a manudlis vizsgalatnal minden ért€lk¥0 db sejtmagot analizalt
mintanként, az automata rendszer atlagosan 117{adiomany: 580 - 3520 db)
sejtmagot értékelt. Az automata, illetve a manudlé&ion nyert eredmények szoros
linearis korrelaciét mutattak (R 0,9892, 9. abra). A két médszer kozotti kiilonbség
atlagosan 3,7 (= 7,4) % volt. A jobb statisztikasbehasonlithatosag érdekében az
automatizalt rendszer altal vizsgalt sejtmagokaomma egyenként 200 db sejtmagot
tartalmaz6 csoportra szeparaltuk az eredeti deésktaorrendet figyelembe véve.
Ezeket a részpopulaciokat kulon-kulon vizsgaltukajdn az eredményeket
0sszevetettik éppugy, mint ahogy azt a harom flggatizsgalé eredményeivel
tettik (2. tabldzat). A részpopulaciok eredményeiatagtol valo atlagos eltérése
0,0 % volt. Az eltérések 8,3 %-0s tartomanyban takoftartomany: -3,5 - 4,8 %),
mely érték mutatja, hogy a pozitiv sejtmagok komcamoja variabilitast mutat a
random szelektalt 200 db sejtmagtol féigg. A figgetlen értéké&k eredményeinek
atlagos eltérése a manualis atlagtél 0,7 % vddytamany 32,2 % (tartomany: -16,8
- 15,4 %), mely reprezentalja az ertékekozotti jelends eltérést.

Az automatizalt analizis sebességeésen fliggott a targylemezen
elhelyezked sejtmagok @riiségédl és az i-FISH szignalok intenzitasatol. A 200 db
sejtmag analiziséhez atlagosan 36,5 percre vdtssgi mely korilbellil megegyezik
azzal a mikroszkopos munkamennyiséggel, amit egyticantrumos vizsgélati
tanulmany kozo6lt a BCR/ABL transzlokaci6 manualis i-FISH analizisével
kapcsolatosan [148]. A manualis analizis sebesaége laborunkban kétszer ilyen
gyors, eltekintve minden egyes kép felvét@dléés elmentésél, mely azonban

igénybe venne jonéhany orat.
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4.1.2. Az eredmények értékelése

Periférias fehérvérsejtek interfazisos magjain gteft i-FISH analizis
ajanlott, mint alternativ modszer CML-es betegekaf&ja soran, aBCR/ABL
transzlokaciot hordozo sejtek szamanak monitordmas§l20,121]. A manualis i-
FISH analizis specificitasa limitalt. A jelek ramdokolokalizaci6ja SF szonda
hasznalatakor elkerilhetetlen alpozitivitast okoe)ynek mértéke fligg a pozitivitas
kritériumatél, a preparalasi korilményektés az értékél gyakorlottsagatdl. Az
alacsony koncentraciéban jelendépozitiv sejtek pontos detektalasahoz nagyszamu
sejt analizisére van szikség [94,116], mely fagasés idigényes. Munkank soran
egy automatizalt i-FISH analizisre alkalmas rendstehetiségeit és korlatait
térképeztik fel és hasonlitottuk 6ssze a manudtékaléssel. Meghataroztuk a
sejtmag szelekcio-, az I-FISH szignal detektalas @& jeltdvolsag mérés
hatékonyséagat.

Az automatizalt analizis a targylemezensl@gyedulallé sejtmagok ~11 %-
at nem detektalta egyrészt a latotheatarara vald kertlésuk, masrészt az alacsony
DAPI intenzitasuk miatt. Bar az elvesztett sejtnlagoanya egyérteltren nagyobb,
mint a manualis értékelésnél, ez nincs hatassalnatizis eredményére, mivel a
pozitivitds flggetlen a magveszi@st[95]. A sejtmagokként detektalt DAPI
objektumok egy része valojaban két-, vagy tobbnssgt klasztere volt. A
sejtaggregatumok és az egyedulalldo sejtmagok elkidige nem volt tokéletes az
elézetesen optimalizalt paraméterek alapjan. Kétpaene® (objektum terilet,
excentricitas) szorddasi diagrammal azonban szepaudtuk a két populaciot, igy a
klaszterek gyors- és hatékony kizarasa lehetséga#isé

Az I-FISH szignélok helyes detektalasa az autaraltianalizis szamara a
legnagyobb kihivas, mivel a jelek nagy variabilitasutatnak alak-, méret- és
intenzitds tekintetében [109]. Az automatizalt &isl az i-FISH szignalokat a
sejtmagok ~69 %-aban szamolta helyesen. A hibadsty mérés elkeriilése végett
minden olyan sejtmag ki lett zarva a &Bksi analizisbl, mely a két piros- és két zold
jeltél eltérs jelszamot mutatott. A jelszam 6nmagaban is alkalmelt ehhez a
kizarashoz, mivel a hibas jeldetektélas az esedek ®-aban a két piros- két zdtt

eltés jelszdmot eredményezett.

42



A megfeleb sejtmag szelekci6 és i-FISH szignal detektdlasn uga
transzlokaciora nézve negativ- és pozitiv magokaleleetett kiloniteni a jelek
kozotti legrovidebb tavolsdg méréesével. Ahhoz, hagyek a tavolsagnak a
transzlokaciot hordozd magokban valé eloszlasathai@dgozzuk, egy 100 %-ban
Ph" sejtpopulaciéra volt sziikségiink. A Péejtvonalak mintai elvileg 100 %-ban
pozitivak, de &ltaldban mas eltéréseket is mutatszi&mos komplex jelmintdzatot
hordozva. Ezek a masodlagos eltérések a helyetigaterést nagyon megneheazitik,
melynek j6 példaja, hogy az SD-1 sejtvonal mintégak alacsony szazalékban
tartalmazott vizsgalatra alkalmas sejteket. A ki Ph-kromoszémat hordozo
sejtek magjai tipikusan harom piros- és harom z@ét hordoznak. Ezek a
sejtmagok konnyen felismerléek jelszamuk alapjan, mert annak az esélye, hogy
negativ sejtmagokban a véletlenszgeldetektalasi hibak ehhez a jelszamhoz
vezessenek, nagyon alacsony. @{dvetkeden a harom piros- és harom zold jellel
rendelked sejtmagok tiszta transzlokacio pozitiv kontrololgaltatnak.

Az automatizalt analizis alpozitivitas értéke (P#£) O6sszemérhétvolt a
manualis analizis irodalombdl ismert értékeivel ,§83101]. Manudlis vizsgalat
esetén hasonld atlagos alpozitivitast tapasztal{@®& %). Az automatizalt- és a
manualis analizis alnegativitas értéke 5,5 %-nl&tve 2,7 %-nak adddott. Az
automatizalt analizis - manudlis értékeléshez képemagasabb alpozitivitas- és
alnegativitas értékei koszonhiek lehetnek a manualis vizsgalat negativ-, vagy
pozitiv iranyban tortéh elfogultsdganak nagyon sok negativ-, illetve pozejtet
tartalmaz6 mintak esetén [95].

E munkankhoz hasonld, automatizalt i-FISH andlirészletesen targyald
kozleményt ketit talaltunk az irodalomban. Lukasova és mtB&R ésABL géneket
vizualizalo szondak kozotti 3D tavolsagokat meéiftedd]. Tanulmanyukban a faziés
jeltdvolsag hatarértékeként 0,5 um-t hasznaltaky kisebb a mi értékiinknél. Ez
annak tulajdonithatd, hogy a Lukasova és mtsal altalizalt sejtmagok kisebbek
voltak, mint a mi altalunk vizsgaltak (atlagos s&gf sugar: 4,7 pum vs. 8,0 um). Az
alnegativitast és a hibas jelfelismerést nem kékolAz alpozitivitas értéke naluk
17,6 % volt. Kozubek és mtsai. a 1(9;22)(g34;q1D) 2Automatizalt i-FISH
analizisésl szamoltak be [116]. Hatérértékként 0,5 pum-es I&agnt hasznaltak,
mely mellett 5,0 %-o0s alpozitivitast tapasztalt@k.sejtmag- és jeldetektalasrol,
valamint az alnegativitasrol nem kozoltek adator. @&utomatizalt analizist egyik

tanulmanyban sem hasonlitottak 6ssze manudlisedétsel.
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Munkank soran az automatizalt analizist t(9;223(q31) - LSIBCR/ABLSF
szondaval val6 - detektalasahoz dolgoztuk ki. Atékiimok ehhez hasonl6an
bedllithatok mas genetikai aberraciokhoz és masnkdz jelmintazatot létrehozé
szonda tipusokhoz. Diagnoziskor, mikor az aberidds nagy mennyiségben van
jelen, a monitorozandd jelmintdzat konnyen megbatétdé és utdna ez
felhasznalhat6 a rendszer tréningezéséhez. Odsbbtgtimintazat esetén azonban a
jeldetektalas hibaja nagyobb mértéket is dlthet.

Osszességében bemutattuk, hogy lehet pontoséni®ritFISH analiziseket
végezni automatizalt médon. Bar az alnegativitam2slpozitivitas egyedi sejtek
alapjan nem alacsonyabb a manualis analizis énélkenz értékék kozotti
variabilitas elkerilhét automatizalt analizissel, igy nagyobb statisztikai
megbizhatésaghoz juthatunk akkor is, ha csak 20Gejtmagot vizsgalunk. Az
automatizacioij lehetvé teszi nagy szamu sejt analizisét anélkil, hogwaualis
értékeléshez szikséges munkamennyiségnél tobbendddefektetni;i() csokkenti
a mintavételi hibat ésiii) néveli a nagyon alacsony koncentracioban jelénlév
pozitivitas detektalasanak valosiadégét. A vizsgalt minta méretének csak az
automatizalt rendszer hardware specifikacioi sziatheaart, melyekkel jelenleg 10
nagysagrenifl sejtmag analizise lehetséges. Ez igen jéseatedménynek tekinthiet
a rutin diagnosztikaban vizsgalt 200 db sejtmagkézest. Automatizalt analizissel
az ertékalk kozotti variabilitds elkerilhéf a sejtmagokrél elmentett képeknek
koszonheaten pedig az analizis joI dokumentalhatd. Ezen talme minden sejt
pontos koordinatajanak rogzitésével léhét valik a késbbi relokalizacio, igy
megvalosithatok immunfenotipizalast kavet-FISH vizsgalatok is, melyekkel

kombinalt feno- és genotipusos jellemzéshez juitkatgyedi sejt szinten.
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4.2. Rezidualis leukémias sejtek automatizalt detédlasa egymast kdvet CD10
immunfenotipizalassal ésETV6/RUNX1 i-FISH analizissel gyermekkori akut

limfoblasztos leukémidban

4.2.1. Eredmények

A CD10 immunjeldlést és az LSETV6/RUNX1ES szonda altal kialakitott
jelmintazatot a 10. abra szemlélteti.

Sejtfelismerés és CD10 detektalas

A minta diriségésl fiiggéen a sejtek kordlbelal 4 - 5 %-a veszett el a
latomed szeélének érintése, vagy atlépése miatt. A digddlilatomedk manualis
ellensrzésével megallapitottuk, hogy az automatizalt seada - teljes egészében a
latbme®dn belll elhelyezkeatl - sejtek 99,38 %-at felismerte admed meghatarozott
kritériumok alapjan.

Az automatizalt mddszer az Osszetapadt sejteket helta tokéletesen
szeparalni az egyedulalloktol a beallitott morfomagtindexek (objektum terilet,
konkavitas, excentricitas) alapjan. A detektaledhjimok atlagosan 7,22 (z+ 5,64) %-
a volt sejtaggregatum. Az 6sszetapadt sejteketl @bakben mar emlitett médon,
kétparaméteres (objektum tertilet, excentricitd@)&iasi diagram alapjan, interaktiv
kapuzassal zartuk ki a tovabbi analidistil. abra).

Mintanként 2000 db galéria kép manualis értékeddapjan a sejtfelismerés
specificitasa 99,71 %-nak bizonyult.

A képek felvételekor fix integracios dt (0,58 méasodperc) alkalmaztunk
mind a jel- mind a kontroll csatornaban. igy egytémegakadalyoztuk, hogy a
latbmedben esetlegesen jelentévmagas fluoreszcencia intenzitastitenmék a
képet alulexpondltta tegye, masrészt a kiloGbEomesdkben detektalt sejtek
jelintenzitdsa dsszehasonlithatova valt. A tobbtrAB0000 db pozitiv kontroll sejt
atlagos jelintenzitasa (CD10-FITC) 0,49 (x 0,19) garbitrary fluorescence unit),
mig a tdbb mint 195000 db negativ kontroll sejtams érteke 0,19 (x 0,07) afu volt.
A kllonbség statisztikailag szignifikansnak (p €@, Student-préba) tekintliet
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Annak ellenére, hogy a pozitiv- és negativ kohtsajtpopulaciok kozott
jelens fluoreszcencia intenzitasbeli kulonbség mutatkpzimpasztaltunk némi
atfedest kozottik. Mivel MRD-t akartunk meghataipaneg akartunk szabadulni
ettvl az el$ latasra jelentéktelennekin, de az MRD szempontjabdl nem
megengedhét meértéki atfedésil. A zold jelcsatorndban magas fluoreszcenciaval
bir6 negativ sejtek magas intenzitdst mutattak antr&th SpectrumOrange
csatornaban is. Ez alapjan lehai valt ezeknek az autofluoreszcens objektumoknak
a kizarasa, melyek atlagosan az 6sszes egyeda@tld,07 %-at (tartomany: 0,44 -
3,77 %) tették ki (12. &bra). E populacio szoréddsigram alapjan tortén
kiszelektdlasa utan, a negativ kontroll sejtek sgtiornaban mért atlagos
fluoreszcencia intenzitasa tobb mint egyharmadés@kkent (0,19 vs. 0,12 afu), igy
biztosabban el tudtuk kiilonitesiket a CD10 sejtekél.

A pozitiv- és negativ sejtek elkllonitéséhez - edz6 vizsgélatainknal
bemutatott elvhez hasonléan - meghataroztuk azttszdbértéket, melynek
hasznalata mellett az alpozitivitdas és alnegatvigszege minimumot mutat. Ez a
hatarérték a kontrollokon végzett mérések eloszédapjan 0,18 afu-nak bizonyult
(13. &bra). Ezt hasznalva a CDXjtek detektalasanak szenzitivitasa 99,78 %-nak,
specificitasa 99,79 %-nak adodott (3. tdblazatkirutathatésag alsé szintjét 0,51
%-nal (atlagos alpozitivitas + 2SD) hataroztuk meg.

A CD10 immunfenotipizalds megbizhatésagat haromhyzamos higitasi
sorral ellegriztiik. Atlagosan tobb mint 49000 db sejtet vizagé@ mintanként. A
mérési eredmények és a teoretikus értékék korrelaciét mutattak (R= 0,9831).

Az atlagos kulénbség csupan 0,74 % volt (3. talhjaRahigitasi sor mintait aramlasi
citometriaval is megvizsgaltuk, az eredmeények szamdkorrelaltak az automatizalt
mikroszképiaval nyert adatokkal {R= 0,9895). Pasztazé fluoreszcencia
mikroszkopiaval a CD10 pozitivitds vizsgalatanakbessége - sejtdenzitastol
fuggéen - mintdnként valtozo volt. A rendszer atlagoSandb sejtet detektalt,

analizalt és rogzitett masodpercenkeént.

i-FISH mintazat értékelés

A transzlokaciéra nézve pozitiv-, illetve negatiejtmagok i-FISH

mintazatainak elkilonitéséhez szintén a mar istedrtmodszert hasznaltuk, tehat
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minimalizaltuk az &lpozitivitds és alnegativitaszsgét. Hatarértéknek az 1,18 um-
es (7 pixel) tavolsagot valasztottuk.

Ezt hasznalva a rendszer a pozitiv kontroll magkk@8,00 %-at latta
pozitivnak (szenzitivitas), mig a negativ magokrégik70 %-at latta negativnak
(specificitas) (14. abra). A relativ alacsony sfieitds annak volt koszénhigthogy
kizartuk a pozitivitas kritériumabol az extraszign@lenlétét. Erre a jel valtozo
mérete és rendkivul variabilis fluoreszcencia int&sa miatt volt szikség, melyek a
megbizhaté detektalast gyakran akadalyoztak. Aliasmapecificitasa igy csokkent,

viszont szenzitivitasadtt.

Kombinalt immunfenotipizalas és i-FISH (CIF)

A mintavétel soran rogzitett koordinatak alapjameadszer relokalizalta a
CD10" sejteket és vizsgalta azok i-FISH mintazatat pozités negativ
kontrollokban, valamint a higitasi sor mintaibarzahal, hogy az i-FISH analizist
csak a CD10 sejteken hajtottuk végre, leligé valt a sejtfelszini markerre nézve
pozitiv és transzlokaciét hordoz6 leukémias tipssjtek elkilonitése a normal
hematogonium tipusu (sejtfelszini marker pozitignszlokacio negativ) sejtékt A
kombinalt immunofenotipizalas és i-FISH analizis88%-0s szenzitivitasa 99,97
%-0s specificitassal parosult (3. tablazat). A dasytikai hatarértéket az atlagos
alpozitivitas + 2 SD alapjan hataroztuk meg: 0,03 %06 % = 0,09 %.

A higitadsi sor teoretikus értékei szorosabb kociéta mutattak a CIF
eredményeivel, mint a kizarélag immunfenotipizédssyert adatokkal (0,9983 vs.
0,9831). A teoretikus és a CIF soran kapott értekidkgosan 0,26 %-o0s eltérést
mutattak, de az MRD szempontjabol fontos, legaéstotmanyban (0,1 - 0,5 %-0s
higitas) ez csupan 0,01 %-nak bizonyult (15. abra).

Egy immunfluoreszcenciara nézve pozitiv objektutokaizacioja, i-FISH

mintazatanak rogzitése és értékelése atlagosaradddpercet vett igénybe.

4.2.2. Az eredmények értékelése

A gyermekkori akut limfoblasztos leukémia esetékakhazott terapia
hatékonysaga az utébbidioen jelentsen javult, igy a komplett remisszid és a teljes
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gyogyulas aranya mara mar eléri a 80 %-ot [150-1B2hany tanulmany alapjan
azonban agyiinik, hogy a betegek egy része tulzott méitkkzelést kap, mig mas
részuk alul-, vagy helytelenll kezelt. Mivel ezeketenségek terapias hibakhoz
vezetnek [153-157], sziikséges a terapias stratégigtognosztikai faktorok alapjan
tortérd, tovabbi stratifikacioja.

Az egyik ilyen Uj prognosztikai faktor a reziduatismortémeg (minimalis
rezidualis betegség - MRD) pontos meghatarozasdeukémias sejtek nagyon
alacsony mennyiségben valé {1@zint) kimutatasanak klinikai jelefgége nem
egyértelni. Maig nem ismert, hogy ekkora mériékeziduumnak van-e egyaltalan
jelen®s bioldgiai kbvetkezménye. Az azonban mar bizonkiogly a tumorsejtek 10
3 szintre tortéé redukcidja és a leukémias sejtek tisztulasi (eleee) dinamikaja
fontos prognosztikai értekkel bir [158].

A legelterjedtebb MRD vizsgalati mddszerek emlitéthtranyai miatt
kidolgoztunk egy olyan sejt- és mikroszkop alagarékt, mellyel az adott leukémia
jellemzs  fenotipusa é€s  genotipusa  egymast  kijvet automatizalt
immunfenotipizalassal és i-FISH analizissel vizeg#i.

Kombinalt morfologiai- és klasszikus citogenetikértékelésfl eloszor
Teerenhovi és mtsai. szamoltak be 1984-ben [158].kBvetien olyan technikak
szulettek, melyek kombinalt immunfenotipizalast genotipizalast tettek lehiaté
egyedi sejt szinten [134,160]. A kilencvenes évidéa, a FICTION elnevezés
modszer hasznélataval csak numerikus kromoszomaraalik fenotipussal
kombinalt vizsgalatat végezték [161]. K€, a fluoreszcens jel6lési technikak- és a
detektalasi eljarasok féglesének koszonhn tbbbszifh fluoreszcens mintazatok,
igy 0sszetett genetikai aberraciok kimutatasaheieé valt [88,89,162-164). Ezek a
léepések mind ékegitették azt, hogy a minimalis rezidualis betggs§omon
kovetése elérhévé valjon [90,165]. Az 6sszes emlitett eljaras dohan azonban az
automatizaciot csak a sejtek morfolégia-, vagy imfenotipus alapjan tortén
felismeréséhez hasznaltak. A relokalizacié erdekédieehoztak egy galériat, de ezt
koveten az i-FISH mintazat jellemzését manuélisan hajotégre az ékzelektalt
sejtpopulacion.

Vizsgalataink soran bedllitottunk egy olyan kombinaddszert, mellyel
lehettvé valt a pALL-ben leggyakoribb geno- és fenotipusivaltozast mutato
[166,167], CD10 és t(12;21)(p13;922) transzlokaciét hordozo sdfiekutatasa (16.

abra). Nem csak az immunfluoreszcens markerre npagiiv sejtek szelektalasa
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tortént automatizaltan, hanem korabbi tanulmanyalalpjan, egy 3D automatizalt
mintaveételi eljarast alkalmaztunk az i-FISH mintajallemzésére. Hozza kell
azonban tenni, hogy a target sejtek az i-FISH mo@mak koszonhéen
kismértéekben elmozdulhatnak a targylemezen, ezdkalizacid soran néhany
esetben manualis kontrollra volt szikség. Ekkoemstiztik a célsejtnek az déis
mintavételi folyamat eredményeképpen nyert galépék és a sejtes kdrnyezetet
dsszehasonlitottuk az aktudlis képen latottakkal ag eljarast hasznalva 98,67 %-o0s
szenzitivitast értink el, tehat a rezidualis leuk&msejteknek csupan 1,33 %-a
veszett el. A kombinélt modszer alpozitivitasa 0%aak (specificitds: 99,97 %),
diagnosztikus hatarértéke 0,09 %-nak addédott. Bréd€k lehdivé teszi leukémias
sejtek nagy pontossagu azonositasat (15. abramixadl a 1CG szint alatt is, mely
kiszobérteket meghatarozénak tekintenek a klindémtések meghozatala soran
[168,169].
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4.3. Dupla-faziés és disszociaciés i-FISH szondakintézatainak automatizalt
értékelése formalin-fixalt, paraffinba agyazott széieti metszeteken

4.3.1. Eredmények

A vizsgalathoz hasznalt dupla-fuziés (U&IH/CCND1DF, LSIIGH/BCL-2DF) és
disszociacios (LSIGH DI) szondak altal kialakitott jelmintazatokat a. labra

szemlélteti.

A hibridizacidé hatékonysaga, a széveti metszetstagaaga €s az analizis sebessége

A hibridizaci6 minden esetben sikeres volt, igaz ig&ISH szignalok
minésége variabilitdst mutatott, leginkdbb a szovetitsaetek vastagsaganak
koszonheaten. A vastagabb metszetek magasabb fluoreszcetészagtt és nagyobb
jelsiriséget mutattak, melynek koszordest a hibas jelfelismerés aranya is
novekedett. Huszonhat esetben meghataroztuk a ebhétitagos vastagsagat a minta
négy kilénbodé pontjan végzett mérések alapjan: 4,42 um (3,083 am). A 3,6
um és 50 um koOzoétti vastagsag bizonyult az autadiatértékelés szamara
optimalisnak. Ebben a tartomanyban a kizart ceflednya nem érte el a 35 %-ot.
Ennél vékonyabb, illetve vastagabb metszetek esetéellak atlagosan 54 %-at el
kellett tavolitani. A kizart cellak ardnya termésmen nem csak a metszet
vastagsagatol, hanem a sejtmagok denzitdsatélmirdalaaz i-FISH szignalok
minéségédl is fliggott.

Minden minta esetén legalabb 1000 cellat vizsg&ltén mintavétel atlagos
sebessége 7,2 cella / masodperc volt. Egy mintapleimanalizise, beleértve az

értékelést is, atlagosan 9 percet vett igénybe.

A fuzids szignal meghatarozasa

A pozitiv cellak kulonbdE fuzids jeltadvolsagok mellett mért ardnyat a
18.A,B,C abra mutatja kulon-kilén a hdrom szondgérs Az optimalis hatarérték
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az LSIIGH/CCND1DF, azIGH/BCL-2 DF és aaGH DI szonda tekintetében 0,5-,
1,0- és 1,2 um-nek adddott.

A diagnosztikai hatarérték megallapitasa

Az IGH/CCND1 szonda esetén a ki&ttvagy tdbb fuziés jelet tartalmazo
cellak atlagos aranya 5,3 % (tartomany: 1,5 - 28)2volt a modszer beallitasahoz
hasznalt tiz negativ mintdban. Ugyanez az értdk kdpenysejtes limfomas minta
esetén 36,7 %-nak (tartomany: 26,6 - 52,0 %) biattnyAz IGH/BCL-2 szonda
esetén a negativ mintdk 11,4 %-ban (tartomany: 403 %) tartalmaztak két, vagy
tébb fuzids jellel rendelkézcellat, mig a follikularis limfébmas esetekben 6542
(39,9 - 79,6 %) volt e cellak aranya.

Az emlitett eloszldsokat figyelembe véve, a diagtikai hatarértéket -
binaris linearis logisztikus regresszio alapjdGH/CCND1lesetén 18,5 %-0s pozitiv
cella aranynal hataroztuk meg, mig I&H/BCL-2 esetében ugyanez az érték 28,8
%-nak adodott.

Ha azIGH szonda hasznélata esetén minden olyan cellat asggitunk,
mely legalabb egy piros- és egy z0ld jelet tartalotia a negativ mintak atlagosan
48,2 %-ban (tartomany: 26,8 - 69,1 %), mig a peztintak 77,7 %-ban (tartomany:
67,8 - 93,6 %) tartalmaztak pozitiv celldkat. Ezpeazitiv- €s negativ mintak
megbizhatd szeparaldsat lehetetlenné tette. Aligaiferési hibdk gyakran vezettek
hibas jeltobblethez, vagy jelvesztéshez, &lt&szamu piros- és zold jelet
eredményezve a cellakban. Ha csak azokat a ceNésgaltuk, melyekben a piros-
és z0ld jelek szama megegyezett, l18hetvalt a negativ- és pozitiv mintak helyes
elkll6nitése. A negativ mintak igy 28,1 %-ban ¢(arény: 7,0 - 41,7 %), mig a
pozitiv mintdk 74,2 %-ban (tartomany: 64,5 - 93,9 t#talmaztak pozitiv cellakat.
A szigoritott kritériumrendszert hasznalva a diagptikai hatarérték 52,9 % lett.

Diagnosztikus szenzitivitas

A mobdszer beallitAsa utdn egy teszt csoporton,orvakizsgéltuk az
automatizalt analizis hatékonysagat. Az eredmémnyeklen esetben megegyeztek a

manualis értékeléssel. A rendszer a tizenkilenmsi@kacio pozitiv esetet
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(IGH/CCNDZ 5, IGH/BCL-2 5, IGH: 9) egyértelnien elkildnitette a tizennyolc
(IGH/CCNDZ 5, IGH/BCL-2 8,IGH: 5), transzlokaciét nem hordoz6 eéktt

A negativ mintak pozitiv cellainak aranya a 0,8;21%-o0s, a 4,0 - 17,3 %-0s
és a 7,0 - 41,7 %-os tartomanyba esettGd/CCNDJ, az IGH/BCL-2 illetve az
IGH szonda esetén. A pozitiv mintdk hasonlé értéke8d - 52,0 %-os, a 38,3 -
79,6 %-0s, illetve a 64,5 - 93,9 %-0s tartomanydiale

A kontroll- és a teszt csoport mintainak egyuttesdményeit a 4. tablazat

mutatja.

A cellankénti jelszdm hatésa az alpozitivitasra

A cellankénti jelszam hatasat az alpozitivitasieom negativ kontroll mintan
vizsgéltuk. A kilonbo& kizarasi kritériumoknak koszonlkien DF szondak
hasznalatakor a cellak atlagosan tobb jelet tasziak (GH/CCNDZL 8,6 *+ 3,6,
IGH/BCL-2 7,1 + 2,1), mint DI szonda mellettGH: 6,2 + 3,4). Ha DI szonda
esetén csak azokat a cellakat vizsgaltuk, melyekbgiros- és zdld jelek szama
megegyezett, az atlagos jelszam még alacsonyalb {43,0) lett. Az i-FISH
szignalok szamanak cellankénti nbvekedésével alkcélpozitivitasa étt (19. abra).
Atlagos jelszam mellett az alpozitivitas 3,4 % & % volt aziGH/CCND], illetve
az IGH/BCL-2 szondak esetén, mig a DI szondanal 56,5 %-nakotid®tz az érték
38,5 %-ra redukalodott, ha csak az eg§yesdamu piros- és zold jeleket tartalmazoé
celldkat vettik figyelembe.

A DF szondakhoz képest a DI szonda teljesitméngételjesebben
befolyasolta a jelek szamanak emelkedése. DF skosskién az atlag + SD szamu
jelet tartalmaz6 cellak alpoztivitasa 2,5 - 11,6 Metve 1,5 - 9,9 % kozotti
tartomanyba esett. Ez az érték 42,7 - 77,1 % vbi{zbnda esetén és 10,2 - 60,8 %-
os értéket vett fel abban az esetben, ha csak agyefj szamu piros- és zoéld jelet

tartalmazo cellakat vizsgaltuk.

A mintavételi médszerek 6sszehasonlitasa

Az SFM rendszer a mozaikos mintavétellel atlagogér? (2,8 - 73,0)
mozaikot (atlagos értéekekGH/CCND1 13,4, IGH/BCL-2 10,1, IGH 26,8), mig
racsos mintavétellel 61,0 (22,4 - 122,0) celldékett ugyanazokon a latomidn
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(atlagos értékekktGH/CCND171,0,IGH/BCL-2 75,1,IGH 37,2). Figyelembe véve
egy atlagos mozaik (91,6 [fnilletve egy cella (146,3 pfhméretét, a digitalisan
régzitett teljes terillet (atlag: 264200 f)n33,8 %-at vizsgalta a rendszer racsos

mintavétellel, mig csupan 5,8 %-at mozaikos mirtiziled.

4.3.2. Az eredmények értékelése

Az I-FISH hatékony mddszer citogenetikai aberracidketektaldsahoz
formalin-fixalt, paraffinba agyazott mintakon. Miva legtbbb széveti metszetben a
sejtmagokat nem lehet hatékonyan szegmentalniytamatizalt i-FISH analizis kis
terlleteket hasznal a vizsgalathoz. Ezeket a kigarterlleteket lehet illeszteni a
kdlonallo sejtek kontdrjaihoz (mozaikos mintavétalle a magok éatfedése és a
trunkaciés hatas limitalja az egyedulallo, ép s$ejzonositasat hisztologiai
kornyezetben. A racsos mintavétel az egész latéiaalakitja mintava - cellakka
[170]. Minden cellardl eldonti, hogy az pozitiv, gaiv, vagy kizaranddé az
analizislél a jeldetektalasi hiba magas val6sdége miatt, fliggetlendl attol, hogy
hany sejtet tartalmaz.

Munkank soran megvizsgaltuk a hatékonysagat egwnolgutomatizalt
értékelési modszernek, mely racsos mintavételt ndsa limfébmas- és normal
nyirokcsomokbol  készilt  szovettani metszetek ars@liez. Ezen  kivdl
0sszehasonlitottuk akGH disszociacios, illetve atGH/CCNDL1 és IGH/BCL-2
dupla-fuziés szondak teljesitményét.

Transzlokacidk i-FISH analizisekor a fuzids (kolikdt) jelek szama a
legfontosabb paraméter, fluggetlentl a hasznalt dezotipusétdl. A faziés jel
definidldsahoz szikséges piros- és zoOld jelek kozi#tvolsagok optimalis
hatarértékét minden egyes szonda esetén meghataréz érték 0,5 pm-nek, 1,0
um-nek, és 1,2 um-nek adédd®H/CCNDJ], IGH/BCL-2 illetve IGH szonda
esetén. Ezek az értékek nagyon hasonl6éak a Reicharantsai. altal kozolt
eredményekhez (0,8 - 1,2 um). A szondak kozotibmdiiség magyarazhaté a fazios
szignalokat alkoté DNS szondak kulénBdzikai tavolsagaval. Ez az érték a nem-
atrendeadott 14-es kromoszoman elhelyezd@H szondanal a legnagyobb, mivel
az egész J, D és C-régi6 a piros- és z0Old sziralélt [DNS szakaszok kozott
helyezkedik el. A dupla-fuziés szondak atfedik egpontokat, igy virtualisan nincs
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tavolsag az atrendédott kromoszoman elhelyezkedNS szondak kozoétt. Mivel
azonban a két érintett kromoszéman a térésponopdmlye valtozhat, a piros- és
z06ld i-FISH szignéalok optikai centruma kozotti tésdny variabilitast mutat.

Kovetked lépésként meghataroztuk mindegyik szonda diagikaszt
hatéarértékét. Ez 2 - 3x nagyobb volt DI szonda éss€b2,9 %), mint a DF
szondaknal (18,5 % és 28,8 %). Az érték szamolasjblen esetben nem a
megszokott eljarast (atlagos alpozitivitas + 2S9i3nem binaris linearis logisztikus
regressziot alkalmaztunk. Ez egy szigorubb stdtsztmely a negativ mintak
alpozitivitasat és a pozitiv mintadk alnegativitésgyarant figyelembe veszi. Egyrészt
azeért hasznaltuk ezt az eljarast, mert a racsosawditel egy Ujszér, szokatlan-,
nem sejtalapu technika, masrészt a modszer bsallgaran nem allt modunkban
kizarolag pozitiv sejteket tartalmaz6 mintan vizagikat végezni.

A cellankénti jelszam novekedése nagymértékbenlyiefolta a DI szonda
alpozitivitasat (tartomény: 10,2 - 60,8 %), mig & Bzondak teljesitményére ez
kisebb hatast gyakorolt (tartomany: 1,5 - 9,9 %2¢s - 11,6 %). A DI szonda
szerény teljesitménye megeek finhet. Tobben ezt a szonda tipust
hatékonyabbnak tartjdk transzlokaciok szoéveti kémeyben valé kimutatasara,
mivel akar egy piros-, vagy egy zold jel is elegémdpozitiviths megallapitasdhoz.
Az automatizalt analizis szempontjabol azonban ®@zeaz, ami miatt a DI szonda
hajlamosabb a magasabb alpozitivitasra, hiszenekgatlen jel hibas felismerése is
kozvetlendl &lpozitivitAshoz vezet, mig DF szondetén a hibas jelfelismerés ritkan
okoz két fuzids szignalt.

A teszt csoportként hasznalt tovabbi harminchétdbia rendszer hiba nélkul
diagnosztizédlta. A negativ- és pozitiv mintakbanpezitiv cellak aranyanak
tartomanya kiloénb6zott a Reichard és mtsai. atatldatott értékekt (4. tablazat).
Az altaluk kozolt (két fuzids jeles) tartomanyok:-15 % és 2 - 7 % a negativ
mintakban, 12 - 31 % és 8 - 30 % a pozitiv mintakbadH/BCL-2, illetve
IGH/CCND1 DF szondak esetén. A jelen koézleményben szérefitekek
magasabbak negativ- és pozitiv mintaknal is, détgdapulacio kdzotti kilonbségek
nagyobb mértéiek.

Egy minta komplett kiértékelése korulbelll kilenerget vett igénybe, mely

magaban foglalta a vizsgalt régio digitalis formabartérd archivalasat is.
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Az automatizalt vizsgalathoz 3,6- és 5,0 um kozometszetvastagsag
bizonyult optimalisnak. Az ennél vékonyabb, illetvastagabb minta az analizalt
cellak szamanak jelefd csbkkenéséhez vezetett.

A mintavételi médszer megvalasztasa nagymértékbéiydsolta az értékelt
celldk/mozaikok szaméat, eblbkovetkeden az analizalt terilet relativ méretét.
Ugyanazon digitélis latbmék vizsgalata alapjan megallapitottuk, hogy a racsos
mintavétel kordlbelll 6tszor annyi teriletet értékenint a mozaikos mintavétel.
Korabban emlitésre kerult, hogy a minta egy bizenyészének elvesztése nem
befolyasolja szignifikAns mértékben a v&gsredmeényt, hiszen ugyanakkora az
esélye a pozitiv- és negativ sejtmagok analdigirténs kizarodasanak. Otszoros
kilonbség azonban mar jelésbhek tekinthdt, ezenkivil - citolégiai
preparatumokkal ellentétben - hisztologiai kornyeea a pozitiv sejtmagok
topogréfiai eloszlasa rendkivil valtozo lehet. Eazempontok ellenére jelenlegi
vizsgélataink soran nem tapasztaltunk zavaroarr&iatiérést a két mintaveétel altal
meghatarozott pozitivitas értékek kozott egyik rairdsetén sem, a negativ- és
pozitiv esetek elkulonitése mindkét modszerreltkdges volt.

Osszességében elmondhatd, hogy sikeriilt bedllkanegy gyors és
megbizhatd i-FISH mintazat értéiekljarast transzlokdciok szoveti metszeteken
tortérd automatizalt kimutatdsahoz. A modszer DF és Dhdawal is alkalmazhato,
de utdbbi hasznalatdhoz szigorubb analitikai kdéilyekre van szikség és igy is
magasabb alpozitivitdssal kell szdmolni. Az irodaban eddig még nem
taldlkoztunk olyan kdzleménnyel, mely racsos miatal alkalmazasarol szamolt
volna be transzlokacios i-FISH mintazatok autonddtizZriékelése kapcsan és
legjobb tudomasunk szerint szinténégint szamoltunk be DI szonda automatizalt

kordlmények kozott torténhasznalatardl is.
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5. Megbeszélés

Az onkohematolégiai betegségek korsizerdiagnosztikdja egyarant
megkivanja a szoOvetek és sejtek morfoldgiai-, fgnsos- és genotipusos
vizsgélatat. A genotipusban mutatkozé eltérésekutatasara tébb maodszer is
alkalmas, melyek kozil a leggyakrabban hasznélirédpk a konvencionalis
citogenetika, a fluoreszcencian situ hibridizaci6 és a kulonbéz polimeraz
lancreakcion alapulo technikak.

A FISH alkalmas interfazisban l&vsejtek genetikai rendellenességeinek
kimutatasdra. Az abnormalitasok detektalasat amsejpban in situ denaturdlt
DNS/RNS molekulakhoz kéto, fluoreszcens festékekkel jelolt szondak
(komplementer nukleinsav-szekvenciak) teszik &t A human genom és az
onkohematoldgiai betegségek feltérképezéesével adenmapi diagnosztikaban
hatékonyan hasznéalhatd, specifikus szondakat fégek ki, melyekkel célzott
genetikai vizsgalatok végezldkt Mivel a mddszer nem igényel sejttenyésztést, a
patolégiai diagnosztika soranéérduld barmely citoldégiai mintatipus (citospin
preparatum, kenet, lenyomati készitmény) alkalmBtSH analizisre. Az eljaras
formalin-fixalt, paraffinba agyazott anyagokon isvitelezhet. Ez torténhet
blokkbdl izolalt magokon vagy metszet korilmények @it, de utdbbi esetben az
eredmény értelmezésekor nem szabad figyelmen kagini a trunkacios hatast.

Az eljaras a hematoldgiai tumorok diagnosztikai tpkolljanak ma mar
nélkulozhetetlen eszkdze, hiszen a WHO-osztélyazésgyes leukémia és limféma
altipusokat gyakran egy kromoszoma éatrefidéz megléte, vagy hidnya alapjan
differencialja. A szoros értelemben vett diagndsuti til a modszer prognosztikai
markerek meghatarozasahoz, klonalis evollcié kithaénoz €s - automata analizalo
rendszerek segitségével - minimalis rezidudlis gs&g nyomon kovetéséhez is
hasznalhaté.

Fluoreszcencian situ hibridizacioval numerikus- és strukturalis kromasi
anomaliak is detektalhatok. A szambeli eltérésehukatasa alfa-szatellita DNS-hez
kotodé centromer-specifikus szondakkal torténik, mig aub&romoszomalis
aberraciok (delécio, amplifikacid, transzlokaci&b.p vizualizalasahoz l6kusz-
specifikus szondak hasznalatosak. A gyakorlatbean&romer- és lokusz-specifikus

szondakat egyditt is alkalmazzak, igy 0sszetettdsakl megvalaszolasa is lehet
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valik. A malignus hemopoetikus betegségekre jellggkza reciprok transzlokaciok,
melyek vizsgalatahoz - eltéstratégiaval mikddé - leggyakrabban kétsZinpiros,
z6ld) szondakat hasznalnak.

A jelmintazat manudlis értékelése szamos nehézségemagaban. Ha a
pozitiv sejtek aranya nagyon alacsony, a statiztikegbizhatésag érdekében
nagyszamu sejt vizsgalatara van szikség, mely aroiBigényes folyamat. Az
ertékeb elfogultsaga a pozitivitds alul- vagy felllbecslész vezethet, kialénbsen
akkor, ha az nagyon alacsony, vagy kiemebleed magas. Az onkohematoldgiai
diagnosztika szamara kiemelkew fontos transzlokacios i-FISH mintazatok
vizsgélatakor dost jelentséggel bird fazidés (kolokalizalt) szignalnak nintse
mindenki altal elfogadott definicioja.

A szamitastechnika és a digitalis képanalizisid&senek koszonhin az
automatizalt i-FISH analizis mara mar elééthéghetiséggé valt, mely mentes a
manualis értékelés hatranyaitol.

Vizsgalataink soran ezeért célkéfttilk ki néhany, a patologiai diagnosztika
szempontjabol jelefiséggel bird, automatizalt transzlokéciés i-FISH tédat
értékeb eljards kidolgozasat-standardizalasat. Konkrétlikdgopok: () BCR/ABL
analizis - diagnosztikus genotipus vizsgalat cg@ab preparatumon;iij CD10-
ETV6/RUNXL1 analizis - kombinalt immunfenotipizalas és gendfipvizsgalat
citologiai preparatumon minimalis rezidualis betags kimutatdsahoz; iii()
CCND1/IGH és IGH/BCL-2 analizis - hisztologiai preparatumok genotipusos

jellemzése.

Transzlokaciés i-FISH mintazatok automatizalt anisé koveti a manualis
értékelés lépéseit: 1. sejtmag szelekcidja-objekielimmerése 2. i-FISH szignalok
detektalasa 3. jeltavolsag meghatarozésa-jelminéiizkelése.

1. Citologiai preparatumok vizsgalata soran a sajoR/sejtek felismerése
el6zetesen optimalizalt morfometriai paraméterek (&ylkonkavitas, excentricitas)
segitségével tortént. Az egyedulalldo sejtmagoldkegejtaggregatumoktdl torien
elkilonitése kétparaméteres (tertlet, excentricitgmorodasi diagramon veégzett
interaktiv kapuzassal hatékonyan megvalosithath xadejtfelismerés szenzitivitasa
~89 %-0s BCR/ABLanalizis) és ~95 %-o0s (CDHFV6/RUNXlanalizis) volt. Ez

57



az eltérés a négyszeres nagyitasbeli kilonbségigdk(iv: 40x vs. 10x) tudhatd be.
Kisebb mértélk nagyitas esetén sokkal tobb objektumot tartalmaznEtomedk,
igy a digitalis képek szélére kefulinkomplett) sejtek aranya alacsonyabb. A
latbme®d szélével nem érintkéz sejteket az automatizalt rendszer ~99,4 %-0s
szenzitivitdssal ismerte fel. Az egyedulallo sepk@nt/sejtként detektélt
objektumok 10,4 %-aBCR/ABL analizis), illetve 7,2 %-a (CD1BTV6/RUNX1
analizis) valojaban aggregatum volt. Az egyedulgdfimagok/sejtek felismerésének
specificitasa 99,3 %-nak BCR/ABL analizis), illetve 99,7 %-nak (CD10-
ETV6/RUNXL analizis) adodott. Utébbi két paraméter (aggragaku aranya,
specificitds) vizsgalata soran tapasztalt kulonbségn szignifikans, dleg ha
figyelembe vesszik, hogy a két analizis altal @itéabjektumok szama tébb mint
egy nagysagrenddel eltért.

Hisztologiai preparatumokrol felvett képeken a reegokat nem lehet
tokéletesen szegmentalni, igy kis méretnalizalandé terileteket kell meghatarozni
az automatizalt vizsgalat szamara. Az egyik lelygisémegoldas a mozaikos
mintavétel, melynek hatékonysagat hatranyosan yeégolja a hattérfestés
heterogenitasa és a sejtmagok méretének variaghilitdzen felil a mozaikok
atfedésedl adodoan tobbszoros jeldetektalas isfadulhat. E problémak miatt
vizsgalataink soran racsos mintavételt alkalmaztumely az egész latoméz
atalakitja mintava-cellakka, majd minden cellariaoati, hogy az pozitiv, negativ,
vagy kizarandé az analiziéba jeldetektalasi hiba magas valésmége miatt,
fuggetlenll attdl, hogy hany sejtmagot tartalmazaésos mintavétel tehat nem sejt,
hanem terllet alapd modszer, mely a sejtalapuasipnal megszokotthoz képest
egészen mas gondolkodasmaodot kivan. A sejtfelisael&apcsolatos szenzitivitas
eés specificitds paraméterek ebben az esetben nésimézheiek, hiszen a
mintaterilet egyetlen pontja sem vész el kizar@dyAP| objektumok lokalizacidja
miatt. A hattérfestés itt a preciz autofékuszaldsdwiil azt biztositja, hogy az i-FISH
szignalnak megfelél paraméterekkel rendelk&objektumok kodzll a rendszer csak

azokat detektalja jelkent, melyek sejtmagon betlyérkednek el.

2. Az i-FISH szignélok helyes felismerése az autorél analizis szamara a
legnagyobb kihivas, mivel a jelek nagy variabilitasutatnak alak-, méret- és
intenzitas tekintetében. A jelfelismerés szintészelesen optimalizalt paraméterek

(méret, intenzitas, kontraszt, azonos &ziek kdzotti minimalis tavolsag) alapjan

58



tortént. BCR/ABLanalizis soran a rendszer a piros jeleket 84,%006-a z0ld jeleket
80,9 %-ban ismerte fel helyesen. A két jelcsat@gamastol figgetlen hibgjat jelzi,
hogy optimalizalas utan a sejtmagok ~69 %-abanstaphunk helyes jelfelismerést
mindkét csatornaban. A helytelen jeldetektalas tmkatarasok mértéke pozitiv- és
negativ kontroll sejtmagok esetén kozddty megegyezett, tehat e procedira nem
befolyasolta jelerisen az analizis végiseredményét. AzETV6/RUNX1vizsgalat
esetén hasonlo jelfelismeresi értékeket tapasntalik: 85,6 %, G: 78,6 %), a piros
extraszignal figyelembe vétetétazonban el kellett tekinteniink, mivel annak meret
és intenzitasa rendkivil valtozé volt. A z6ld csafian tapasztalt kevésbé hatékony
jeldetektaldas az immunjeldlés eltavolitAsa nyoméasszamarad6, emelkedett
hattérfluoreszcencianak volt kdszorthet

Paraffinos metszeteken a szignalok felismeréséezigh hogy bizonyos
szoveti alkotok (pl.: kollagén rostok, pigmenteldlents autofluoreszcenciaval
rendelkeznek, igy a fluoreszcens jelek azonositdsametszet vastagsagatol is
fuggéen - problémassa valhat. Az Aaltalunk hasznalt loagk feltarasnak
koszonheten a hibridizacio minden minta esetén sikeres \Jghz a szignalok
mindésége, igy a helyes jelfelismerés is variabilitagtatott (74,9 - 90,3 %). A celldk
atlagosan 46,1 %-at zartuk ki hibas jelmintdzagymalzott jelsiriség miatt.

3. Kétsziri transzlokacios szondak hasznalatanal azéediZin jelek kozotti
tavolsagok alapjan kulonithiét el a pozitiv- és negativ sejtmagok. A faziés feint
paraméter definidlasdhoz minden szonda esetén a&dyehtéket hatdroztunk meg.
Ha egy piros- és egy zo6ld jel kozotti tAvolsag nleatadta meg ezt az értéket, a
jelpart fazios (kolokalizalt) jelnek tekintettlk.itGlogiai preparatumok esetén a
hatarérték optimalizalasat az atlagos alpozitivigs az atlagos alnegativitas
0sszegének minimalizalasaval végeztik. 100 %-baitipdiisztoldgiai preparatum
nem allt rendelkezésiinkre, ezért ebben az esethé@imegativitds értékét nem tudtuk
meghatarozni. Az optimalis jeltavolsagot itt a négaés pozitiv mintak pozitivitasai
kozotti kilonbségek alapjan hataroztuk meg, melyseian fontosnak tartottuk a
szorasok figyelembe vételét is. Optimalizalt hatéiéek: LSIBCR/ABLSF 0,84 um,
LSI ETV6/RUNXIES 1,18 pum, LSIGH/CCND1DF 0,5 um, LSIGH/BCL-2 DF
1,0 um, LSIIGH DI 1,2 um. Az értékek kozotti kulénbség a fuzi@sgealokat

alkotd6 DNS szondak kulonbézfizikai tavolsagaval, az elt@rminta tipusokkal
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(citoldgiai/hisztoldgiai), illetve a kilonbdzpreparélasi technikakkal (centrifugélas
vs. kicseppentés) magyarazhaté.

BCR/ABLVvizsgalat soran az automatizalt analizis atladpeziivitasa 7,0
%-nak (diagnosztikai hatarérték: 12,4 %), atlagogdativitasa 5,5 %-nak adodott.
Ezek az értékek valamivel magasabbak a manuéaliékedéls eredményeinél
(alpozitivitas: 5,8 %, alnegativitas: 2,7 %), amiskdnhei lehet a manualis vizsgéalat
negativ-, vagy pozitiv iranyban torteelfogultsdganak nagyon sok negativ-, illetve
pozitiv sejtet tartalmazo mintak esetén. Az ugyakam a mintakon manualis- és
automatizalt modon végzett értékelések eredményeiosan korrelaltak (R=
0,9892), de a parhuzamos vizsgalatok eredményeuatiananalizisnél négyszer
akkora tartomanyban szoOrtak, mint automatizaciéarso(32,2 % vs. 8,3 %).
ETV6/RUNXlvizsgalat esetén az alnegativitas 2,0 %, az &ipias 17,3 % volt. Ez
az extraszignalos szondaknal nem megszokott, algcgecificitds az extraszignal -
mar emlitett okokbdl - torténmellszésének, illetve a sejtmagok kis méretének volt
koszonhet. Mivel e transzlokacid analizisével gyermekkoriuakimfoblasztos
leukémiaban szenvédbetegek minimalis rezidualis betegségét akartuknmon
kovetni, az interfazis citogenetikai vizsgalatoted@észitettik egy &tetes,
automatizalt immunfenotipizdlassal. A CD10 analiziszenzitivitasa az
autofluoreszcens objektumok kizarasa utan 99,78p¥cificitasa 99,79 % volt. Az
MRD meghatarozasanal fontos a kvantitativ megbiddat, melyet harom
parhuzamos higitasi sorral eligiztiink. Az automatizalt rendszer altal mért CD10
pozitivitasok szorosan korrelaltak az elvart elriéetékekkel (R = 0,9831) és az
aramlasi citometrias mérésekkel is* R0,9895). A kombinalt CD1&TV6/RUNX1
modszer szenzitivithsa 98,67 %, specificitasa 99®7volt. Az MRD analizis
diagnosztikai hataréertékét igy valamivel a klinildintések szempontjabol fontos
102 szint alatt, 0,09 %-0s pozitivitasnal tudtuk mémgitani. A higitasi sorok
mintainak vart pozitivitas értékeivel a kombinalbdszer eredményei szorosabban
korrelaltak (R = 0,9983), mint azt az egys#iemmunfenotipizalasnal tapasztaltuk.
Az MRD szempontjabol fontos legalso (0,1 - 0,5 @jdmanyban az elvart értékt
valo atlagos eltérés csupan 0,01 % volt.

Hisztologiai prepardtumok racsos mintavétellel éxit vizsgalatakor a
sejtmag szelekciohoz - objektum felismeréshez Haaaona jelmintazat értékelése
soran nyert eredmények interpretalasa is eltér @alaged modszereknél

megszokottaktdl. A mintdk pozitivitAs értékei ko csak aranyaiban
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hasonlithatok a sejtalapy modszerek hasonlé énékeiRacsos mintavételnél az
objektumok relokalizaci6ja egyedi sejt szinten péoids lehet, de hematolégiai
malignomak szoéveti kdornyezetben tokéemizsgalatakor az i-FISH analizis célja
altalaban nem annyira az egyedulallo, transzlokdmaitiv sejtmag azonositasa,
mint inkdbb a neoplazia gyanus limfoid infiltratyrozitivitAsanak meghatarozasa. A
mabdszer alpozitivitasa 5,3 % és 11,4 % V&IH/CCNDYJ, illetve IGH/BCL-2 dupla-
fuzios szondak esetén, valamint 28,1 % I&H disszociacios szondanal. A
diagnosztikai hatarérték DI szonda esetén 2 - 3xasebb volt, mint a DF
szondéknal (52,9 % vs. 18,5 % és 28,8 %). Az alnetfesst nem tudtuk vizsgalni,
mivel 100 %-ban pozitiv széveti kdrnyezet nem ddhidelkezésiuinkre. A manudlis
ertékelés alapjan pozitiv mintdk atlagos pozitsat®6,7 %, 65,2 % és 74,2 % volt
IGH/CCNDL1 és IGH/BCL-2 DF, valamintiIGH DI szondak esetén. A negativ- és
pozitiv nyirokcsomé mintakat el tudtuk kilonitenjyenastél, igaz a DI szonda
hasznalata soran szigorubb szelekcids kritériumokeliett bevezetnink. A
diagnosztikus szenzitivitas 100 %-o0s volt, melyetnadszer beallitdsa utan teszt
csoporton  elledriztink.  Negativ  kontrollokon  végzett vizsgalatokka
megallapitottuk, hogy a cellankénti jelszam noveélseédel az alpozitivitasorés ez a
jelenség - a DF szondakhoz képest - a DI szondesii@hényét sokkal jobban
befolyasolja. Ennek oka az lehet, hogy DI szondszhalatakor akar egyetlen jel
hibas felismerése is kézvetlendl alpozitivithshezet, mig DF szonda esetén a hibas
jelfelismerés ritkhn okoz két faziés szignalt. A oeeti metszeten végzett
automatizalt i-FISH analizis tehat DF és DI szordlds elvégezhét de utdbbi
hasznalatahoz szigordbb analitikai korilményekne salikség és igy is magasabb

alpozitivitassal kell szamolnunk.

Egy sejtmag automatizalt i-FISH analizise - bele®d fokuszalast, a sejtmag
szelekciot, a harom csatornaban toftdepfelvételt és a citometriai paraméterek
roégzitését - citologiai preparatumok esetén 11 ni@ew@et vett igénybe 40x-es
objektiv hasznalata mellett. Ez az érték valammebrbtt (15 masodperc) abban az
esetben, ha a jelmintdzatot immunfenotipizaldseki@an vizsgaltuk, mivel ekkor a
relokalizacioét is el kellett végeznie digzernek.

Immunfenotipizalasnal a rendszer 33 db sejtet d#&tekés eértékelt

masodpercenként. Ez a nagy sebesség annak kdszohbgy itt elegend volt a
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10x-es objektiv hasznalata is, hiszen a jel maygékorlatilag a sejtmag méretének
nagysagrendjébe esett.

Szovetek I-FISH mintazatanak jellemzésénél ~7 tebgzitett a rendszer
masodpercenként. Racsos mintavételnéliazer ugyan régziti a DAPI csatornaban
a fluoreszcencia intenzitast, mely fontos az i-FIStignalok detektalasa sordn a
maszkolashoz, de a sejtmagok szegmentalasat némhégeznie, és ez jeldisen
gyorsitja a mintavétel sebességét.

Az automatizalt i-FISH analizis sebessége tehat Inaliaxdja meg a manualis
értékelés sebességét, de a rendszer nem csaliéatéégmagokat, hanem archivalja
is a roluk felvett képeket. Ehhez manudlis értéksldran tobb érara lenne szikség.
Az immunfenotipizalast nagy sebességgel hajtja ejégdadasul a koordinatak

rogzitésével lehéve teszi a kéibbi relokalizaciot, a korrelalt paramétetigpgst.

Osszességében elmondhatd, hogy munkank soran IsiBeéllitanunk olyan
- kilénbo® tipusu kérdések megvalaszolasara alkalmas - atimathai-FISH
mintazat értékelési eljarasokat, melyek hozzajatak a hematoldgiai tumorok
hatékony, korszér patologiai diagnosztikdjahoz. A modszerek standaid
specifikaciéit megadtuk, igy a megfdleleszk6zok beszerzése utan barmely
laboratorium konnyedén reprodukalhatja az eredmiéatyeds alkalmazhatja a
technikat. Ezen felil a bemutatott logikai léficelésegitik mas, hasonld elven

miikodé applikaciok bedllitasat.
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6. Az 0j eredmények 6sszefoglalasa

1. Citoldgiai preparatumokon végzett i-FISH vizegaink soran kidolgoztuk
a 1(9;22)(g34;911) LSIBCR/ABL SF szondaval valéo automatizalt értékeléseét.
Elsoként irtuk le a modszer teljes specifikaciojat, yneem csak a mar mas
munkacsoportok &ltal is ismertetett specificitast & kimutathatdosag alsé szintjét
foglalja magaban, hanem a szenzitivitast, valamintejtmag azonositdssal és a

szignal detektalassal kapcsolatos paramétereket is.

2. A beallitott automatizalt eljarast 6sszehasotilik a manualis értékeléssel.
Megallapitottuk, hogy a manudlis vizsgalatnal azélabk kozott tapasztalt
nagymeértelkl variabilitds elkerilhét automatizalt analizissel, igy nagyobb
statisztikai megbizhatésaghoz juthatunk akkor igs, d¢sak 200 db sejtmagot

vizsgalunk mintanként.

3. Az automatizalt i-FISH mddszer tovabbfejleszkése ebzetes - szintén
automatizalt - immunfenotipizalassal kombinaltuk a#ISH analizist, igy
bedllitottunk egy olyan mddszert, mellyel lehet valt a pALL-ben leggyakoribb
geno- és fenotipusos elvaltozast mutaté CDAD t(12;21)(p13;022) transzlokaciot
hordozé sejtek kimutatasa, valamivel a klinikai tsek szempontjabél fontos 10
szint alatt is. Nem csak az immunfluoreszcens megk@ézve pozitiv sejtek
szelektélasa tortént automatizaltan, hanem - csoppdimalis interaktivitdssal terhelt
- 3D automatizalt mintavételi eljarast alkalmaztaaki-FISH mintazat jellemzéséhez
is. A mobdszer teljes specifikaciéjat megadtuk, Hkitativ megbizhatosagat

ellemsriztik.

4. El$ként hasznaltunk racsos mintavételt transzlokdefdSH mintazatok -
paraffinos metszeteken tortén automatizalt ertékeléséhez, mely eljaras meates
mozaikos mintavétel kovetkézhatranyaitdl: i) hattérfestés heterogenitasa) (

sejtmagok méretének variabilitasa;)(t0bbszoros jeldetektalas.

5. EIként szamoltunk be disszociacios szonda alkalmedakésztoldgiai

kornyezetben tortén automatizalt i-FISH analizis kapcsan.
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6. Osszehasonlitottuk a disszociacid&H), valamint a  dupla-flzids
(CCND1/IGH IGH/BCL-2 szondak hatékonysagat széveti metszeten tirtén
automatizalt i-FISH analizis tekintetében. Megadtiagpuk, hogy mindkét
szondatipus alkalmas a pozitiv- és negativ mintékyels szeparalasara, de a
disszociaciés szonda esetén szigorubb analitikaillk@nyekre van szikség és

mindenképpen magasabb alpozitivitassal kell szanméin
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1. dbra Konvencionalis citogenetikai analizisA médszer, feloldasanak hatarain belll |ékétteszi

a teljes kariotipus ellénzését. A képen egy krénikus mieloid leukémiabaN (L szenved, kezelt
beteg csontvél mintajanak vizsgélata lathatd. Az entitas szemjpbit diagnosztikai jeleriséggel
biré 1(9;22)(q34;911) transzlokacid mellett egy €s7izokromoszéma is lathatd, mely a betegség
progresszidjara utal. (A minta a PTE AOK Patholddisézet, Citogenetikai laboratériumanak

anyaga.)
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2. abra FISH szonda tipusok.A hatékony vizsgalat elslépése a célkérdés megvalaszolasahoz
leginkdbb alkalmas szonda kivalasztasa. Szambeli kromoszéma eltérések kimutatdsahoz
centromer-specifikus szondak (chromosome enumergiiobe - CEP) hasznalatosak. A kép egy
krénikus limfoid leukémiaban (CLL) szenugédbeteg periférias vérmintajarol készilt. A sejtreaghb
lathato jelmintazat 12-es triszOmiéra ufdl. Strukturalis aberraciok interfazis sejtmagokbanéti
detektalasahoz lokusz-specifikus (locus specifienidier - LSI) szonddkat érdemes hasznalni. A
képen a 6-os kromoszomat ééindeléciot az egy piros (6921) és a két zold (CERBegylttes
jelenléte igazolja. Az aberracionak prognosztikelepiséget tulajdonitanak CLL-es betegek

98



esetébenC. A 16-0s kromoszdmat érifitinv(16)(p13g22) atrendédés 6nallé szubtipust hataroz
meg akut mieloid leukémiaban. A szonda a hosszitd@spontjanak két oldalat jeldli kulonkibz
szinnel. A piros- és z6ld jelek egymastdl vald valthddasa inverzio jelenlétére ut@l. A Her-2 gén
(17912) amplifikaciéjanak terapias vonzata vanéekarcinomaban. Az emlitett I6kuszt j8lgpiros)
szignalok felsokszorozddasa amplifikaciéra utalaablaz esetben, ha kdézben a 17-es kromoszéma
numerikus aberraciéja nem, vagy sokkal kisebb rkbeté igazolhatdé (CEP17-zold jelekik.
Metafazis preparatumokon, komplex atrertaiisek kimutatasahoz hatékonyan alkalmazhatok a
teljes kromoszémat festszondak (whole chromosome painting - WCP). A kéidgématé minta egy
mikdzis fungoideszben szenvedeteg nyirokcsomojabdl szarmazik. A jeletszambeli eltérést
mutatd metafazisban az 1-es kromoszémahoz tarthé® &nyag - a két normalis 1-es kromoszoman
kivil - négy kilonboé dsszetétdl, aberrdns kromoszéman is megtalalhato.

(Az abra tsszes képe 100x-o0s objektivvel készglgmaéshoz viszonyitva nem méretaranyosak. A
sejtmagok- és kromoszomak kék hattere 4’,6-diaroid@iienil indol (DAPI) festés eredménye. A
mintak a PTE AOK Pathol6giai Intézet, Citogenetilioratoriumanak anyagai.)
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cen tel cen tel cen tel cen te cen tel

normal transzlokacio normal transzlokacid normal transzlokacid normal transzlokaci® normal transzlokacié

2G 3G 2F

1F1R1G 2R2G 1F1R1G 2R2G 1F2R1G 2R2G 2F1R1G
3. abra Transzlokaciok i-FISH technikaval torténs detektalasanak gyakorlati lehe§ségei.A. Kilondsen hosszu toréspont régio esetén alkalmékzlez egy Mb
nagysagrendet képvigela toréspont régiot atfédszondak. A kromoszoma térése esetén az egy krdmmadzeprezentald egyetlen szignal &etthasadB. Disszociacios
(DI) szonda kombinacié hasznalatakor a piros- &dld szondak a transzlokacioban részévéét kromoszoéma egyikén, a téréspont régié kétlatd&lhelyezked
szakaszokkal hibridizalnak. 200 kb-nal hosszabésiionti régié esetén - a szignalok térbeli origdjanak fliggvényében - vagy fazids szignal (sargally szeparalt, de
kolokalizalt szignalok jelzik a normalis kromoszd&m@ szignalok térbeli eltdvolodasa a kromoszOmeegére utal.C. Egyszeii-fuzidos (SF) szonda kombinacié
alkalmazasakor a piros- és zold szbrzondak a transzlokaciéo eredményeképpen egymdé kelib régidkkal hibridizalnak. Ha a térésponti régié 2ki-nal nem
hosszabb, akkor a transzlokacié kdvetkeztében su@éarga) szignal keletkezik az optikai feloldasatea miatt.D. A fluziés extraszignalos (ES) szonda kombinacio
miikddési mechanizmusa hasonlé az SF szonda kombi@d#iottakkal, de itt a transzlokaciéban részévegyik kromoszdéma toréspontjat atfedi a szondaaifyziés
(sérga) szignal mellett egy kisebb mérektraszignal is keletkezilE. Dupla fuziés (DF) szonda kombinaci6 esetén amde®désben résztvgvmindkét kromoszéma
torésponti régiot atfédszondaval van jeldlve. A transzlokacié eredméngpké két flzios szignal jelenik meg a sejtmagbémiy@matban részt nem vett allélokat jelz
piros- és zold jelek mellett.
Ny, Np: normal kromoszomak,tt: transzlokacioban részt vett, atrenéliitt kromoszomak. A kék korok a sejtmagokat, a liknéw kisebb piros- és z6ld korok pedig az i-
FISH szignalokat szimbolizaljak. Alul az adott sdama jellem, tipikus jelmintazat lathato, tobbszords atreridiés esetén azonbanéltérs mintazat is tapasztalhato.
F,R,G: flzibs-, piros- és zold jelek szama.
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4. abra Racsos mintavételMiutdn az automatizalt rendszer rogzitette a |&zonél 6t kilonbosd
fokuszsikban felvett képeket, egy 15 x 12 cell&ildl raccsal fedte le a teljes képet. Ezutan minden
celldban meghatarozta a jelek, illetve a kolokalaik szamat. A galériaban a piros- és zold jelek
szama, valamint fehérrel a flzids jelek szama edtiiritetve. A kép egy LSGH/BCL-2 DF prébaval
jelélt, negativ mintarol készilt. (Objektiv: 40x)
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5. 4bra Az LSI BCR/ABL egyszelii-fuziés szonda jelmintdzata. A SpectrumOrange jelek az
'Abelson murine leukemia viral’ABL) onkogének (9934)-, mig a SpectrumGreen jelekeakpoint
cluster region’ BCR gének (22ql11.2) poziciéit mutatjdh. Normal sejtmagokban a homolég
paroknak megfeléen két-két egyedilalld piros- és zold jel l14thafRZG). B. Transzlokaciot
hordoz6 sejtmagokban BCR/ABL flzids gén jelenlétére egy flzids (gyakran sargdpdr utal
(1F1R1G). (Objektiv: 100x)
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6. abra A DAPI objektumok (sejtmagok) teriileten- ésexcentricitason alapulé szo6rédasi
diagramja BCR/ABL vizsgalat kapcsan. Szaggatott vonal: egyedilallo, nem atfezkjtmagok;
folytonos vonal: kismérétatfeds-, vagy dsszetapadt sejtmagok csoportja; excetdsic{1B/A)Y%. A

rendszer az objektumot ellipszisként kezelte, mahyimossz(A és rovidB sugara alapjan szamolt.
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7. dbra BCR/ABL vizsgalatok soran tapasztalt normék- és - sejtmag-, vagy jelfelismerési
hibaknak kdszénheten - abnormalis jelmintazatok. Az automatizalt analizis altal meghatarozott
piros- és z6ld jelek szdma a bal als6 sarokbantétth rendszer altal helytelenil értékelt képeletn
vannak tlintetve a jeleken keresztll huzott intészirofilok is.A. Normal sejtmagB. Transzlokaciot
hordozé sejtmag (mintdzat: 1F1R1QJ. Klasztert formaldé kismérét helytelenil szegmentalt
sejtmagokD. Megnévekedett hattér-autofluoreszcencia és a szasfecifikus kapcsolédasa; a zold
jeleket nem lehet elkiloniteni aiilermékekdl. E. Random jelfGzié; két piros jel kolokalizalodo.
Jelhasadas; a nem transzlokalédott piros- és etéd# mindegyike két szignalként jelenik meg. Mig a

zo6ld jel helyesen lett detektalva, a piros szigkétl pontjat szeparalt jelekként érzékelte ésner.
(Objektiv: 40x)
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1. tablazat Az automatizalt analizis eredményei BCR/ABL transkbokaciéra nézve negativ- és
pozitiv mintakban.

A piros- és zdld jelek

Dgtektalt Analizalt sejtmagok* kozotti legrovidebb
Mintak ~ Seltmagok tavolsagH
S(Z(jlt;;]a szama (db) aranya (%) atlag tartomany
Y (um) (um)
Negativ
Neg 1 2708 1085 40,1 3,24 0,17 - 12,26
Neg 2 1930 865 44,8 3,19 0,17 - 11,42
Neg 3 2781 1276 45,9 3,34 0,17 - 13,27
atlag 2473 1075 43,6 3,26
Pozitiv
Poz 1 2263 966 42,7 0,67 0,00-1,51
Poz 2 2805 1346 48,0 0,50 0,00-1,51
Poz 3 4377 1797 41,1 0,66 0,00-1,68
SD-1 344 81 24,0 0,62 0,17 -1,51
atlag 2447 1048** 43,9+ 0,61

* Csak meghatéarozott jelszamokkal rendetkseejtmagokat értékeltiink. Negativ mintak: két pigs
két zold jel; pozitiv mintadk: két piros- és két @plvalamint harom piros- és harom zold jel, SD-1

sejtvonal esetén négy piros - és négy zold jel.

** A piros- és zold jelek kdzotti legrovidebb tagdigon alapult a pozitiv- és negativ sejtmagok
elklilonitése. Ezeket az értékeket a két piros-éséld jellel rendelkez negativ sejtmagokban, a
harom piros- és harom zold jelet hordoz6 pozitiinsegokban és a négy piros- és négy zold jelet

tartalmazo SD-1 sejtmagokban hataroztuk meg.

** Az SD-1 sejtvonal eredményét nem foglalja magab
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8. dbra BCR/ABL pozitiv (pk) (n = 4) és negativ (nk (n = 3) kontroll mintak sejtmagjainak
elkllonitése, az eltés szini jelek kdzotti legrévidebb tavolsag eloszlasa alagp. Az y-tengely
mutatja a vizsgalat alapjan pozitivhak vett sejtakagzazalékos aranyat adott hatarérték hasznalata
mellett (1 pixel = 0,168 um). Az elkildnités komblin(alpozitivitas + alnegativitas) hibaja szaggato
vonallal lathaté. A legjobb differencialas 5 pixeleatarérték mellett érléeel (12,5 % hiba).
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9. dbra A manudlis- és automatizalt értékelés eredémyeinek osszehasonlitAisa BCR/ABL
vizsgalat kapcsan.A diagram a kontrollok (n = 6) és a tesztcsopart=(18) mintait is magaban
foglalja. A manudlis- és automatizalt analizis enédyei szoros korrelaciét mutattalé(R0,9892).
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2. tablazat A BCR/ABL pozitiv sejtmagok aranya negativ- és pativ kontrollokban, valamint a
teszt csoport mintaiban, manualis- és automatizaknalizis alapjan

Mintak Manualis eredmények (%) Automatizalt eredmények (%)
M

Negativ

Neg 1 6,3 36 79 59 9,0 6,5 8,0 7,8 7,5
Neg 2 7,3 35 8,0 6,3 6,0 9,0 7,0 7,3 7,6
Neg 3 3,8 38 84 5,3 3,5 5,5 5,5 4,8 6,0

Pozitiv

Poz 1 66,5 50,0 490 552 475 540 555 523 52,5
Poz 2 96,1 942 919 941 955 915 895 922 92,7
Poz 3 89,2 848 932 89,1 820 840 845 835 84,2
SD-1 94,6 98,0 993 97,3 - - - - 95,6

Teszt

1 55 25 10,6 6,2 90 105 14,0 11,2 10,6
2 205 139 111 152 225 210 215 21,7 21,4
3 96 116 55 8,9 11,0 85 10,6 10,0 10,0
4 6,9 4,0 4,3 51 85 155 145 128 11,9
5 6,3 1,8 194 9.2 12,0 105 11,0 11,2 11,0
6 4,3 2,8 8,6 5,2 145 95 110 11,7 11,8
7 50 5,7 9,3 6,7 10,0 1055 10,0 10,2 10,2
8 104 244 425 258 375 365 30,0 347 33,2
9 3,9 3,4 9,3 55 140 16,5 16,0 155 15,1

10 5,7 3,4 5,4 4,8 9,5 9,5 10,0 9,7 8,6
11 13,5 11,0 9,0 11,2 8,5 11,0 115 10,3 11,6
12 4.9 2,5 11,1 6,1 135 11,0 175 14,0 13,2
13 6,5 10,1 146 104 195 22,0 155 19,0 18,8
14 45 10,1 3,5 6,1 135 125 175 145 13,6
15 6,7 5,6 9,7 7,4 13,0 140 115 128 12,6
16 125 29 7,2 7,5 10,0 145 145 13,0 13,3
17 3,6 4,8 11,5 6,6 9,5 9,0 6,0 8,2 8,7
18 6,4 59 11,5 7,9 205 155 150 17,0 14,3

atlagos eltérések

atlag 15 19 -12 02 -01 -01

tartomany* 20,7 11,4 22,9 8,3 6,0 8,2

A, B és C a harom fuggetlen értékedredményeit mutatja, mig 1, 2 és 3 az automata@izis
harom, egyenként 200 db sejtmagot tartalmaz6 szegghe
* Az atlagtol vald eltérések tartomanyanak szamftaglja: maximum eltérés - minimum eltérés.
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10. 4bra A CD10 jelolés- és az LSI ETV6/RUNX1 extszignalos szonda jelmintazataA. A
CD10 negativ sejtek csupan a sejtmag hattérfefsPl) mutatjak.B. A CD10 egy sejtfelszini
marker, ezért fluoreszcein-izotiocianattal (FIT@Id kimutatasa pozitiv sejteken zéld dzima sejt
korvonala mentén fokozottan intenziv jelet erednezn. A SpectrumGreen jelek az ,ETS variant
6” (ETV6 korabbanTEL) gének (12p13)-, mig a SpectrumOrange jelek at;refated transcription
factor 1" RUNXZ korabbanAML1) gének (21g22.3) pozicidit mutatjdk. Normal sefokban a
homoldg paroknak megfelidn két-két egyedulalld piros- és zold jel lathatdRZG). D.
Transzlokaciot hordozé sejtmagokban BEV6/RUNXI1flUziés gén jelenlétére egy flzidés (gyakran
sarga) jelpar, valamint egy kisebb mérgiros extraszignal utal (1F2R1G). Az extraszig(&b)
mérete kisebb, intenzitasa alacsonyabb a tobbijgbnlé értékeihez képest. (Objektiv: 100x)
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11. abra A DAPI objektumok terlileten és excentricihson alapulé sz6rédasi diagramja
CD10+ETV6/RUNX1 vizsgalat kapcsan Az x-tengelyen az objektum DAPI csatornaban mért
terllete lathaté. Az y-tengelyen egy excentricithstzarmaztatott paraméter van feltiintetve: (1-
B/A)'? ahol A a hossz(-B a rovid tengely. A kétparaméteres sz6rédasi dimgehetvé teszi az
egyedulallo (kapuzott) objektumok hatékony szegadtl
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12. abra Az autofluoreszcens objektumok kizarasa CID immunfenotipizalas soran.Az elzé
szorédasi diagram alapjan szelektalt, egyedilabfeldaumok jelcsatorndban (FITC) és kontroll
csatornaban (SpectrumOrange) detektalt atlago$iqtimezitdsanak egyittes abrazolasa léheteszi

a magas autofluoreszcenciaval rendedkexitermékek elkilonitését a CD18ejtekél. (A diagram
egy CD10 minta értékelését mutatja.)
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13. abra A CD10-fligd atlagos fluoreszcencia pixelintenzitas eloszlasagativ (nk) (n = 5) és
pozitiv (pk) kontroll (n = 3) mintdkban. Az adatok 6nkényes fluoreszcencia egységben f@npit
fluorescence unit - afu), reverz kumulativ hiszéogrformajaban vannak feltiintetve. A legkisebb
mértéki kombinalt (alpozitivitas + Aalnegativitds) hibat ,48%) 0,18 afu hatarérték mellett
tapasztaltuk.
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3. tablazat A pozitiv sejtek aranya ©6nall6 CD10 immunfluoreszencia (IF) vizsgalat, illetve
kombinalt IF és ETV6/RUNX1-specifikus i-FISH (CIF) analizis esetén.

Mintak IF CIF Analizalt sejtek
pozitivitds (%) pozitivitas (%) szadma
Negativ
Neg 1 0,20 0,02 29347
Neg 2 0,09 0,01 61203
Neg 3 0,24 0,06 30336
Neg 4 0,46 0,07 17307
Neg 5 0,10 0,01 57772
atlag + SD 0,21 + 0,15 0,03 + 0,03 39193 + 19261
Pozitiv' 99,78 98,67 88326
Higitasi sor
Higitas 10,0%" 14,36 9,48 49187
Higitas 5,0%" 4,58 4,37 38345
Higitas 2,0%" 2,01 1,43 49395
Higitas 1,0%" 1,08 0,89 38023
Higitas 0,5%" 0,67 0,46 50700
Higitas 0,2%" 0,28 0,21 68049
Higitas 0,1%" 0,15 0,10 50089

" az érték harom mérés atlaga.
" a higitas a negativ kontroll sejtekben higitottitio kontroll sejtek aranyat jelzi.
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14. dbra ETV6/RUNX1 pozitiv (pk) (n = 3) és negatiynk) (n = 3) kontroll mintak sejtmagjainak
elkiilonitése az eltéé szini jelek kozotti legrovidebb tavolsag eloszlasa alapn. Az y-tengely
mutatja a vizsgalat alapjan pozitivnak vett sejtokagzazalékos aranyat adott hatarérték hasznalata
mellett (1 pixel = 0,168 um). Az elkiildnités komflin(alpozitivitas + alnegativitas) hibaja szagdgato
vonallal lathaté. A legjobb differencidlas 7 pixeleatarérték mellett érlieel (19,3 % hiba).
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15. abra A higitasi sor (n = 3) mintaiban lé& CD10+ kontroll sejtek teoretikus koncentracié
értékeinek dsszehasonlitasa az 6nall6 immunfluoresancia detektalas (IF), illetve a kombinalt

IF és i-FISH mddszer eredményeivelAz elvart és a mért adatok kozotti korrelacios flioens
érték IF esetén®= 0,9831 -nek, mig CIF esetéAR0,9983 -nak adddott.
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16. abra A kombinalt immunfluoreszcencia - i-FISH CIF) modszer altal detektalt sejttipusok.

A. CD10 és ETV6/RUNXI (sarga fazios jel) leukémias seB. CD10" ETV6/RUNXI normal

hematogbnium (kéETV6 SpectrumGreen és kd@UNX1 SpectrumOrange jel)C. Sejtfelszini

markerre és transzlokaciora nézve is negativ, gogthal sejt. A képek egy CD1@sETV6/RUNX1
transzlokaciét hordozo, pre-B sejtes gyermekkotit dinfoblasztos leukémiaban (pALL) szenved
indukcios periddusbhan |éwbeteg csontvél mintajarél készultek. (Objektiv: 63x)
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17. abra Az LSl IGH/CCND1 és LS| IGH/BCL-2 dupla-faziés-, valamint az LSI IGH
disszociaciés szondak jelmintazataiA. A SpectrumGreen jelekGH/CCND1 szonda esetén a
‘cyclin D1’ gének- (11913), midGH/BCL-2 szonda esetén a ,B-cell leukemia/lymphoma” gének
(18921) pozicidit mutatjak. A SpectrumOrange jel@kdkét szonda hasznalatakor az immunglobulin
nehézlanc (,immunglobulin heavy”) géneket (14q32)zualizaljak. Dupla-fiziés szonda
hasznalatakor normal sejtmagokban a homolég pakokmegfeleben két-két egyedulallé piros- és
zold jel lathatdé (2R2G)B. Transzlokaciét hordoz6 sejtmagokban az atretuiesre két fuzids
(gyakran séarga) jelpar jelenléte utal (2F1R1®). Az IGH disszociaciés szonda esetén a
SpectrumGreen- és a SpectrumOrange jelek az immbuigh nehézlanc gént érinttdrésponti
szakasz két oldalat mutatjak. Normal sejtmagokbharaolég paroknak megfetan két flziés jelpar
lathat6é (2F)D. Transzlokaciot hordozé sejtmagokban az egyik jefiigszocial (1IF1R1G). (Objektiv:
63X)
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18.A abra Negativ- (n = 10) és pozitiv (n = 10) ntifk atlagos pozitivitAsanak eloszlasa a faziés
jeltavolsag kilonbdz hatarértékei mellett, LSI IGH/CCND1 DF szonda esein. 0,5 pm-es
hatarérték mellett tapasztaltuk a legnagyobb kigégbt (8,6 %) a negativ mintdk atlagos pozitivitasa
+ 2SD, illetve a pozitiv mintak atlagos pozitivias2SD kozott. (a hibasavok a 2SD-t mutatjak)
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18.B abra Negativ (n = 10) és pozitiv (n = 10) mifk atlagos pozitivitasanak eloszlasa a fuzios
jeltadvolsag kulénbo#s hatarértékei mellett, LSI IGH/BCL-2 DF szonda eseén. 1,0 um-es
hatarérték mellett tapasztaltuk a legnagyobb kidégbt (12,9 %) a negativ mintdk atlagos
pozitivitdsa + 2SD, illetve a pozitiv mintak atlagpozitivitasa - 2SD kozott. (a hibasavok a 2SD-t
mutatjak)
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18.C abra Negativ (n = 10) és pozitiv (n = 10) midk atlagos pozitivitasanak eloszlasa a flziés
jeltavolsag kilonboa hatarértékei mellett, LSl IGH DI szonda esetén.1,2 um-es hatarérték
mellett tapasztaltuk a legnagyobb kiilonbséget $8)1a negativ mintdk atlagos pozitivitasa + 2SD,

illetve a pozitiv mintak atlagos pozitivitasa - 288z6tt. (a hibasavok a 2SD-t mutatjak)
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4. tablazat A pozitiv celldk aranya az 6sszes hisztolégiai ntim vizsgalata alapjan.

Mintak |GH/CCND1 |GH/BCL-2 |GH
Negativ

} 45 %
n=15 (0.8 - 10.2 %)

_ 9,7 %
n=18 (4.0 - 17.3 %)

_ 29,6 %
n=15 (7.0 - 41,7 %)
Pozitiv

3 35.6 %
n=15 (23,5 - 52,0 %)

e 60,8 %
(38,3 - 79,6 %)
1o 77,5 %

(64,5 - 93,9%)

A tablazat magaban foglalja a modszer bedllitas@lasznalt mintak- és a teszt csoport eredményeit
is.
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19. abra Negativ kontroll mintdk (n = 3) alpozitiv celldinak aranya a cellankénti jelszam
fluggvényében, racsos mintavétel soranAz IGH1 mutatja azt az esetet, mikor a DI szonda
hasznalatakor nem zartuk ki a nem eg§eseamu piros- és zdld jeleket tartalmazéd cellaat.
latszik, hogy a nem azonos szamu piros- és zokt fartalmazé (azaz paratlan jelszamu) cellak
magasabb ardnyban mutatnak pozitivitast, mint itéélla. Az IGH2 mutatja az eredményét annak,
ha csak az azonos szamu piros- és zéld jelekelrtazd cellakat vizsgaltuk. A vizszintes vonalak a

cellankénti atlagos (+ SD) jelszamot mutatjdk mimegyes szonda esetén. A kdzépen elhelyézked
jelek mutatjak az atlag értéket.
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