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1 Bevezetés

1.1 Citogenetika

1.1.1 Torténeti attekintés
A citogenetika a sejttan (citoldégia) valamint azoliéstan (genetika) hatartertiletén

kialakult diszciplina; 6 targya a kromoszomalis szintrendellenességek vizsgéalata. A
citogenetika torténete a 19. szazadig nyulik vigdz8), s habar mar ekkor vizualizaltak a
kromoszOmakat, az emberi sejtekre jellénissz-kromoszémaszam (46) csupan alig tobb
mint 50 éve, 1956 6ta ismert (4-5). A tudomanyden@gsége ekkortél étt meg igazan, s a
20. széazad kozep#t sorra azonositottdk az olyan kiulénbobetegségek hatterében
meghuzédd szambeli kromoszdma eltéréseket, midapeh Down szindroma (1958) vagy a
Klinefelter és Turner szindrémak (1959). A koraekwalan legizgalmasabb felfedezése és
egyben az ets human daganat specifikus kromoszoma aberracio Gaikkrs mieloid
leukémiaban szenvédbetegek periférids vérében 1960-ban azonosit@gy&nsulyozott
reciprok transzlokacié eredményezte un. Philadalghomoszoma volt (1(9;22)(q34;911)). A
kezdeti technikdk ugyan szamos fontos eredménygditattak, igazan részletes kromoszéma
vizsgalatot csupan a '60-'70 években kifejleszséttozasi technikak tettek letie¢€. Tobbek
kozott ekkor (1973) derult ki az is, hogy az adddglécionak azaz részleges
kromoszOmavesztés eredményének hitt Philadelpluenészoma valdjaban a fent emlitett
transzlokacio kbvetkezmeénye.

A molekuléris szint modszerek alkalmazasa a kromoszéma vizsgalatan selfiszor
azoknak a megfigyeléseknek kdszowkeet valt lehetvé, melyek ravilagitottak arra, hogy a
komplementer nukleotid szakaszok Iényegesen nagaffiniitassal hibridizalnak egymashoz,
mint a nem komplementer szakaszok (6-7). A3 gldbanin situ azaz'eredeti helyzetben,
természetes helyen torténhibridizacion alapuld vizsgalat Joe Gall és MamulLPardue
nevéhez dzodik (1969). Kisérleteik sordn DNS-RNS hibridizaciétkalmaztak, hogy

meghatarozzak a riboszémalis RNS-t kddolo génszakaselyét (8).



A korai in situ hibridizacios eljarasok radioakjelblésen alapultak, majd ezt kévette az
elészor 1977-ben bemutatott fluoreszcens festékkélt jentitestek megjelenése, melyek
DNS-RNS hibridekhez kéttek (9). Az ezt kdvét ennél is egyszébb megkdzelitésben a
fluorokromot kémiailag kotottek az RNS szondahozz Agy keletkezett hibrid
vizualizalhatéosaga gyorsabb és joval hatékonyallh aa eljarasFluoreszcencia In Situ
Hibridizacio (FISH) néven valt ismerté (10). A féfés kovetked jelent's mérfoldkdve az
un. amino-allyl asszocialt bazisok alkalmazasa. il igy kémiailag médositott nukleotid
mar képes volt barmilyen haptén vagy fluorofér rkalehoz kéédni. Mindez azért volt
jelentbs, mert a médszer viszonylag egyszkémiai eljarassal tette leléee alacsony jel-zaj
aranyt eredményézszondak délallitasat. A szignalok sok esetben azonban mégigimem
voltak elég intenzivek, igy a biotin jeldlés kidokfsaval megjelentek a mesterségesen
erésithed un. indirekt modon jeldlt polinukleotidok. A 80-a&vek elejénnick-transzlacio
segitségével szamos biotinnal jelolt szondat #itiko eb, melyeket aztan streptavidin
konjugalta kilonbdz fluorokrémokkal lehetett masodlagosan jeldlni, mzaszignalt akar
tobbszorosére ésiteni (11-12). Korulbelll egy évtizedet kellettrmida tovabbfejlesztett,
szintetikus egyszali DNS szondak megjelenésére.k BEnar képesek voltak emelt
mennyiség fluoreszcens molekula megkdotésére, lehettéve a hatékony ’direkt’ jeldlést,
melynek kdszdnhéen a jel efissége igy olyan mértéké valhatott, mely kordbban csupan az
indirekt eljarassal volt elképzelidet(13). A citogenetika molekularis szintvizsgalo

modszereitmolekularis citogenetikanakevezzik.

1.1.2 DNS-szonda tipusok
A molekularis citogenetikai modszerek fejleszté&éare egyik legfontosabb célja mindig

is a felbontas novelése volt, melyet jelléz a szonda és vagy a cél-
szekvencia 'fejlesztésével’ probaltak meg elérra.edmult évtizedek soran a vizsgalati elem
felbontasa a metafazisban lathaté egész kromoszdmégalatatdl (~5 megabazisos (Mb)
felbontas), az interfazis magok vizsgalatan keig#gz60 kilobazis-2Mb) egészen a kromatin
szalak analiziséig (fibre-FISH) fédott. S5t, a szondak éhllitasanak folyamatos

fejlodésével (beleértve a jeldlési hatékonysagot és édeszspektrumot atfogé szonda-
szekvencia variaciokat) a felbontas napjainkban amé&gyedi nukleotid szintjét is elérte (14).

A vizualizalandd célszekvencia nésege alapjan harom alap¥etzondatipust szokas
megkulonboztetni: teljes kromoszomat &esszondak (wcp), repetitiv szekvenciahoz

kapcsolodo szondak és l6kusz specifikus szondak.



A teljes kromoszoma festésoran csaknem a teljes kromoszoma lathatéva vee té
kromoszoma specifikus kompozit fluoreszcens szoésidkttel, mely eljarasblieg metafazis
preparatumok vizsgéalata soran alkalmaznak (15)ilyen tipust szondak altalaban magas
szenzitivitassal és specificitassal birnak és bkaadl alkalmasak mind szam- mind
szerkezetbeli kromoszoma eltérések kimutatasarallfEhsukhoz az adott kromoszomakat
aramlasi citometria segitségével szortirozzak, nixpP-PCR (degenerativ oligonukleotid
primer - polymerase chain reaction) segitseégévekatzamplifikéljak és jeldlik. Arepetitiv
szekvenciakanegcélzo szondak olyan kromoszoma részletekheitzdinak, melyek rovid,
tobb ezer képiaban isméts szakaszokbol épilnek fel. llyen példaul a TTAGGG
szekvenciabol allo telomérdkat célz6 un. pan-tetdmae szonda, vagy a centromerikus
szondédk, melyekn és satellita szekvencidkhoz hibridizalnak. Utobbiak @. CEP-ek
(chromosome enumeration probe azaz kromoszomadbarsi@nda) az aneuszOomiak
kimutatasanak alapuetmolekularis citogenetikai eszkdzei. Wkusz specifikus szondak
altaldban genomialis klonok, melyek mérete dsszptipket hordozd klonozéd-vektorral és
széles skalan valtozik: 1-10kb-tél (plazmid) a PA@GC és BAC vektorok altal hordozott
lényegesen nagyobb, akar 1-2 Mb miérezondakig. A szondakat hordoz6 kulonkboz
vektorokat legtobbszor valamilyen baktériumban Kplibaktérium) sokszorositjak. Az ilyen
tipusi DNS szondak kulonésen alkalmasak szerkezgtidellenességek, mint példaul
transzlokaciok, inverziok, valamint deléciok vizkgara, azonban a biolégiai problématol
fliggoen szamos tovabbi valtozatuk alakult Ki.

Bizonyos esetekben a mintaban vizsgalando célsmeldlejoval nagyobb szamuak, mint
amennyi szabad szemmel spektralisan elkilorditfieorokrom rendelkezésre all. Ezt a
problémat a kombinatorikai (16) vagy az un. aramajid) (17) jeldlési modok kifejlesztése
oldotta meg. Ezen mddszerek lényege, hogy az egyemdak egyedi kombinacioban
tartalmazzéak a kulonbdzluorokromokat, igy még azonos fluorokrémok alkalrédsa mellett

is szamos kromoszéma kiulonithed.

1.1.3 Molekularis citogenetikai médszerek

Interfazis citogenetika
A molekularis citogenetika azon valtozatait melyaso interfazisban &y tehat nem

0szt0do sejteket vizsgalunk in situ molekulariglgstsel, interfazis citogenetikanak nevezzik
(1. abra). Az interfazisban Iésejtmagok FISH vizsgalatanak talan legnagyobhya hogy
nincsen szikség sejtek tenyésztésére és azok misémfdk prepardlasara, tovabba



nagyszamu sejten teszi letwd a citogenetikai eltérések vizsgalatat; tenyéshi@anyaban
raadasul nem kell szamolni a tenyésztés okoztaaktorszelekcioval, illetve genetikai

instabilitdssal.

Interfazis

Y

7’

1. Abra: A sejtciklus dbb szakaszai. S: DNS megkeftiés, G2: DNS szintézist kaget
szakasz, M: sejtosztodas (mitdzis), G1: novekedekiasz, GO: nyugalmi szakasz. A G1, S,
valamint G2 szakaszokat nevezzik egyuttesen miterék. A fluoreszcencia in situ
hibridizaciés vizsgalatok tébbségben ebben a famdevs sejteket analizélja; a modszer
ezért az interfazis citogenetikai eljardsok egyégjélentisebb tagjaként emlithiet A
konvencionalis citogenetikai vizsgalatok az 'M’ i$éhan zajl6 szamtartd sejtosztdédas
(mitdzis) pro- és anafdzisa kdzotti an. metafazidess sejteket analizaljk, ezért is nevezik
a modszert gyakran metafazis citogenetikanak.

Elony még, hogy az interfazis citogenetikai vizsg&tatsoran egyedi sejtmagok
kromoszémainak vizsgalatdra van léisétg in situ, mely informéaciéo igy a metafazis
vizsgalatokhoz képest természetesebb 'forrasbéizégldl) szarmazik. Raadasul, mivel az
interfazis sejtmagban a kromatin allomany csaknigseér lazabb formaban fordubemint
metafazis kromoszoméakban, lebs#g nyilik rovidebb (-5 Mb helyett ~50 Kb - 2 MB)



szakaszokat ériteltérések kimutatasara is (18-20). Az interfazissgalatok rendkivil
hasznosnak bizonyultak olyan ritka események viasg@al, mint példaul a minimalis
rezidudlis betegség (MRD) vagy a mikrometasztazisigészatéd vagy eéppen nagyon korai
staddiumban le¥ daganatos betegek vérében disszeminalodott (Srétktt) kering

tumorsejtek (CTC) szintén rendkivil kis aranybamdd@tnak eb, mely gyakorlatilag
ellehetetleniti az 6l sejt kinyerését, tenyésztését, s igy azok mewafazsgalatdnak
lehetségét (21). Erdekesség, hogy éppen a kis aranyszérédott sejtek interfazis FISH
vizsgalatanak koszonléen derdlt fény arra, hogy szamos daganat, mar letéidiumban is

rendkivil nagy genotipusos valtozatossagot mugjt (2

Specialis citogenetikai médszerek

Arany-jel6léses technikald fent emlitett arany-jel6léses modszeren alap&ibbek kozott a

multiplex-FISH (m-FISH), spektralis kariotipizal#SKY) vagy a kombinalt binaris arany
jelolés (COBRA). Ezen mddszerek szamos biologiailé® vizsgalatara alkalmazhaték, mint
példaul szerkezeti interkromoszomalis eltéréseklamimmt Osszetett kromoszémalis
atrendeédések jellemzésére (23-24).

Osszehasonlité genomidlis hibridizacié (CGHA: fent emlitett hatranyok mellett a

metafézison végzett hagyomanyos citogenetikai gizsgknak szamos lét@indikécidja van.
Szolid tumorok esetében azonban nehezebb a hentaportmorokhoz hasonlé j6 ntigédi
metafazis preparatumokat késziteni; a probléma Hdagéra fejlesztették ki a CGH
modszerét (25-27). A CGH soran mind a mintabdl, dnegy kontroll anyagbol DNS-t
izolalnak, majd mindkét DNS-t fluoreszcensen jd&olaz egyiket z6ld a masikat piros
fluoreszcens festékkel. Ez koGeh mindkét mintdt egy &ben normdél metafazisokhoz
hibridizaljak, melyek igy egymassal versengve phidddkotdni a kilénb6# komplementer
szakaszokhoz. Ezek értelmében, ha egy régido nagyahinyiségben van jelen a klinikai
minta DNS-ben, akkor nagyobb eséllyel fog a normétafazishoz hibridizalni és igy az a
szin fog talsulyba kerulni, amelyikkel a klinikaimtat jeloltik. Az egyes kromoszémaék szin-
aranyait jellemégen digitalis képvizsgalattal elemzik. A CGH légb ebnye, hogy nem
igényel ebzetes ismereteket a vélt daganat citogenetikamnetit illetéen; a technika egyedi
sejt szinten is alkalmazhat6 (28-30). A modszerhas prenatélis diagnosztikdban (31-32),
valamint minimalis rezidualis betegség (MRD) vidsgdkban (33), hatranya azonban, hogy
kiegyensulyozott atrendédéseket nem képes detektalni. Tovabba, a teljesngenéring
képiaszam valtozast (ploiditas) nem képes felismarmlamint a nyereségek és vesztések

hatterében meghuzodo szerkezeti atrebdiezekél sem nydjt részletes informaciot.



Fibre FISH:FISH vizsgalatok soran a legnagyobb ’target-felhehtigy érhet el, hogy a
reakciot specidlis technikaval, kinyujtott DNS swélhajtjdk végre. A kezdeti mddszerek
azonban egye6tlen méret szalakat eredményeztekytsa szalak tomottsége is nagy
valtozatossagot mutatott, igy a szignal terjedelmen feltétlentl allt aranyban a szonda
meéretével (34-35). Szamsteithety (kvantitativ) meérésekhez tehat nagyban uniform,
egyenletesen kinyujtott DNS szalakra volt sziks&gmegoldast a 'molecular-combing’
modszer jelentette (36); a modszer lényege, hogyS{DNartalmazé oldatbdl lassan,
egyenletes sebességgel kihlazott targylemez évégsron egyenletesen kinydjtott és
egymashoz képest parhuzamosan elhelyézkbtlS szalakat fog tartalmazni. Az igy
prepardlt mintan végzett fibre-FISH magas felbamtéekar néhany kilobazis) leliséget
biztosit a genom egyes régidinak térképezesér8gp7-

TOémbdsitett (array) technikalsz array CGH modszernél az egyes kromoszomak helyett

tobb ezer genomidlis részlet van kulén terlletegbelyezve egy chipen, a moédszer igy
tulajdonképpen egy rendkivil magas felbontasu C@Hminta és a referencia DNS
kompetitiv ko-hibridizalasat kovéen az DNS chipet digitalis képelemzéssel értékéetika
hagyomanyos CGH-el megegyen a fesidés aranya nyujt informaciét a minta genomjanak
egyes regioirdl. A modszer nagyele, hogy magas atereSképesség un. high-throughput
eljaras, mely automatizalhaté. A technika felboataskezdeti megabézis nagysagréhdr
napjainkra egészen az 5-10 kb-ig ddptt, $t egyes Un. magas felbontasu array-CGH
modszerek akar 200 bp-régio eltéréseit is képessikélni (39). A felbontassal egylitt a
chipek sirisége is valtozott, mig kezdetben par 10000 klomégkztek teljes genom array-
ket, addig napjainkban t6bb sz&zezer oligonuklesthdét hibridizalnak egy targylemezre.
SNP_(egyedi nukleotid polimorfizmusok) arrag: SNP-k egyedi nukleotidokat eérnt

valtozatok a genomban, szamuk 10 milliora becshiltdetektalasukra kifejlesztett DNS
chipek nagy &riségben tartalmaznak oligonucleotid szakaszokat, mkihos mennyiségben

is. A modszer méas chipes technikakkal szembefinyel, hogy képesek észlelni az
uniparentalis diszémia kovetkeztében kialakuld, meszzetien semleges, heterozigotasag
elvesztéshez (LOH) veZekromoszomalis rendellenességet.

3D-FISH: A kromoszomak térbeli elrendé&tese bizonyitottan 6sszefliggésben van szamos
intracellularis folyamattal, mint példaul a sejtngenialis aktivitasaval, sejtosztodassal
valamint a meiozis, illetve mitézis sordn toxiékromoszoma atrendédésekkel (40-41).
Tovabba a legtobb szévetben a kromoszomak radiiéadeddése korrelal a gétidiséggel
(42-43), ritkan azonban (pl. fibroblaszt) inkdbb kaomoszéma méretével (44). A

kromoszomak térbeli elhelyezkedése nem csupan aakgiritasra lehet hatassal, hanem a

10



kromoszomak akar kdlcsbnhatasba is kerilhetnek agyah ezaltal koordinalva a
génkifejeddést (45). Haromdimenzios FISH vizsgalatokndl ansmjokat fixaljak, hogy a
kilénb6d kromoszéma territoriumok térbeli viszonya ne vattn. A 3D-FISH nagyban
profitalt a modern mikroszkopia (pl. konfokalis) dé®pfeldolgozas vivmanyaibdl (pl.
képélesit, un. dekonvollcios algoritmusokrdekesség, hogy napjainkban mar szamos
olyan in vivo technika is ismeretes, mely |diwet teszi, hogy él sejtek DNS-ét vagy
fehérjéit lathatova tegyuk (46). Az igy létrefowmnégydimenzios technoldgia (4D-FISH),
tulajdonképpen él sejteken végrehajtott 3D-FISH; a fluoreszcens entidiok az S fazis

soran a replikacié kozben épulnek be.

1.1.4 Interfazis FISH (i-FISH) kiértékelése
FISH generalta szignalok vizsgalhatok és értékékhetiramlasi- vagy statikus

citometriaval, tovabba barmely mikroszkoppal, mie@pes fluoreszcenciat észlelni. Azok a
sejtanalitikai technikak, melyek a teljes DNS mdréget képesek detektalni, alkalmasak
atfogd mennyiségi atrend&resek vizsgalatara, azonban vesztéssel vagy gytsgal jaro
minddssze egy-két kromoszomat é&intendellenesség csak nehezen, kiegyensulyozott
atrendeédések pedig egyaltalan nem észlalketEgy kdzelmultban kifejlesztett citometriai
technika (ImageStream) ugyan kombinalja a mikroppkd és az aramlasi citometriai
modszerek le@bb erényeit (vizualizalas + rendkivil nagy sebes6€f), azonban a modszer
egyebre inkabb fenotipizalasra alkalmazhat6 nagy biziggal; az i-FISH alkalmazasa még
nem teljesen koriljart, szerkezeti eltérések észéepedig a 3 dimenzids kép hianyaban meég
modern szondakkal sem megoldott.

A legtdbb labor fluoreszcencia mikroszkopiat alkaiinterfazis FISH kiértékelésére. A
fentiek értelmében ez a technika valasztand6 anileemyszimultdn szerkezeti és szambeli
informaciokra is szikség van egy adott kromoszéimtreabba mozaicizmus vizsgalatoknal,
valamint kiegyensulyozott kromoszoma atrerédiEseknél.

Szambelikromoszéma aberraciok vizsgalatanal barmely, amabrdiszémias allapot
generdalta 2 fluoreszcens szignaltdl dlténintazat természetellenesnek tekinter{térfiak
nemi kromoszomait kivéve). Egyes esetekben (5/13211 és a 14/22) a kromoszOmak
azonban kereszt-hibridizaciét mutatnak, igy amdmaryiezek a kromoszomak centromerikus
szondaval vannak jel6lve, ugy dupla (azaz négypnsei fognak generalni (48). A
szerkezetbeli atrendédések felismerése specifikus, adott kromoszdémarggtérvezett
szondékkal lehetséges. Vesztések (deléciok) esessler(amplifikdciok) esetén a szignal
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hianya, avagy a normalhoz képest sokszoros intsmits mérete (illetve szama) az
abnormalitas jele. Ezeknél a modszereknél azonfamatos egy centromerikus referencia
szonda egyidéjalkalmazasa is, mivel a fenti jelmintazatok ternedgktl fogva aneuszdémia
kovetkezmeényei is lehetnek. A szoveti kérnyezetibdr kihivasokat tamaszt, melyek kozul
talan a legfontosabb, hogy a metszési siknak ned@géel a random elhelyezk&dejtmagok
egy jelends része séril. Az elvesztett tertletekkel elvesmhed genom egyes részei is, ami
rendellenességit fliggéen okozhat alnegativitast, amennyiben a kereseétiteras példaul
triszOmia, vagy alpozitivitast amennyiben a keresdvaltozas példaul delécio (49). A
jelenség, melyet trunkacios hatasnak nevezneknkol technikakkal elkerilhét példaul a
megszokottnédl vastagabb (~20 pm) metszet, valarkamtfokalis mikroszkopia ugyan
megoldja a gondot, azonban ezen eljarasok novetidtaégeket. Egy masik lehetséges méd
a sejtek szoveti kornyezéthiortery elkilonitése, azonban ezzel a modszerrel fontirgesiz
mintazati (helyrajzi) ismereteket veszitink, melgldaul gondot okozhat az egyes
heterogenitasok térbeli eredeztetettségétidiet Utdbbi jelenség kuldndsen a karcinogenezis
vizsgalatanal jelent akadalyt (50).

1.1.5 |-FISH diagnosztikus hatarértékének megallapitasayizsgalt sejtszam
Minden FISH vizsgalatnal sziikségszer pozitivitas azon hatarértéekének megallapitasa,

amely felett a minta valds pozitivhak tekintheAz ehhez szikségszekontroll kisérleteket,
fontos, hogy minden labor maga végezze el, mégrakkba latszélag mindenben (bioldgiai
minta, szonda, laboratoriumi eszkoztar, kiértekedesalkalmazott rmiszer) egyezik az
alkalmazas egy mas munkacsoport altal végzettetehia laborok kodzotti variabilitas akar
jelents is lehet (51). A hatarérték megallapitasara szaetfmgadott szamitas ismeretes;
taldn az egyik legelterjedtebb, amikor az atlaguaitkai alpozitivitast kiterjesztik a széras
kétszeresével (FP+2SD) (52). Amennyiben szambeabkrédek vizsgalatara 1 szondat
alkalmazunk, ugy a hatarérték a leggyakrabban 5-k6% esik, azonban tovabbi szondak
alkalmazasa jeletisen csokkentheti az alpozitivitast s ez altal adngatéket is. Szerkezeti
eltérések vizsgalatanal szintén szamos kortlméfohydesolhatja a diagnosztikus hatarértéket,
ugymint a transzlokacids régiok térbeli egymasralilese miatt adott alpozitiv fazios
szignalja (un. random kolokalizacio); az aspecHikalek, vagy éppen az alacsony jel-zaj
arany. Altalanossagban elmondhat6, hogy minél dsttebb egy szonda készlet annal

alacsonyabb az alpozitivitasa, viszont annédl mdiasa alnegativitdsa. A megéllapitas alol
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azonban léteznek kivételek, példaul jetsnbefolyasolo tényéza pozitiv sejt definicio, azaz,
hogy mely mintdzato(ka)t tekintlink pozitivnak.

A kiértékelés egyik jeleris tényedje az eredmények értelmezése, statisztikai elemzése
Ehhez elengedhetetlen megféleskzamu esemény (sejt) vizsgalata. A FISH vizsgklatman
kiértékelt sejtek mennyisédérszamos ajanlas tesz emlités; az értékélesgjtek szama
minden esetben az alkalmazas jellébigg. Az Eurdpai Citogenetikusok Tarsasaga (ECA)
ajanlasa alapjan példaul a prenatalis aneuploidisgalat esetében legalabb 30 sejt
ertékelend, mig mozaikossag, valamint hematologiai vagy oodfiali betegségek esetén
minimum 100 sejt vizsgalando (53). Egyes ajanlasakint példaul az Amerikai
Orvosgenetikai  Kollégium (ACMG), iranymutatdsa $zer rendellenes populéciok
kimutatasandl egyedi — a binomialis eloszlas stieriszamitassal kell meghatarozni az adott
mintara vonatkozo legkisebb vizsgalando sejtszdbwt A gyakorlat rendkivil valtozatos e
tekintetben is, azonban a statisztikai elemzésrekédh laboratoriumok altalaban 150-200
sejtet vizsgalnak mintanként. Osszességében askgkimértékben szilkséges vizsgalt sejtek
szdma, s még inkabb a diagnosztikus hatarérték llapigasa napjainkban még mindig
megegyezes nelkdli, s nem ritkdn Kerllt téma. Utdhgeldazza, hogy a Klinikai
Citogenetikusok Szervezete (ACC Egyesult Kiralysi@élg) vonatkozdé némely ajanlasa még

emlitést sem tesz e tényed (55).

1.2 Automatizalt fénymikroszképia alkalmazasa intesfaziFISH

kiértékelésénél — részleges és teljes automatizacio

1.2.1 Torténeti attekintés, altalanos elvek
Bar az i-FISH vizsgalatokkal kapcsolatban, napjaark még mindig a manualis

kiértékelés az uralkodd eljaras, a modszer szansosert hatrannyal bir: alacsony
pozitivitdsnal (pl. kering tumorsejtek, minimalis rezidudlis betegség) stéikiai okokbol
meg kell emelni a vizsgalt sejtszamot, szikségsrefokozva ezzel a raforditand®ids;
(ii) szélseges értekeknél a kiértékadlfogultsaga torzithatja az eredményeket, melggk i
alul- vagy felulértékéldhetnek. Az allandéo miésédi kiertékelési teljesitmény egyik

legnagyobb ellensége az emberi Gitélpesség egyhangu helyzetben tértéisztonos
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uniformitasba hajlasa. Egyes tanulmanyok saaek megfigyelései szerint akar ugyanazon
értékeb mas eredményeket ad reggel, mint ask@Slutani 6rakban; ahogyar a faradtsag,
ugy csokken széiséges mintazatok gyakorisdga, s Ug§ a szokvanyos, varhato
diagndzisok szama (56). A standardizaciot tovabitenti a FISH nagymeértékvizsgalok
(57), illetve laboratériumok (68) kozotti variabdsa. Szamos egyéb technikai gond
nehezitheti még a kiértékelést. Transzlokaciok ébset alkalmazott flzids szondaknal
példaul kulén nehézséget jelent annak megallapité@deortol tekintend az észlelt
szinkombinacio faziés jelnek. Elméletileg, minékdstettebb egy szonda készlet, altalaban
annal pontosabb eredményt adhat; mivel azonbamtaeimlitett tényeik is emelkedett
mértékben nyilvdnulnak meg, igy ez még sincs mifglyg

Osszességében a manudlis FISH vizsgalat faradéagdsgényes proceddra, melyhez, a
minta mirbségédl és az alkalmazastol fuggn, akar 2 magasan képzett, tapasztalt személyre
is szikség lehet. Mindezek tukrében talan nem méglaogy a FISH kifejlesztését
mindbdssze par év lemaradassal kdvette a kuldnliélz vagy teljes automata rendszerek
fejlesztése.

Az el probalkozasok kozleményei a '90-es évek elejéregpgédn még sajat fejlesztiés
software-ekkel  Uzemeltetett, javarészt szintén tsajéejlesztéd mikroszkdpos
munkaallomésokon végzett kisérletdkszamoltak be. Az ekkor még kiforratlan tertleten
zajlodo kisérletek rendkivil nagy figyelmet fordigd optikai, statisztikai és legféppen
digitalis topoldgiai kérdésekre. Szamos tanulmaesnra manualis kiértékeléssel hasonlitja
0ssze az automata rendszert ekkor még, hanem umpyanendszeren belil tdbb, egymastol
lényegesen eltdr matematikai morfoldégiai megkdzelités eredményestségzsgaljak
sejtmagok, illetve a jelek, stb. felismerésére. alaptaciot (és standardizaciot) nehezitette,
hogy ez idben még nem (vagy csak kis szamban) léteztek kedegki forgalomban
kaphatd, széles korben elterjedt FISH szonda kekzlezaz a legtdbb munkacsoport sajat
maga edallitott szondakkal dolgozott. Korllbelil egy éwik telt el mire megjelentek a
kereskedelmi forgalomban kaphat6 készletek és mk@pos rendszerek. A kdzlemények
ekkorra mar inkabb szarmaztak biologusok, orvostklabdl”, mintsem fizikusok vagy
éppen matematikusokébol. Ugyan a rutin alkalmazdatdizsgalata kezdetietrbe kertlni,

a technika tovabbra is lassan nyert teret, melgngdget elssorban a viszonylag magas
kezdeti koltségek valamint a mddszer dsszetettskgeta.

Az irodalomban az elmult 20 évben fellelhatozlemények doit tobbsége (~80%)
citolégiai preparatumokon végzet kisérletdlazamol be, mig a széveti kornyezetben végzett

tanulmanyok viszonylag ritkak. A felhasznalt DNSoisdak valtozatosak; altalanossagban
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elmondhat6 az elmult 20 év kutatasi eredmeényeyefembe véve, hogy a CEP vs. LSI arany
megkozelibleg 60:40%. Ez az arany a '90-es években nagyolibmég napjainkban egyre
inkdbb kiegyenliddni latszik. Ennek & oka, hogy mig 15-20 évvel e#dl megbizhatéan
robusztus szignalt (mely ugyanolyan fontos az aat@alt kiértékelésnél, mint a
manualisndl) leginkabb centromerikus szondakkaletkth eballitani, addig mara kozel
hasonlé eredményt lehet elérni I6kusz specifikusmdakkal.

A miszerek tekintetében szintén nagyon nagy a valtezatp alapvéen mégis
elmondhat0, hogy a rendszerek tobbsége fluoreszcemkroszképra épil, mig viszonylag
ritkabban alkalmaznak konfokalis lézer-pasztazo rasikkopot illetve lézer-pasztazo
citométert (az automatizalt FISH analizishez szii&séntiszerezettséget részletesebben Id.
késsbb, a 1.2.2. és 1.2.3 alfejezetekben).

A kiértekelésnél a vizsgalat sebességére kihatik dggfobb tényesd a vizsgalt sejtek
szama; ez még azon rendszerekre is igaz melyeleladgphogy elszor a megfelél
észleléshez szikséges minimalds morfometriai paeaeke gyijtéese mellett mintegy
elopasztazza a mintat, majd ad slzelekciét kovéten Ujabb részletes pasztazast hajt végre
(69). A manudlis kiértékeléssel szemben, véglesetben (rendkivil kis pozitivitas, vagy
negativitas), a statisztikai megbizhatésaghoz sgés nagy mennyiségejtek vizsgalata
sem jelent problémét. Az irodalomban fellethéanulmanyokban k6zdolt sejtszamok széles
skalan mozognak. Altalanossagban azonban elmondhag$ a technika fejtiésével egyitt
nott a vizsgalt sejtek szama. Mig a '90-es évek plegy par ezres vizsgalat (mely adott
esetben csak kis statisztikai plusz ismerettelggtbh manudlis vizsgalathoz képest) jedent
mértékkel megndvelte a vizsgalatbtdaddig napjainkban ez csak részben igaz, tovaidga
fontosabb, hogy a jelenlegi szamitégépes technigheth sokkal gyorsabba valt az adatok
kiértekelése is.

A sejtenkénti vizsgalati il (sec/sejt) nagyon széles skalan mozog a szakodien
(~0.18-406 sec), az egyes tanulmanyokban rdadaduranem egyértelin, pontosan mit is
értenek a vizsgaldédas idején. Vannak munkacsopontaiyek kizardlag a pasztazasbtid
veszik figyelembe majd ezt osztjak vissza a viasgdjtek szamaval (60), vannak melyek a
kiértékelést is, vagy éppen a manualis verifikdlgadieleszamoljak. Annak ellenére, hogy az
egyes tanulmanyokban nagyon eitéaz automatizalt vizsgalati sebesség értelmezése,
altalanossagban elmondhaté, hogy a technikédégiével a sebesség folyamatosan novekszik,
és napjainkban sok esetben mar nem hogy elérinthameg is haladja a manualis kiértékelés
sebességét. Az automatizacié meértéke az irodalatdl&dlapjan a technika féfésével és a

benne rejpp lehetségek felfedezésével fokozatosajttnEleinte példaul nem volt szikség

15



automatizalt filterfoglalatra, hiszen a kezdeti HISizsgalatok altalaban egy, esetleg két
szondaval dolgoztak, melyet csupan egiyréalkalmazésaval lehetett észlelni. A gépesités
mértékére utald irodalmi némenklatira azonban ngyértelmi. Egyes kdzlemények teljes
meértéki gépi analizisil szamolnak be s a folyamat valoban Ella manualis beavatkozast
(61), mig masok — annak ellenére, hogy atfogdéaonaatizaltnak nevezik a vizsgalatukat -
csupan egyes elemeit automatizaljak a teljes folyaek (62). Utébbiak k6zé sorolhatok
olyan tanulmanyok, ahol a ntiségileg nem kivanatos elemek szelektiv kizarasauéiasan
torténik (63), vagy ahol az analizis ugyan autonddtti azonban egy kordbban manualisan
ellervrzott magas migsédi terileten zajlik (64). Masok autofokusz nélkilindszerél
szamoltak be (65) (autofékusz nélkil sok targylemgymast kovét pasztazasa és analizise
gyakorlatilag lehetetlen). Megint csak masok ,misslie” arra hasznaljak a motorizalt,
erzekebvel ellatott mikroszkopot, hogy nagy mennyigégejtszinti digitalis felvételt
készitsenek, majd azokat a szamitégép monitorateksakak, értékelik (62). A fél-
automatizalt vizsgalatok egyik altalanos formajagy a rendszer a leltetegmagasabb
szenzitivitdsra van beallitva, - akkor is, ha eattdsetben alacsony specificitassal jar egyitt
-, a sejtvesztések (alnegativok) minimalizalasakéten; a digitalis dokumentumon azutan a
kezeb végez manualis, vagy jol definialhato eltérésestas fél-automatizalt un. kapuzasi
szelekciot (57). Egy masik gyakori fél-automatizalbdszer az egyes sejtek automatizalt
fenotipizaldsa, majd konszekutiv manualis vagy riértékben automatizalt genotipizalasa
(66-68).

Barmilyen mértél is a folyamat gépiesitése, a legtobb esetben midbpen €nnyel
jar, azonban az olykor kovetkezetlen nomenklatieadkivil megneheziti az egyes
tanulmanyok altal vazolt gépiesitett folyamatok zébmsonlitdsat, azok Klinikai

relevanciajanak mérlegeléseét.

1.2.2 Eléprogramozott és programozhato rendszerek
Napjainkban alapvéen 2 tipusu rendszer létezik: adpbgramozott, csak kis részben

valtoztathat6 és a felhasznalo altal gyakorlatillges mértékben programozhaté rendszerek.
El6bbiek ebnye az azonnali alkalmazhatosag és a kérkezelés, azonban hatranyuk, hogy
minden egyes Uj Klinikai alkalmazashoz Gjabb szsftinegvasarlasa szikséges, raadasul
folyamatos szerviz-kapcsolatra van szikség az a@aqgpt; tovabbi hatrany, hogy azed
meghatarozott gépi vizsgaldédas kis mozgasteret wdtdsi célokhoz. A programozhato
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rendszerek hatranya azoptogramozottakkal szemben, hogy a belizemelés egprwlag
lassan emelkddtanulasi gorbével jar egylitt. Ez az ismeret azoribkégbbi Ujabb és Ujabb
alkalmazasok soran dsszehasonlithatatlanul nagkatdiasi mozgasteret biztosit, lévén a
felhasznal6 sok szaz paraméter kozil valaszthkgétiee mind a pasztazassal, kép felvétellel,
valamint a digitalis analizissel kapcsolatos mktatieallitasat, tovabba a kulonlsoz
szarmaztatott (derivalt) algoritmusokat. Az ilyépusu rendszereknél alap$en minden Uj
alkalmazas esetében egy un. ’betanitasi’ (trainfag)ssal kezédik a rendszer beallitasa
(megjegyzés: az didleges betanitast gyartas soran a¥prelgramozott rendszereken is
elvégzik, azonban ez kisb nem, vagy csak részben modosithato). A traildingege, hogy

a lehet legjobb magszegmentdlas valamint jelfelismeréseléden a felhasznald
mintegy 'megtanitja’ a szoftvert az alapvehorfometriai feltételekre. Fontos megjegyezni,
hogy mint minden alkalmazasfuggparaméter-beallitasra érzékeny rendszernél, itt is
lehet'ség van korabbi, hasonlé bioldgiai alkalmazasokrar tikisérletezett paraméter-
készletek mintegy kiinduldsi alapul vételére. Minébb korabban finomhangolt beallitast
tartalmaz a rendszer, annal révidebb a kezdetiitishlids. lgaz ugyan, hogy még azonos
alkalmazasok kozott is jelgis variabilitas figyelhét meg, az alkalmazas specifikus
finomhangolas tehat elengedhetetlen. Ha a traimmepfeleb érzékenység sejtmag és
jelfelismerést eredményezett, a valds vizsgalat keegdese ékt szikséges minden a
vizsgalatot érirt egyéb korlilmény pontos definialdsa is. llyenekd@el a kamera és a
mikroszkop (pl. targylencse, @dk) vegs$ beallitasai, a képfelvétel alatt és a digitalis
képfeldolgozas soran alkalmazand6 algoritmusok,amait a szamitégép monitoran
megjeled kilonboz tajékoztatok, tartalmi valamint ergondmia elrerédez Fontos
megjegyezni, hogy napjaink szamitogépeinek naggsitiénye ellenére még mindig nagy
hatassal van a vizsgalat sebességére a pasztalaivi&eg soran egyedi sejt szinten tarolt
nyers morfometriai adatok mennyisége. A feleslegésisek elvégzése és az abbol szarmazo
adatok egyedi sejt szintarolasa a kébbi szelektiv analizist is jelgig mértékben lassitja
(az automatizaciorol és annak egyes Iépéseit tésele Id. kovetkdralfejezetben).

Legyen az dreprogramozott vagy programozhatd eszkdz, egy aativait FISH
kiértékelésre alkalmas rendszernek tartalmazni& keégbizhaté, homogén fényforrast,
fluoreszcencia mikroszkép esetén specifikugrd&keszletet, megfeléltargylencseket, nagy
felbontasu kamerat és egy nagy teljesitniénsgzamitogépet melyen egy digitalis
képfeldolgozasra valamint digitalis sejtanalitike@sgalatokra alkalmas szoftver fut.
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1.2.3 Automatizalt analizis fébb |épései és azokhoz sziikségesismerezettség

(1) Pasztazas, digitalizalas

A targylemez pasztazasahoz elengedhetetlen egpfoBD mozgasokra (mikrométeres
lépték) képes targyasztal, melyet a szamitogeprekze legtébb munkaallomas tébb (8-10)
targylemez befogadasara képeg, aapjainkban egyre inkabb elterjedni latszik karadbb
100 lemez befogadaséara képes un. lemez-adagoldie-{ekeder) alkalmazasa (69). Ugyan
els hallasra a ,minél tdbb, annal jobb” elv latszik&myesilni, fontos megjegyezni, hogy a
gyakorlatban t6bbszori allasvaltas gyudjtépont eélddist eredményezhet. Utobbi annak
ellenére is bekovetkezhet, hogy un. referenciagpgantot minden egyes allashoz megad a
felnasznalé (a folyamat tovabbi részleteit, Id..3.4lfejezet/automatizalt 'kiértékelés’). A
pasztazd képfelvétel soran tehét fontos, hogy @lefeivégig fokuszban legyen, emellett
azonban elengedhetetlen a megtelelssséd, térben és igben egyenletes fényforras.
Utbbbit a legtdbb esetben még mindig higaseyimpa (Un. HBO lampa) segitségével érik el,
mely viszonylag olcsé, azonban nem (vagy csak &j#s nehézségek aran) képes
tokéletesen homogén fényintenzitast biztositaniallba élettartama is viszonylag rovid
(altaldaban 200-300 ¢6ra). Tovabbi zavaré tédyehogy viszonylag hangos, valamint
mikodése soran nagyoh general. Napjaink modern fényforrasai kézé saidk a
kilonbosd vilagitdé diodak (LED) elvére épdil technoldgiak, valamint egy 0j moédszer,
melynek alapja egy optikai szalakkal teli vezetelyen keresztil vezetett fény kalibracio
nélkil is tokéletesen homogén,oen is csupan rendkivil kismértékben ingadozé fényt
biztosit (X-Cite) (70). A modszer tovabbiéalye, hogy akar 5-10x tartésabb, mint a HBO
lampak, alkalmazédsa sordn sem elektronikai zajf) sezgést vagy ¢t nem kozvetit a
mikroszkop felé, hatranyuk azonban, hogy jelenleggmiszonylag koéltségesek. Végil a
lézer féenyforrasok ugyan valdos monokromatikus fdmytsatanak ki €s az 6sszes technika
kozil a legefsebb megvilagitast teszik lete€, azonban szintén koltségesek, ezért
leginkabb csupan a nagy komplexitasi mikroszképeshrikdkban (pl. konfokalis
mikroszkopia, teljes bedsvisszavefdédi fluoreszcencia mikroszképia [TIRFM]) kerllnek
alkalmazasra.

A megfeleb targylencse kivalasztasa megalkuvast igérdédntés. A nagyobb nagyitas
(60x, 100x) ugyan novelheti az érzékelés pontossamgonban nagymértékben lassitja
targylemez pasztazasat. Az irodalmi adatok szeritdggyakrabban alkalmazott nagyitas a
40x, ill. a 100x; ezzel a 2 targylencsével késaiteddig kozolt tanulmanyok ~60%. A

nagyitas meértéken kivil tovabbi rendkivil fontoljilbnsaga a hasznalt targylencsének a
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numerikus apertdra (NA). Roviden, minél nagyobb &gcse numerikus apertiraja, annal
nagyobb a fénydijté képessége, kdvetkezésképpen annal tobb, a getjdhzdrokrém altal
emittalt (kibocsatott) fényt képes befogadni. A ldAelbontast is meghatarozza: példaul egy
60x és egy 100x nagyitasu targylencse, melyekneaaz 1.4 a NA-juk, ugyanolyan
meértéki felbontast biztosit, utdbbi raadasul fakdbb [&).(

A masik oldalon azonban a numerikus apertira néeegkl parhuzamosan csokken a
mélységélesség (Depth Of Field — DOF), azaz azséjgssiktol az elfogadhatd élesség
hataraig terjed — a targy X,Y sikjara mékeges — Z tartomany. EBbviszont az kdvetkezik,
hogy magas NA-val ugyan kivalo felbontast érhetéhkazonban egy bizonyos szint felett
elengedhetetlen a réteges mintavétel.

Az érzékeb (kamera) megvalasztasa szintén rendkivil fontossdele a legelterjedtebb
eszk6zOok a 'toltés-csatolt eszkdz’ (charge coupledce - CCD) kamerak. A CCD kamerak
képesek analdg jelek tovabbitasara, s egy fényényéklkotéelemmel a fény elektronikus
jellé alakitasara. Léteznek fekete-fehér illetvdneg érzékék is. A szines kamerak
felgyorsitjak a vizsgalatot, azonban mivel napjaBrk egyre elterjedtebb a soksSziRISH
alkalmazasa és a kereskedelmi forgalomban kaphaiésks csak korlatozott szamda,
spektralisan elkulondl hullamhosszon képesek fényt atereszteni (altalabagfestées + 2
csatorna) automatizaltan allithato filterfoglalatrandenképpen szikség van. A megielel
kamera kivalasztdsa rendkivil nagy koriltekint@ginyel, hiszen az eszktznek szamos
ismérvnek kell megfelelnie. Az alabbiakban a telggsigénye nélkil kétf nagy gyakorlati
jelentsédit emlitiink ezek kézdl.

Az egyik legfontosabb tulajdonsag, a kamera éragdége, vagy mas névéwvantum-
hatékonysadgdQE). Ez hatarozza meg, hogy az érz&Keto-reaktiv fellletét & fotonok
hany szazalékban generalnak detektalhato elektetnéktulajdonsag nagyban fligg a fény
hullamhosszatél (Iévén az nagyban befolyasolja merggaszintet); az elméleti tokéletes
szazaléktdl ez az érték alig marad el (akar 90%ittfelvords tartomanyban, azonban kék
fénynél drasztikusan lecsokkenhet. Egy masik fonjgemz a kiolvasasi sebesség
(mértékegysége: MHz) azt hatarozza meg, hogy aseemdmilyen gyorsan képes az
0sszegyjtott elektronokat digitalizalni. Mivel FISH vizs@gok altalaban (nem mindig)
statikus mintara iranyulnak, ez az érték lehetonyiag alacsony, mart csak azért is, mert a
kiolvasasi sebesség novelésével egyenes aranylmatignmb a kiolvasott zaj mennyisége is.
Ha tobb beallitasi lehéség van (10 MHz — 20 MHz) a FISH vizsgalat sorddegesebb az
alacsonyabb sebességet valasztani. E dolgozaekenglyan meghaladja tovabbi téngkz

részletezése, azonban megemlitendogy fontos szerepe van a fentiek mellett az un.

19



dinamikus tartomanynak (mely a kamera azon képésdgfarozza meg, hogy mennyire
képes érzékelni a minta intenzitasbeli kilonbsggwvdbba a kamera pixel mérete (mely
jellemzire altalanossagban igaz, hogy minél kisebb gen@niggzletet vizualizal az altalunk

hasznalt DNS szonda, annal kisebb pixel niékatmeraval érdemes dolgozni (~6-10 um).

A specifikus s#rok kivalasztasa nem kevésbé kritikus mozzanat. Aeszézinkéf
gerjeszb szir6k novelik a fluoreszcens jel &ségeét, hiszen ezaltal tobb foton gerjeszti a
szonda fluorokromijait, azonban tul széles spektesetén, mas, nem specifikus fluorkromok
is gerjedhetnek, tovabba a tulzott foton mennyiségeli a zajt is. Tovabbi gondot jelent a
tulzott foton mennyiség esetleges fakitd hatasazik szinkém gerjeszé szirok ugyan kis
eséllyel gerjesztenek aspecifikus fluorokromokat aésnintat sem terhelik talzott foton
mennyiséggel, azonban amennyiben a szinkép ftiK, sz mintarél kibocsatott fotonok
mennyisége annyira lecsokken, hogy ez mar csokkarahel-zaj aranyt. (A kérdést gyakran
nagyon nehéz megoldani és kilonleges esetekbegyalen méd, a lehétlegpontosabban
kiszamitani a minta fluorokrém tartalmat, hogy apilis mennyiséy (és mirbsédi) fotonnal
tudjuk gerjeszteni azokat (71).) A gerjgs®&Zirok mellett fontos az emissziés (tehat a
mintarol kibocsatodo fényt medssd) filterek tulajdonsagainak figyelembevétele is.
Altalanossagban igaz, hogy amennyiben eredetilegfete® sziron keresztil gerjesztettiik a
mintankat, minél szélesebb szinképz emisszidos §rénk, annal nagyobb FISH jelet tud
észlelni a kamera fényérzékeny felllete. A zajranfan itt is figyelni kell, tovabba egyes
ritka esetekben a nagyon széles hullamhossz tampm#g specifikus gerjesztésnél is
gyijthet aspecifikus, mas fluorokromrél szarmazé folaat.

A fent emlitett képfakulasi jelenség (photobleaghiminimalizilasa érdekében fontos
lehet a sfirok altal a mintara engedett gerjgsZény karakterisztikgjat (pl. hullamhossz)
figyelembe venni a tbbbszords fluorokromal jeldlintak konszekutiv, tdbb csatornaban
tortérd pasztazasanal. A rovidebb hullamhosszu fény ndgyedergiaju, igy nagyobb
mértékben fakitja a mintat, ezért érdemes mindiggyobb hulldmhosszu fluorokrémok (pl.
voros tartomany) detektalasaval kezdeni az antligs Ugy haladni az egyre rovidebb

hullamhossz felé (71).

(2) Digitalizalt adatok kiértékelése

A munkaallomast iranyité software a targyasztaldmilk vezérli a s#rovaltast, a
megVilagitasi (expozicios) atl képet tarol a vizsgalati elemékrobjektumokrdl), melyek
galéridban megjelenithid. Fontos, hogy a rendszer egyedi sejt sziphraméterg§jtést

végez, igy a vizsgalati elemek a &ésiekben tetsleges szempontok szerint szelektalhatok,
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akar tobb lépasben is. A képek felvétele kdzben elengedhetetlgitalis képfeldolgozas
szamos digitalis topoldgiai megoldasra épiilhetalaiossagban a FISH reakciobdl szarmazo
megfeleb informacié kinyerése két részre bonthatd: sejtrsaggmentacié és jelfelismerés
(megjegyzend, hogy egyes esetekben az delepés akar el is hagyhatd). Az egyik
leggyakoribb és legalapvdtb eljaras mind magszegmentalasra mind jelészéelézr un.
szlrke szint kiszobdlés (gray-level thresholditgfhbbi esetében az egyik legalkalmasabb
és altalanosan alkalmazott eljards az un. topraaszformacio, mely egyfajta feluletaterészt
szirének tekinthet, mivel a kép nagy frekvencias 6sszéfgvrészleteit engedi at (72). A
szegmentalas legelterjedtebb és mégis talan leghdtabb mddszere az un. watershed
transzforméacié. Ez az algoritmus a képet topologgtiletként értelmezi, ahol az egyes
elemek intenzitasuk (&sseguk) alapjanihnek ki a kevésbé intenzivebb tertlet@kbA
folyamat lényege azon alapszik, hogy addig novehulokalis minimumok altal elfoglalt
terlletek nagysagat, mig azok 6ssze nem érnekNii&! a topoldgiai ‘'magassagot’ az adott
terlilet szirke arnyalata (esége) hatarozza meg, a legintenzivebb tertlegpkafokitinni

a 'tjat elond vizbol' (innen az eljaras elnevezése). A nukleusz vaténai jelek helyes
felismeréséhez szamos tovabbi feltétel meglétesegjds; az elengedhetetlen morfometriai
paraméterekhez tartoz0 méret, forma és intenZigésg)k paraméter-csoportokba
sorolhatok.

A képfeldolgozas tekintetében a legtébb mddszealmiaz kilonféle képmiiseg javito
algoritmusokat, melyek legbb célja a miiségi (kvalitativ) maszkolas, élesités valamint
hattérkorrekcio és zajgees. Az akar tobb tucat képfeldolgozo algoritmusmiszetesen
szadmtalan szekvencidban médosithatja a nyers képet.

A megfeleb minésédi digitalis allomanyok (fajl-ok) célirAnyos szele@@hoz, az
automatizalt analizis eredményének esetleges manuélifikdlasahoz sokrét meégis a
lehet legjobban atlathato, felhasznalobarat, tobb ablektalmazo dpanel sziikséges. Ez a
szilkséges halmazabrakat, de emellett tartalmatfogtbavagy részletesebb sematikus képet
a targylemezi, valamint az azon érzékelt sejtes elenmiekAz automatizalt mikroszkopos
rendszerek, kulonds tekintettel a modularis mun@a@sokra, kiterjedt paraméter beallitasi
lehetséget kinalnak, melyeknek koszortiest napjainkban az egyre fejlettebb
szamitdgépeket is figyelembe véve a képalkotd rejtika vizsgalddasi lehéségei szinte
szamolhatatlanok.

Az automatizalt fénymikroszkopiat is magaban faglédrgylemez alapu képalkoto-

sejtanalitikanapjainkra kilon tudomanyaggatte ki magat.
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1.3 Hugyhélyagrak

1.3.1 Epidemioldgia, klasszifikacio
A hugyhdlyagrak heterogén entitas, melynek lefalyés végs kimenetele széles skalan

mozog. A spektrum egyik végén megtalalhato joleddhcialt, korai stadiumu elvaltozasok,

melyek alacsony progresszivitasi hajlamot mutatriazdeti endoszkopos kezelés, majd
utdnkovetés mellett csak ritkdn veszélyeztetik c@grés életét. A skala masik végén talalhato
differencialatlan, magas gradusugrehaladott patoldgias stadiumu tumorok ezzel szembe
nehezen kezelh@t és nagy szazalékban védnek haléllal (74).

El6fordulaséat tekintve a hugyholyagrak a nyugati \bkg a férfiak negyedik, adk
hetedik leggyakoribb rakos megbetegedése (75)fokelulasi gyakorisaga ak kdrében
Iényegesen ritkabb - harmada, negyede - a férflalpasztalt mérteknél; terhességen atesett
noknél a gyakorisag tovabb csotkken (76). 2008-badgsiterte tobb mint 385 000 U] beteget
regisztraltak, s ugyanebben az évben tébb mint0DBObeteg vesztette életét hugyhdlyagrak
kovetkeztében. A terlleti eloszlas nem egyenletesinzetkdzi O6sszehasonlitasban a
gyakorisag akar tizennégyszeres kilonbsége is ztgthato. Leggyakrabban Eurépaban és
Eszak-Amerikaban fordul &(75). Az atlag halalozasi rata 2-10 halaleset0.Q00 & / év. A
diagnozis idpontjdban az atlag életkor 65-70 év (76).

A holyagtumoroknak jél ismert és jeléstkornyezeti kockézati tény&@zvannak, melyek
kozott el$sorban a dohanyzas emliténd@7). E karos szenvedély koroki szerepe bizortyitot
2-4x noveli a betegség kialakulasanak valdssatgét; a hugyhdlyagrakos betegek 30-50%-a
dohanyos. Erdekesség, hogy a leszokas ugyan cdbkkakot (a leszokastol szamitott 4.
évisl a kockdzat 30%-t, a 25. éVtpedig tobb mint 60%-t csokken) a soha nem dohékyz
szintjet azonban tébbé nem fogja elérni. A masddifontosabb kockazati tényiza
foglalkozaskori hatasok jelentik, melyek — egye&nseetések szerint — az dsszes holyagrak
mintegy 20%-ért felélsek. A gumi-, illetve festékiparban hasznalatosv&® aminok (pl.
benzidin, 2-naftilamin, 4-aminobifenil, o-toluidin,4-kloro-o-toluidin), valamint az
aluminium- és, a széniparban hasznalt policikliemsmas szénhidrogén vegyiletek mind
bizonyitottan novelik a holyagrak kialakulasanakosainiségét. Tovabbi emelt kockazatot
jelent foglalkozdsok a feét mézold, valamint a fodrasz. Egyéb kornyezeti kacki
tényednek tekinthed az idult hagyati fedzés, valamint egyes tanulmanyok szerint a
dulmirigy tumorok kezelésénél alkalmazott sugaperd78). Kulon kérnyezeti tenyékent
emlithet a vérmeétely (Schistosoma haematobium}fers, vagy schistosomiasis (mas néven

bilharziozis), mely elésorban Eszak-Afrika és a Kozel-Kelet dntozésesldtsii érinti. A
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vérmétely altal okozott gyulladas gyakran vezet +@&meneti sejtes tipusi (NTCC)
hagyholyagrakhoz. A familiaris tipusu hélyagtumaszonylag ritka (75-77), azonban az
egyenesagi rokonsagban némileg emelkedett kockérg®s figyelheth) meg.

Az 6sszes hugyholyagrak tébb mint 90%-a Uun. atmesegies karcinoma (Transitional Cell
Carcinoma — TCC), 5% lapham rak és 1%-a adenolkaran(78). A TCC-k hisztopatoldgiai
gradalasa az Egészségugyi Vilagszervezet (WHO) 163 elfogadott klasszifikacios
rendszere szerint grade 1-3, ahol a fokozat ardiffdaltsagra, a daganatszovet sejtdussagara
ill. a mitdézis szamara utal. Ezt a rendszert vdi#ttta meg a WHO és az International Society
of Urological Pathology (ISUP) megegyezéses, 198-lfogadott klasszifikacidja, melyet
végul 2004-ben kismértékben Ujbdl valtozattak. Agfliesebb dokumentum a
hagyholyagdaganatokat négy dsoportba osztja: papilloma, papillary urothefiabplasm of
low malignant potential (PULMP), low grade carcirmis high grade carcinoma (79). Ezt a
klasszifikaciét azonban szamos kritika érte, tobk&kott: (i) a koradbbiakhoz képest nem
eredményezett Iényegi javulast, kilonos tekintettereprodukalhatésag tekintetében az
alacsony gradusu tumoroknal (80-81), (ii) invaziumbrok esetében prognosztikai
hasznalhatésaga a besorolasnak csekély (82). Mb, tdemrégen a Nemzetkozi
Hugyholyagrak Csoport (IBCG) hivatalos ajanlasabléivanyozza, hogy mind az 1973 mind
az 1998 klasszifikaci6 maradjon érvényben és hdathain, amig a kébbi besorolassal
kapcsolatban nem készllnek nagy kiterjédkbnikai hatékonysag hitelesit(validacios)
vizsgalatok (78). Mindezen kérilményeket figyelenwdwe vizsgalataink soran — melyeket
2005-ben kezdtiink meg - étorban az eredeti (és a mai napig legelterjedt&ldb} gradus
beosztast alkalmaztuk (lasd 'Anyag é€s modszer'zégje A hélyagtumorok kérszovettani
stadiumbeosztasa tovabbra is a TNM (Tumor-Node-8asis system) beosztast koveti (2.

abra, 1 tablazat).
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Hugyvezebk

Muscularis
propria
Lamina 2
propria ey
Perivezikalis
zsirréteg
Urotélium
Kornye®
Hugycs szervek

2. Abra: A kilénbdd stadiuma hugyhodlyagtumorok elhelyezkedése a holyag

falaban

pTa |Non invaziv papillaris carcinoma

pTis |Carcinoma in situ (lapos tumor)

pT1 |A tumor atterjedt a subepithelialis k8zovetre

pT2 | A tumor infiltralja az izomszovetet

pT2a |A tumor infiltralja a (bels) fellletes izomréteget

pT2b | A tumor infiltralja a (kul$) mély izomréteget

pT3 | A perivesicalis (zsir)szoveteket is infiltréljawartor

pT3a |Mikroszkopos perivesicalis tumoros infiltracio

pT3b | Makroszképos perivesicalis tumoros infiltracid
A prosztatara, vesicula seminalisokrapkmél vaginaral

pT4 |[uterusra, mindkét nemnél a hasfalra, illetve meefahc
terjedd tumor

pT4a |A tumor a prostatara, vaginara, uterusra terjed

pT4b |A tumor a medencefalra, hasfalra terjed

1. tAbldzat:Hugyhdlyagtumorok egyes stadiumainak meghatarozasa
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Az Osszes atmeneti sejtes karcinoma ~70%-a Unedmiplis vagy fellletes nem izom
invaziv rak (Ta, T1 ill. Tis stadiumok), mely tunodr 50-70%-a azonban ddel kidjul és
ezek korulbelll 10-20%-a kélsb izominvaziv betegséggé fajik. Azt ebrevetiteni, hogy
mely betegeknél fog a fellletes daganat a hoélyagosz faldba, vagy azon tul fégni,
tovabbra is nagy diagnosztikai kihivas, a tumodgsa azonban komoly befolyasolé tényez
A ol differencialt és egyben Ta stadiumd tumordkk&d betegek 15 éves progresszio-
mentes tulélés esélye eléri a 95%-ot, mig tumociBpes halalozdssal gyakorlatilag nem kell
szamolni. A differencialatlan, Ta stadiumu holyaggiaatok esetében progresszio-mentes
tulélés esélye 61% mig a tumor specifikus tulélé®szinisége 74%; azonban ugyanezen
értékek T1 betegeknél 44% ill. 62%. Mindez arreeigyed kovetkeztetni, hogy a lamina
propria invazidja szintén meghatarozo jetsédi prognosztikai tényévlehet.

Klinikai megjelenés és tunet tekintetében elmondlhlabgy a hélyagrakok didleges - a
betegek ~ 85%-at érifit- tlinete a makro-, vagy mikroszkopos vérvizelés|ynazonban
altaldban fajdalommentes és gyakran csupészaekosan jelentkezik. Fontos azonban
megjegyezni, hogy a vérvizelés okaként az esetgyarsalig tobb mint 10%-aban allapithato
meg hugyholyagrak (78, 83). Tovabbi — kevésbé gyaktinetek a fajdalmas, gyakori nehéz

vizelés, vesetdji fajdalom, l1az vagy vizelethidag(ria) (84).

1.3.2 Diagnosztika
Hugyholyagrak gyanulja esetén a rutin kivizsgalapjaiakban még mindig az Uritett

vizelet citologia, cisztoszkopia, valamint a feleugyutak radioldgiai vizsgéalatat jelenti.
Magas szenzitivitasu/specificitast, minél olcsébbegyszatbb diagnosztikara nem csak U
betegség felismerésénél, hanem a monitorizalasnakiikség van. Mind a cisztoszképos
klinikai vizsgalat, mind a citolégia szamossmhyel bir, azonban e mddszerek hatranyai
szintén jol ismertek és gyakran hangsulyozottakisktoszkopia magas specificitasu eljaras
mellyel a legtébb tumor ugyancsak magas érzékeggsegszlelheét, azonban bizonyos
kisméreti lapos tumorok, mint pl. egyes in situ karcinomdajtve maradhatnak. Ezen
tulmerben - annak ellenére, hogy az elmult években szdeubsikai Gjitason esett at (77,
85) - a modszer tovabbra is invaziv beavatkozaszaknit, mely egyes esetekben helyi
traumak okozta szédményekkel, valamint akar fé#ésekkel is jarhat. Az eljaras tovabba
koltséges; figyelembe véve azt is, hogy a hugylwBla a magas kidjulasi rata miatt
gyakorlatilag egész életen at tartd6 utadnkovetésinygl, nem meglép hogy egyes
szamolasok szerint a legtobb pénzt felentésmlignus tumor (86).
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A vizeletcitolégia nagy éhye, hogy a beteg szemszo@éla vizsgalat kulondsebb
elokésziletet nem igényel, tovabba nincs szikség lddés eszkozokre. A specificitas
0sszességében magas; irodalmi adatok nemegyszes-rtldGzamolnak be, igy alpozitiv
diagnodzis csak ritkan fordul@(86-87). A modszer érzékenysége azonban atlag3isé5%,
tovabba ez az érték nagyban figg a tumor diffeéiségatdl: mig a magas gradusq,
differencialatlan tumorok esetében a szenzitivitiésheti a 80-90% is, alacsonyabb gradusu
jol differencialt tumorokban ez az érték nem ritkdmdossze 20% (86). Tovabbi gyakran
emlegetett hatranya a modszernek, hogy a diagponi®ssaga nagyban fligg a citopatologus

képesseégeit, tapasztalatatol (85-86).

Szolubilis és sejtalapu tumor markerek

A cisztoszkopia valamint a vizeletcitologia fentl@git arnyoldalai miatt nagy az igény
egy nem invaziv, magas pontossagu, reprodukalhaghalsztikai teszt kialakitdsara. Ennek
kovetkeztében az elmult években szdmos daganatemébikutatasara alkalmas maédszer
kertilt kifejlesztésre, melyeket 8 €soportba lehet osztani: sejt alapd, ill. szolabilarkerek.

Szolubilis markerek

- Vérvizelésen alapulé vizsgalatokA makro-, illetve mikroszkOpos Vvérvizelés a

holyagrak legéltalanosabb, az esetek 85%-ban eliortlinete. Diagnosztikai szerepe a
vorosvértestek szamanak illetve a vizelet hemogltdnitalmanak van. Ezek a tesztek olcsok,
viszonylag magas szenzitivitdsuak, azonban sp#ésick alacsony.

- BTA stat, BTA-TRAK: Ezek a tesztek a hdolyagtumorok altal okozott, imzdembran

valamint az alatta elterilmatrix szekretalta human komplementer faktor-Hhigzi mérik
vizeletben.

- Nuclear Matrix Protein (NMP-22)Az NMP-22 mitotikus fehérje, mely a sejtosztodas

soran a kromatin lanysejtekben todérlosztasaban jatszik fontos szerepet. Egészséges
egyének vizeletében viszonylag alacsony szintenatmatd ki, azonban hdlyagtumoros
betegeknél a normal érték akar huszonottszoroseéihath. Hatranya, hogy emelkedett
sejthalal esetén szintén magas 0sszérték néerhet

- BCL-4: Transzkripcios faktor mely ugyan megtalalhaté afek holyagjanak tumoros
€s tumormentes régidjaban is, azonban egészségése&gél nem kimutathat6. A méddszer
szenzitivitdsa és specificitasa is magas.

-_Survivin: Antiapoptotikus fehérje, szenzitivitasa 64 és 10@8&o6tt valtozik, mig
specificitdsa 78-100% (85).
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- Citokeratinok (UBC, CYFRA 21-1)ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay)
alapu tesztek, melyek kombinacidoban detektaljak itakeratin (CK) 8, 18 és 19-es

fragmenteket. Mind specificitAsuk mind szenzitigitk viszonylag alacsonydleg ebbbi),
igy alkalmazhatésaguk korlatozott.

- HA-HAase TestsHialuronsav és Hialuronidaz kimutatasara szolgaiintén ELISA

alapu vizsgalat. Szenzitivitasa magas (83-94%), atégsony stadiumua és gradusu tumorok
esetén is, mig specificitdsa valamivel alacsonyaBb%).

Sejt alapu markerek

- Mikroszatellita Analizis:Mikroszatellita instabilitds valamint heterozigedg vesztése

vizsgalhaté ezzel a modszerrel. Az eljaras Iénybggy lesodrédott daganat sejtek DNS-ét
izolaljak, majd PCR reakcioval mutatjak ki az eteahsokat. Irodalmi adatok szerint mind
specificitAisa mind szenzitivithsa viszonylag magaeknek a modszereknek, azonban
hatranyuk, hogy a megfeltel érzékenység érdekében szikséges magas szamu marker
(legaldbb 15-20) miatt rendkivil koltséges.

- Telomeraz Szinten PCR alapu eljaras mely soran a telomerézmet mutatjak ki.
Erzékenysége 70 és 90% kozott mozog, specificiédmesonyabb (60-70%), gondot okoz
viszont, hogy gyulladasos kdrilmények tovabb néetithaz alpozitivitast.

- uCyt A leggyakrabban hasznélt immuncitokémiai tesztynge holyag daganatsejtek
felszinén talalhatdé szulfatalt mucin glikoproteiaekvalamint karcioembrionalis antigént
mutatja ki. Szenzitivitasa nagy variabilitast mui@8-100%), specificitdsa 75 és 90% kozott
valtozik.

- DD23 Monoklonalis antitest mely daganatsejtek felsmzinéw protein dimerek
kimutatasara alkalmas. Szenzitivitasa viszonylagaed70-80%), specificitasa azonbarblett
elmarad (~60%).

- Quanticyt Nukleédris KariometriaAutomatizalt mennyiségi kariometrikus citolégiai

eljaras, mely lehété teszi a kilénbdznuklearis alaktani illetve DNS tartalomra vonatioz
jellemzok targyilagos vizsgalatat. Szenzitivithsa mind6ss@egs 69% kozott valtozik, mig
specificitdsa sem tul magas, ~ 70%.

- Urovysion Az elmult évek egyik legigéretesebb, sejtalapin-mvaziv hagyhdlyag
diagnosztikai mdédszere, mely a molekularis citogigaemddszerével daganatra jelleinz
kromoszomalis rendellenességek kimutataséat tekeble Uritett vizeletben (részletesebben

lasd’FISH szerepe a hdlyagdaganatok diagnosztizalasgban
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1.3.3 Hdlyagdaganatok citogenetikaja
Az irodalomban fellelhét holyag daganatokkal kapcsolatban tapasztalt tpusok az

igen egyszdit6l a rendkivil dsszetettig terjednek, egységesagatiott specifikus eltérést
pedig a mai napig nem kozoltek. A 9-es kromoszoneaaszomidja, valamint ugyanezen
kromoszoma p illetve g karjainak vesztése gyakralenjkezik (~50%) (88). A 9-es
kromoszomahoz kapcsolddd vesztések gyakorisagaeaged kovetkeztetni, hogy ezek az
eltérések a patogenezis korai eseményei, azonlysegaes allaspont e tekintetben sincs (89).
A 9p delécidé gyakran érinti a CDKN2A/ARF (P16) tursmupresszor kodolo régidihtez a
rendellenesség (del9p21) tekintheatleggyakoribbnak a hélyag tumoroknal (90). Erdske
azonban, hogy @DKN2Agént érind 9p21 delécio egyes esetekben normal uroteliumban i
eloéfordul, alatamasztva a feltételezést, hogy szangysnast kovei genetikai karosodas
kovetkezik be mire a tumor klinikailag detektalhatdvalik (91). Tovabbi ismert jelefgebb
delécié a 10g, mely a PTEN/MMACL1 tumorszupresszugomnalat érintheti (92), valamint a
del (17p), mely TP53 fehérje funkcidvesztést eretymeéhet. Utdbbi — egyes munkak
tanlsaga szerint - 6sszefligg a tumor differenéigéteal valamint a stadiumbeosztassal is (93,
94). A hélyagtumor citogenetikai heterogenitasatatia az az ellentmondas is, miszerint,
mig egyes tanulmanyok az Y kromoszOma veszi€séraadasul, mint 6nallé6 patognémikus
abnormalitas -, addig masok ugyanezen kromoszoniezpmiajarol szamolnak be, mi tébb,
utobbi emelkedett gradussal és stddiummal assrzagigbltat is bizonyitottnak latjdk (95).
Szamos tovabbi szambeli kromoszémadlis rendellegasssert, melyek jelefis része nyerés,
azaz valamilyen mértékpoliszomia. llyen természetellenes mintazatot thataak tobbek
koézottaz 1, 7, 9, 11, 15, 17, 18 kromoszomak (96).

1.3.4 FISH szerepe a holyagdaganatok diagnosztizalasaban
Mivel a hagyoményos citogenetikai, CGH valamint Dpt8iploiditas vizsgalata nyoman

régota ismeretes a hélyagtumorok kromoszomalialm#sa, kézenfelnek tint, hogy a
holyagdaganatok nem-invaziv vizsgalata irant régi@anallé igényt a hdélyag falarol
exfolidlod6 (lesodr6dd), az Uritett vizeletben nedgyd sejtek citogenetikai vizsgalataval
lehetne kielégiteni. Rutin diagnosztizaladsra azonba hagyomanyos Kkariotipizalas
alkalmatlan, mivel a holyag sejtek tenyésztések amaotikus allapotba hozatala rendkivil
koérilményes és csak viszonylag kis aranyban sikdexlezek ismeretében szamos kisérlet
indult interfazis molekularis citogenetikai modsderkidolgozasara, és mivel nincsen egy

egyedulalld, j6l meghatarozhatd, diagnosztikuskértéitogenetikai elvaltozds, Meloni és
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tarsai mar a '90 évek elején (1993) javasoltakid tkromoszoma eltérés egyidenalizisét
(97). Szdmos probélkozast kodemn végul is kdzel 2 évtized mulva 2000-ben Sokolésa
mtsi (98) kifejlesztettek egy 4 szondabdl allo kéwt mely valamivel kébb Urovysion
(Abbott Molecular Inc, Des Plaines, IL) néven kerkiéreskedelmi forgalomba. A végs
szonda készletet a kromoszomalis instabilitasok |&Qérintettebb kromoszomajabdl
valasztottak ki. A 9 CEP szondat (3,7,8,9,11,138%,) és az egy LSI-t (9p21) 3 csoportban
vizsgaltak, azonban szenzitivitdsukat kalon-kulortékelték. A végs készlet a 4
leghatékonyabb DNS szondat tartalmazza; haromeydrmmerikus direkt jeldlt szonda a 3,
7 és 17 kromoszomak vizualizalasat szolgalja, px6éd és vizkék (aqua) szinekkel, mig a
hibridizal. A régié arany (‘gold’) szinben vizudtbdik és a fent emlitett pl6 geént
tartalmazza, mely - alternativ splicingtdl fidggm - t6bb (minimum 3) tumorszupresszorként

funkcional6 fehérjét koédol (3. abra).

. ; e d '7p11.1-q11.1 CEP7
3p11.1-g11.1.CEP 3 alpha I alpha satellite Spectrum
satellite SpectrumRe Green -

I 9p21 LSI p16
Spectrum Golc

0 " 17p11.1-911.1 CEP 17 alpha

— satellite Spectrum Ague; * .~

(magyarazatot Id. kbvetk&230./ oldalon)
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3. Abra: Urovysion FISH készlet: Az 'A’ abra mutatja a kétizen a 4 szondat, idiogrammon
abrazolva a pontos elhelyezkedést valamint sensatika szondakhoz koétott fluorokrémok
szineit. A 'B’, 'C’ és'D’ képek sejtvonalbdl szarmdatumoros, egészséges s#ljizarmazo
normal diploid valamint beteganyagbdl szarmazo témntumoros mintazatot bemutato
reprezentativ sejtmagok.

A teszt kiértékelésére vonatkozo gyartoi ajanl@sistza vizsgaldbnak minimum 25 sejtet kell
levizsgalnia. A minta pozitiv, ha tartalmaz sejtet, melyekre igaz, hogy2 CEP szonda
poliszoOmiat mutat és/vagyl2 sejtet melyben megvaldsul a 9p21 biallelikusziese.
Amennyiben 25 sejt értékelése utdn nincs elégsegediv sejt, a vizsgélat mindaddig
folytatodik, mig a fent emlitett hatarértékeketneim érjik; sziikség esetén egészen addig,
mig a teljes preparatumot nem pasztaztuk végigzégalati folyamat lényeges kérilménye a
célsejtek kivalasztasa. Pasztdzas soran a celsBigdRl (4,6-damidine, 2-fhenylindol
dihydrochloride) megjelenéstik alapjan kerulnek lagatasra. Definicio szerint az egyenetlen
megjelenés, felhosen, foltosan feétdé alakok FISH mintazata kerul kiértékelésre, rogaéé
Az eljaras 2001-ben megkapta az Egyesilt Allamakbglelmiszer és Gydgyszer
Engedélyezési Hivatal (FDA) engedélyét ismert hgliianoros betegek utankévetésére (99),
majd 2005-ben Ujbdl, ismert hdlyag tumoros multtaim rendelkeZ makro-, vagy mikro-
hematuriaval jelentkézbetegek vizsgalatara (100). A teszt szamos tamynesiedménye
alapjan minden stadiumban és grade-ben érzékengkbbiutatkozott, mint a vizelet
citolégia. Az egyik leggyakrabban hivatkozott, 1@lentisebb tanulmany eredmeényeit
0sszefoglaldé kozlemény alapjan a citologia versiss) (FISH atlagolt szenzitivitdsa G1-2-3
tumorok esetében 18 vs. 50%, 45 vs. 75% és 690%. Qgyanezen, tanulmany alapjan a
citolégia vs. FISH Ta-Tis-T1 ill. T2-4 tumorok eében 28 vs. 67%, 73 vs. 97%, 67 vs. 90%,
74 vs. 92% (101). Ugyanezen forrasok alapjan dégta specificitasa némileg magasabbnak
mutatkozott, mint a FISH-é (93 vs. 85%). Fontosnéiam megjegyezni, hogy a teljes

irodalmat vizsgalva kideril, mind a szenzitivitamind a specificitas rendkivil széles
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tartomanyban mozog. Mig a szenzitivitas 8-89% kizéliozik a specificitas szélLrtekei
29 és 90% (102-111); e variabilitasok hatranyositakits ala vonjdk a modszert.

A teszttel kapcsolatban I|éteznek gyakran hangdttatovabbi negativumok,
bizonytalansagi tényék is, melyek kovetkeztében nehéz 6sszevetni azsegymilmanyok
eredmeényeit, megitéini azok valédi értékét. A ggakemlegetett hatranyok kézét tartozik,
hogy (i) nincs egy altaldnossagban elfogadott patéEst mutatd jelmintazat, (ii) nincs arany
standard szabaly a kiértékelési eredmeények értéisdee, (iii) nincs mindenki &ltal
elfogadott diagnosztikus hatarérték vagy legalaimmk megallapitasara vonatkozo altalanos
protokoll, (iv) nem egyértelihaz analizaland6 alakok definiciéja, azaz, hogytggsm mely

sejtek fluoreszcens jelmintazata rogziterettekelend (111-115).
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2 Ceélkitizés

A vizeletcitolégiai preparatumokon veégzett sokszwsd fluoreszcencia in  situ
hibridizacidval kapcsolatban szamos kritika medllaz irodalomban. Ezek kézul az egyik az
analizaland6 sejtek objektiv definiciojanak hianf#l5). A jelenlegi célsejt (‘target’)
meghatarozas DAPI asszocialt mag-morfolégiara hhgyik, azonban az Uritett vizeletre
gyakran jellem#, hogy (i) degenerativ elvaltozasokkal terhelt) &z urotelialis sejteken
kival nagy mennyiségben tartalmaz egyéb alakokiatgyulladasos sejtek, lapham) (115-
116); tovabba, egy tumoros sejtmag alaki megjeldrers (6leg korai szakaszokban) nem
feltétlendl nyilvanul meg a mar jelen legenotipusos elvaltozas (117) (4. &bra).

4. Abra: DAPI morfoldgia (objektiv: 63x). Az ‘A’ és ‘B’ j@si képek a holyagtumorsejteket
jellemz nagy alaki valtozatossagot szemléltetik; a DARdtés alapjan rendkivil eltér

“ s

sokszondas fluoreszcens in situ hibridizacio alapja
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Kovetkezésképpen a mintdk pasztdzasa fluoreszéaygsdl a vizeletcitologiahoz hasonlo
tévedésekre adhat letiséget, ezen tul &dgényes és faradsagos (118).
Mindezeért céluldiztik ki egy olyan modszer kidolgozasat, mely sadyenotipizalas az

uroepitelialis sejtek fenotipizaldsat koden, azt figyelembe véve, célirdnyosan valésul meg.

|. Elsddleges vizsgalataink soran célunk volt a lIéHeghatékonyabb konszekutiv feno- és
genotipizalas kidolgozasa kontroll kortlmények kibzézen belil:

- a fenotipikus szelekcié mind magasabb méréékomatizaciojanak kidolgozasa

- a fenotipizalas valamint a konszekutiv manuatieagipizalas analitikai hatékonysaganak
megallapitasa

- a kombinalt mddszer, tehat az egymast kolemo- és genotipizalas egyittes analitikai

hatékonysdganak megallapitasa.

lI/A. A célzott-FISH moddszerének kidolgozasa ut@vabbi célként iztik ki az eljaras
0sszehasonlito klinikai tesztelését beteganyagokalamint a diagnosztikus hatékonysag

(szenzitivitas, specificitas) megallapitasat

[I/B. A teszt masik hatranya, hogy nincs arany déad eljaras a kiértékelési eredmeények
ertelmezésére, tovabba nincs egyértelkbnnyen alkalmazhatd diagnosztikus hatarérték. A
jelen protokoll binaris (pozitiv/inegativ) tajéko#st nyujt, melyhez biztositott hatarérték egy
elére meghatarozott abszolut érték, tovdbba semmijgreaslatot nem ad a FISH pozitiv
sejtek aranyanak értelmezésére. Egyes munkacskpmdo kordbban is ramutattak, hogy
egy Uj, a pozitivitas szazalékos aranyat is figydde vev kiértékelési séma bevezetésének
klasszifikacios jeleritsége lehet (119-121). Ezek értelmében vizsgélataomén kiegészit
célunk volt egy, a gyari ajanlastél eltérmas FISH moddszereknél elterjedten hasznalt
protokoll tesztelése. A vizsgalodast szintén 6ssoettito jelleggel kivantuk végezni, valamint
célul tiztuk ki felfedni, hogy milyen 6sszefiiggésben vamr gradusa, ill. stadiuma a

pozitivitassal konvencionalis (6nallo) valamint@aott-FISH kiértekelésénél

lll. A rutin 2 dimenziés manualis FISH analizis, nden ebnye mellett, szamos ismert
hatraltato ténydwel terhelt: (i) statisztikai okokbdl gyakran szégsvan tobb szaz (akar sok

ezer) sejt vizsgalatara (ii) kiemelkiah alacsony vagy €éppen magas pozitivitasnal a
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vizsgalodo elfogultta valhat, mely végsoron a pozitivitas alul vagy fellil becslését
okozhatja (iii) személyek, ill. laboratériumok kdtidvariabilitas komolyan akadalyozhatja az
eredmények Osszevethhségét (57, 123). Mivel az altalunk alkalmazott kétszZt DNS
szondat tartalmaz, sejtenként 6sszesen 5 dontéstdghozni, tehat a fent emlitett hatranyok
ez esetben még inkabb fennallnak. Osszességéban deleszt kiértékelése rendkivil
faradsagos lehet, kiloénos tekintettel, ha figyelenabsszik a manualis pasztazas korabban
emlitett kdrilményes, hibara hajlamosité jellegét.

Mindezek értelmében munkacsoportunk - a# Eborok egyikeként

- célul fizte ki ennek a sokszondas - I6kusz és centromer spec##igsalokat egyarant
létrehozé - FISH jelmintdzat kiértékelésének tehegomatizaciéjat.Ezen tulmeden, a
modszer bedllitAsa mellett szerettilk volna kiriekdntroll kisérletekkel megallapitani az
analitikai hatékonysagot.

- Kklinikai elstanulmanyokra tdmaszkodva, tovabbi célidtiik ki a modszer diagnosztikus
hatékonysdganak megallapitatdsat, valamint az expesl korlatozo tényék, ill. fejlodési
pontok feltérképezését.
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3 Anyagok és nodszerek

3.1 Mintak

3.1.1 Kontroll mintadk
Negativ kontroll

Vizsgalataink soran végzett kisérleteknél negatwtiollként human periférias vert,
valamint egészséges human vizeletet hasznalturmderiférias vért egészséges szemékljlekt
vettik, feldolgozasuk sordn a mononuklearis alakok&ollozassal nyertik ki. A
kontrollként hasznalt vizeletet szintén egészségemélyekil vettik; a vizelet feldolgozasat,
Id. lent. A kontrol vér és vizeletmintakat tajékatZson alapul6 beleegyezés utan vettik.

Pozitiv kontroll

A kisérletek sordn human hodlyagtumor sejtvonal&tlaiaztunk. A HT-1376 jelzés
sejtvonal szamos vesztést és nyerést hordozo peidtakariotipussal bir; hordozza az
altalunk vizsgalt eltérések mindegyekét, beleédvdel(9)(p21) —et. Fenotipusat tekintve,
tobbek kdzott citokeratin-7, -17, -18 pozitiv (124)

3.1.2 Klinikai mintak
Tanulmanyunkba 73 betégtszarmazo vizelet mintat vezettink be; a mintalP&E

Urolégiai Klinikan végzett cisztoszképos vizsgakaterinti alapos klinikai tumor gyanu
alapjan érkeztek a PTE Patoldgiai Intézetébe. Atblidgiai valamint citologiai diagnozist
tapasztalt patologus allitotta fel; a pontos szawmekormeghatarozas a fent vazolt okok miatt
elsssorban az 1973 WHO osztalyozasnak megdeleltdrtént; a vizelet sejttani vizsgalatat
nemzetkozileg elfogadott citopatoldgiai iranyvorkataentén végeztik (125). Mintavétebi!
minden beteg beleegy@myilatkozatot irt ala. Tanulmanyainkat az 1975-kefogadott
Helsinki Bioetikai Deklaracio, é6lemberen valamint az azonosithatdé emberi anyagual v
emberi adatokkal végzett kutatasokra vonatkozoekedései szerint végeztik.

Tiz beteg mintajat technikai okok miatt ki kelleghrni az vizsgalatbdl; a manualisan

kiértékelt célzott- és o0nallo-FISH, valamint az amatizaltan kiértékelt onall6-FISH
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vizsgalatokhoz végssoron 42 valamint 21 betegen tudtuk a vizsgalataagdan elvégezni

(a kilonbdd modszerek részletes leirasat lasd 3.4.2. alfdjenit

3.1.3 Citolégiai preparatumok
Klinikai vizsgalddasainkhoz bizonyitottan hoélyaqtoros betegek reggeli (beavatkozas

elotti, kozépsugar) vizeletéb készitettlink citologiai preparatumokat a kovetikeszerint.
Vizeletvétel ebtti napon a betegek 500 mg C-vitamint kaptak, ebiabsitottunk optimalis
savas pH-t (5.5) a lesodrédott sejtek szamara,akadyaltal konnyebbeatrizték meg eredeti
morfologidjukat (125). Az atlagosan 50 ml (30-150 wizeletet lecentrifugaltuk (1500 rpm,
10 perc) majd az uUledékhez 75 mmol-os hipotonias #l@atot adtunk (10 perc), Ujabb
centrifugalast kovéen (1500 rpm, 10 perc) az tledéket 70%-os alkomoléeoltuk (-26C).

Az etanol fixalt sejteket targylemezre helyeztik. @entrifugalas (Andreas Hettich
GmbH&Co.KG, Tuttlingen, Germany) soran targylemezessithet 3 féwhelyes
sejtkamrakat alkalmaztunk kicseppentés helyette Egyrészt azért volt sziikség, mert igy
egy jol meghatarozott tertileten helyezkedtek edjtels, masrészt ily moédon egy lemezre 3
minta is elfért. A sejtkamrakirtartalma 1,5 ml volt; a sejigiség akkor volt idealisnak
tekinthe®, ha 10x targylencsénél latondeként 100-150 sejtet lattunk.

3.1.4 Analitikai hatékonysagvizsgalat
Az egyes modszereknalitikai hatékonysagatszenzitivitas; specificitas) valamint a

diagnosztikus hatarértékeket a fent emlitett kdhsejtpopulaciokon hataroztuk meg. Az
analitikai pontossagot a 'valds pozitiv eseményefalés negativ esemeények / 6sszes vizsgalt
esemény’ képlettel szamoltuk, valamint tapasztalédin is meghataroztuk, kontrollokbol

készitett higitasi sorok segitségével.

3.2 Kettss tzemmabdu pasztazo fénymikroszkopia (PFM)

Sejtanalitikai vizsgaldodasaink soran minden esetbgy multifunkciondlis automatizalt
mikroszkopos munkaallomast hasznaltunk. Az eszkgy leettbs Uzemmodua, kulonbéz
bévitmények &ltal megtamogatott, igy automatizalhdnymikroszkép, mely mind
hagyomanyos transzmissziés, mind fluoreszcenciamir&lban hasznalhaté. Maga a
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mikroszkop egy Zeiss Axioplan-MOT Il. (Zeiss, Gemga tipusu készilék, mely
bévitménykeént tartalmaz még egy Merzhauser tipusicriiyogylemez befogadasara alkalmas
motorizalt targyasztalt, tovdbba egy szintén matdtirevolver stréfoglalatot mely nyolc
szir6 befogadasara képes. A mikroszkdphoz tartozik nggchagyomanyos 100 W higartyg
lampa, valamint egy fekete-fehér CCD kamera. A serd teljes mértékben iranyithaté a
hozz4 kapcsoldédd szamitdgépen futd kiulodbiezérbk altal (Metacyte-Metafer4, Isis —
Metasystems, Germany). Utébbiak segitségével dkéipes - tobbek kdzott - digitalis kép-
roégzitésre és —feldolgozasra, valamint a hatalmasngmiség gyijthets alaktani adatnak
készbnheten bonyolult sejtanalitikai mérésekre is. A rendsagyik tovabbi einyds
tulajdonsaga, hogy rogziti a vizsgalt tertlet,tille annak egyes elemeinek xyz koordinatait,
melyek ezaltal kébb, a targylemez elmozditdsa majd visszahelyez&se ia mikrométer

pontossaggal visszakeresiiet

3.3 Fél-automatizalt fenotipizalas (célsejtek meghatasa, targeting)

3.3.1 Kromogén immuncitokémia (c-ICC)
Az urotelialis eredét sejtek fenotipizalasahoz citokeratin-7 (CK-7) ellieermeltetett

monoklonalis antitestet hasznaltunk. Azeért dontiktCK-7 alkalmazasa mellett, mert ez az
alacsony molsulyu keratin az urotelium 6sszes éteg jOl expresszalddik, csakugy, mint az
ezekldl a sejtekidl kialakuldé neoplazidkban (126-129); ezzel ellemét lapham sejtekben
valamint gyulladasos sejtekben nem valt ki vizidhato reakciot (5. bra).

A preparatumokon az immuncitokémiai eljarast aetbedképen végeztik. A kuktaval
veégzett feltaras soran a lemezeket citrat puffésddgeztik (0,01 mol/liter, pH 6.0, 120 bar).
Ezt kbveben az endogén peroxid gatlast 3% hidrogén perokifidiz0,) végeztik vizes
kbzegben (15’, szobé&mérsékleten), majd 3x3' @ mosast kovéen az aspecifikus
kotohelyeket TNB pufferrel blokkoltuk (15-20°, szoliahérsékleten) majd ezt kdvein a
mintakat egérben termeltetett jeldletlen CK-7 astit (DAKO, Dania) jelenlétében 90’
inkubaltuk (37C). PBS mosast kouggn, az antitesthez En-vision dextrdn gerincen
elhelyezked méasodlagos antitestekkel inkubaltuk (30, szdibaérsékleten), majd Ujabb
PBS moséast kovéen 3-Amino-9-Ethylcarbazole segitségével vizualigal (Vector

Laboratories, USA). Véqill, a sejteket rovid, 1 perbematoxilin festésnek vetettik ala.
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5. Abra: Hilyagsejtek CK-7 jelétiése:Az 'A’ jelzég abra mutatja, hogy a hlgyhoélyag
falanak minden rétege citokeratin-7 pozitiv, csakugnint a ‘B’ képen lathato
hélyagtumorbdl szarmazé sejtvonalsejtek (HT 137t @edl)

3.3.2 Automatizalt kromogén immunfenotipizalas: PFM - transzmisszios izemmod
A CK-7 és hematoxilin jelolt mintdkat normal fényroszképos iUzemmddban,

automatizalt pasztazassal fényképeztik (a tovabbrakscanneltik’ vagy 'pasztaztuk’), 20x
targylencse segitségével, egy, a targylemezépewlsen manualisan definialt tertleten. A
rendszer élre meghatdrozott alaktani paraméterek alapjan &ftmta a sejteket:
hattérfestéshez tarsitott szirke-szint kiiszOb@éwk (counterstain object threshold) 12%,
legkisebb magteriilet (minimum object area) 20 pisgnagyobb magteriilet (maximum object
area) 1000 pf legnagyobb konkavitds mélység (maximum concadepth) 1,00 és
legrovidebb-leghosszabb atlé legnagyobb aranya ifmar aspect ratio) 2,905. A CK-7
pozitiv sejtek elkulonitése immunfédes asszocidlt pixel &ségek alapjan tortént. A
folyamat két, a vizsgalati elemek atlagos, illetigszesitett fedtiési ebésségét megjelerdit
oszlopdiagram segitségével tortént. A szelekciédréaékeket 28000 negativ valamint 71000
pozitiv sejten végzett kontroll kisérletek alapjatiapitottuk meg. A folyamat soran
megmeértik a negativ, valamint a pozitiv sejtek Ipbestédési-e6sségét’, majd megvizsgaltuk,
hogy a sejtek hany szazaléka kertilne észlelésitt lzatdrértekeknél. Az értékeket koordinata
rendszerben abrazoltuk, ahol az abszcissza temyédeett an. tetsdeges fegidési erték
(arbitrary staining unitasy flggvényében jelenitettiik meg az egyes — kontilistol fligg

— hamis ('al', fals) eseményeket.
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6. Abra: CK-7 jelobidés alapjan tortéfi célsejtmeghatarozas kést (telies [A] és atlagos
festdeési [B] ewssséq) feltétel alapjan.

Mivel Kkett6 tulajdonsag (sejtkontdron bellli teljes jéleség [TIc], valamint
sejtkontaron beldli atlagos jetegség [Mic]) alapjan préobaltuk elkiloniteni a segiek
végeredményben kéttarab, két-két gorbét abrdzold fliggvényabréat kdp(6. abra). Miutan

meghataroztuk a vizsgélat szempontjabol biologiahdt nem csak algebrai) értelemben
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optimalis hatarértéket, a tovabbi vizsgalatok soeem analizalandd sejtpopulaciot e két

oszlopdiagramon szelektaltuk, szimultan 'kapuzag¢sahbra).

7. abra: Az automatizalt
o sejtanalitikai
MetaCyte vizsgalathoz ~ hasznalt
alapveti vezeérd
(Metafer) #®paneljanak
részlete. A kép a CK-7
immunjelébdés alapjan
torténs  ketys feltétel
szerinti  (Tlc, Mic)
kapuzast mutatja be
beteganyagon,
reprezentativ. médon. A
sejtgaléria zold keretes

Metafer 4|

elemei kerultek
kizarasra a fél-
automatizalt szelekciés
folyamat

kovetkezményeként. A
galéridban lathato sejtek
valos elemeket
abradzolnak; a piros
szinezettség csupan
mesterségesen
hozzarendelt , azonban
I kozvetlendl a kromogén
Relocate fesdést reprezentalja
mind mennyiségi, mind
mindgségi szempontbdl. A
szelekcio sordan minden
egyes elem pontos (X,Y,z)
koordinataja rogzitésre
kerult.

Gallery

h
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3.4 Eldszelektalt sejtek genotipizalasa

3.4.1 FISH jelolés
Csakugy, mint az 6nallo-genotipizalashoz haszndilivrvizsgalati anyagot tartalmazo

citopreparatumok esetében, az immuncitokémia utanalapos PBS mosast (3x’5)
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alkalmaztunk, mely utan a lemezeket éjszakara Gafiraloba (metanol:jégecet = 3:1, -20
°C) helyeztiik. Légszaritast koven (30 perc, szob&mérsékleten) a mintdkat 0,01%
pepszinben emésztettik (10, °@7 pH=2.0), PBS-ben mostuk (3x4 perc,
szobaldmérsékleten, utd-fixaltuk 4% formalinban (10 pettC), Gjra mostuk PBS-ben (3x4
perc, szobalmérsékleten). Ezek utan a mintakat felszallo alksdrban (70-90-100%, 4 - 4
perc) szobatmérsékleten dehidraltuk, majd légszaritottuk (3fk pszobatimérsékleten). A
denaturaciot 3 pl szondakészlet (Urovysion) jel@tlén végeztik (mely tehat tartalmazta
mind a 3 CEP- valamit, a 9p21 szondat) (5 per8CB5majd ezt kovéen a hibridizaciohoz a
mintakat nedves kamraban, éjszakan at inkubaltzfic)3

A poszthibridizacios moséasokhozéstér 50% formamid / 2X SSC-t (saline-sodium
citrate) (3x5 perc, 4€) alkalmaztunk majd 2 x SSC (2x7 perc,’@R A lefedéshez
Vectashield médiumot hasznaltunk, mely a magfeségabdl 0,2ug/ml koncentraciéban
4,6-diamidine, 2-phenylindole dihydrochloride-t (BB tartalmazott; a preparatumokat
feddlemezzel lefedtiik a felesleges dettatot eltavolitottuk.

3.4.2 Jelmintazat kiértékelése: PFM — fluoreszcencia tizemdd

Manualis kiértékelés

Osszehasonlité manudlis vizsgalataink soran aoitdiSH-t (egymast kovétfeno- és
genotipizalas) hasonlitottuk 6ssze az 6néll6-Urovyvizsgalattal. A mintdk kiértékelése
mindkét esetben alapwein 3 H részre oszthat6 (8. abra).
(1) A célsejtek meghatarozasay amikor o©nallo-FISH-t alkalmaztunk, a célsejtek
meghatarozasat a gyarté ajanlasanak megéeDAPI magmorfologia alapjan végeztuk.
Ennek értelmében minden olyan sejtnek rogzitettikiraazatat, mely ,gyands morfolégiat”
mutatott, mint pl. foltos, fells DAPI fesbdés, szabalytalan korvonal, nagy mérgezzel
szemben, amikor célzott-FISH-t alkalmaztunk, kit@go azokat a sejteket vizsgaltuk

melyek6l kordbban bebizonyosodott, hogy citokeratin-7 floak.
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Uritett vizeletl®l
készitetcitologiali
Qregarétum\

onallo6- célzott-
genotipizalas genotipizalas
(FISH) (FISH)
l
Célsejt meghatarozas l
A 4
Manudlis. DAPI AutomatiZélt, CK-7
’ pozitivitas alapjan

morfologia alapjan

FISH mintazat
kiértékelése

A pozitiv sejt meghatarozas minden esetben a ggfditdasanak
megfeleben tortént

FISH eredmények
értelmezése

7\ 7N

Statisztikai
megfontolasokon
alapulé interpretacio

Statisztikai
megfontolasokon
alapulé interpretacié

Hagyomanyos
interpretacio

Hagyomanyos
interpretacio

/ régzitett, /FP + 2SD szabaly | régzitett, abszolut | FP + 2SD szabaly
abszolat érték alkalmazasa + szufficiens értéki hatarérték / alkalmazasa + szufficiens
hatérérték / mintaméret meghatarozas/ mintaméret meghatarozas /

8. Abra: Folyamatabra a célzott-FISH, ©6nall6-FISH valamiat hagyomanyos illetve
statisztikai kiértékelést magaba foglalé 6sszehidgoklinikai vizsgalatokrol

(2) A mintazat értékelése: a célsejtek meghatadomds modjatél fliggetlendl a pozitiv-sejt
definicid mindig ugyanaz volt és a legelfogadottai@nlasnak felelt meg. Ennek értelmében
az a sejt volt pozitivnak tekintléetamelyre igaz volt, hogy legaldbb Kettentromerikus
szondabdl tobblet>@) mutatkozott és/vagy mindkét 9p21 asszocialtgnsgi hianyzott,

biallelikus deléciét jelezve ezzel.

42



(3) A diagnosztikus hatarértek megallapitasat vailtia FISH eredményének értelmezéseét,
kétfélekeppen vegeztiky az Uun.hagyomanyos értelmezésgyari ajanlast kovette, mely
értelmében egy minta akkor tekintbepozitivnak, ha a vizsgalo talal legalabb 4 sejtet,
melyekre igaz a fent emlitett CEP szondakra vorzitkmzitiv-sejt meghatarozas és/vagy 12
olyan sejtet melyekre igaz, hogy biallelikusan shitették a 9 kromoszoma p21 I6kuszat. Az
eléirds szerint ezek az értékek 25 sejt vizsgalat@ans@apasztalandok, azonban amennyiben e
hatarértékeket nem éri el a minta, a keresés tolyilg végé esetben akar a teljes minta
vizsgalataig. A veds diagnozis binaris, azaz pozitiv/negativ jelleca pozitiv sejtek
aranyanak semmilyen jeléisige nincs; tehat az eredmeény szempontjabdl kozgrhbgy a
diagnosztikus hatarértéket (4db sejt) 25 vagy 1860 vizsgalataval ertuk el (130)y &
statisztikai megfontoldsokomlapuld értelmezés esetében egy mintdnak két isakal
meghatarozott feltételnek kellett megfelelnie, ahhwogy a vizsgald pozitivnak tekintse. A
diagnosztikus hatarértéket a nemzetkozileg talaginkdbb elterjedt, atlag analitikai
alpozitivitas + széras kétszerese (FP+2S&abdllyal hatdroztuk meg. Az igy szamitott
ertékek az onallo-FISH illetve a célzott-FISH tekbében 10,3% és 1% voltak; utdbbi
valéjaban 0,6%-nak adddott, de statisztikai szigagimiatt 1%-ra médositottuk.

Mivel feltételeztik, hogy a lesodrédott sejtek, yiaga vizsgalt/vizsgalhato sejtek szama
diagnosztikus jelefisédi lehet, meghataroztuk az adott FISH pozitiv sejangr
flggvényében azt a legkisebb mintaszamot, ameméél megfeldl statisztikai biztonsaggal
voltunk képesek a kisebbségi csoportot (azaz 50%itiyitasig a pozitiv sejtek aranyat,
afelett pedig a negativokeét) szamsieer elklloniteni a tobbségi csoporttdl. Az alkalntazo
algoritmus a binomidlis eloszlas egyoldall hipatézzsgalatan alapult (131) és az analitikai
szenzitivitds flggvényében hatarozta meg azt aidegk mintaszdmot, amelynél a
kiértékelés soran kapott FISH pozitivitas minimuBs® megbizhatdésaggal adhaté meg (9.
abra). Egy mintat akkor tekintettiink pozitivnak,rhimdkét feltételnek megfelelt, tehat elérte,
vagy meghaladta a diagnosztikus hatarértéket éd egy idbben a vizsgalt sejtszam elérte a

minimum cellularitast (vizsgalando objektum értéket
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Valtozé pozitivitasoknal sziikséges minimum mintaszé, az 6nall6-genotipizalas 95,99
analitikai szenzitivitdsnal
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9. Abra: Binomidlis eloszlas egyoldall hipotézis vizsgalatkapulé mintaszammeghatarozas.
Az alkalmazott algoritmus - N= [#o(1-p))™? Zs(pa(1-pa)™? | po-pd? — az Amerikai
Orvosgenetikai Kollégium ajanlasa minorpopulaciokghatarozasahoz szikséges legkisebb
mintaméret(N) meghatarozasahoz. A képlet tovabimel Z=az elsifaju hiba kritikus
értéke az adott szignifikancia szinten (értéke:1,645)=72a masodfaju hiba kritikus értéke
az adottp szignifikancia szinten (értéke:2,330)=mnalitikai szenzitivitas (értéke: 0-1),p

a majorfrakciéaranya (értéke: 0-1)

Utébbi feltétel valéjaban az adott minta vizsgabhtiald kizarasara adna letiséget,
azonban mivel feltételezhietvolt az urotelidlis sejtek szamaranyanak bizonyoértéki

klinikai jelentbsége, ezt a statisztikai jellefiizis diagnosztikai feltételként kivantuk
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meghatarozni; amely mintakrol nem tudtuk 95% bigtgyal eldonteni, hogy pozitiv, azt

negativnak tekintettik.

Automatizalt kiértékelés

Paraméter bedllitds, optimalizala8z automatizalt FISH mintazat kiértékelés minden

esetben az éte Kkijelolt terllet 6sszes latdbmezejének digitaligzitésével, tehat az
automatikus pasztazassal indult.Hépésként kijeldltiik a pasztazandé teriilet saroipib
valamint egy referencia ablakot. Utobbi egy alt&loptimalisnak itélt tertletet tartalmazott,
mely a tovabbiakban a tér mindharom kiterjedéséhey és z iranyokban, mint abszolut
viszonyitasi alap szolgéalt (tehat fokuszpontként & referencia ablak ezen talnigm
kozvetlen modon befolyasolta a teljes®ds pasztazasi folyamatra vonatkozo fénybedllitast
valamint ebBl koévetkeden CCD kamera integraciés idejét (amennyiben utdbiniden
egyes latbmezesetébe automatikusan keril meghatarozasra). blixidedvetkezik, hogy a
megfeleb viszonyitdsi kép bedllithsa kritikus a zavartalés hatékony pasztazo-
képfelvételhez.

Ezt koveten két alkalommal tortént automatizalt fokuszalds. elss, an. 'grid’ vagy
racsos fokuszalas a pasztazas kezdetekor tortémblyAmat soran — mely egy specialis
autofékusz algoritmusra épil — a rendszer egy aliguszabalyos racsokbdl allé térhaldt
helyez a koradbban kijelolt vizsgalando terlletradlbi racs-, azaz fokuszpontjait X, y
iranyban egymastol 100@m tavolsagra allitottuk be, mely pontokon z (métyséanyban
0sszesen 9, egymastol 1,dB tavolsagra lev képsik elemzésével tortént az automatizalt
éleskép allitds. Miutan a kijelolt tertlet mindéespontjan lezajlott a folyamat, a rendszer az
optimalis fokuszsikot a terllet 0sszes latobj@e intrapolalta. A mésodik, Un. finom
fokuszalas 7, egymastoluin tavolsagra lev fokuszsikon tértént, igy 6sszességében a magok

vertikalisan mintegy 18m meélységben keriltek kivizsgalasra.

A digitalis latomedk 40x targylencsével kerultek felvételre, az expos i
automatikusra, de feliltr korlatosra volt allitva. Ennek értelmében a mégitas addig
tartott, amig a latomézegy meghatarozott szazaléka (pixelmennyisége) értenel a teljes
szaturaciot (teltidést) és/vagy az elteltddelss maximumat, tehat DAPI csatorna esetében
az 1,00 masodperces, a kulonbgelcsatornaknal pedig a 2,00 masodperces hatart. A
szaturaciora vonatkozé maximum, DAPI csatornabanm, jelcsatornakban pedig Am?

volt.
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A DAPI csatornaban a képeket 1db éles képsikbareitgitik, mig a kulonbdz
jelcsatornakban 5 képsik képének Osszegzése kardlizalasra. Utdbbi sordn — melynek
koszbnheten a vizsgalddas 3D hatasunak mondhatd - az efi@s ledzotti Z tavolsag 0,5
um volt. Végeredményben a rendszer a kulon sikokbagnitett egyes képeken 6sszesitett
digitalis kéepként jelenitette meg a sejtmagokatkadneraefsités (camera gain - rogzitett
elektronok szama / digitélis kép 1 egysége) vislaanwlacsony értékre, 2,0-re volt allitva,
hogy csokkentsiik az elektronikus zajt.

Training — a rendszer betanitagarendszer ,betanitasa” Uritett vizelétikészitett atlagos

minésédi preparatum (targylemez) fellletes pasztazasawaolétt. Az igy nyert digitalis
gyakorlé (training) meikon harom, egymassal szorosan Osszéflgpés jelentette a
rendszer ,betanitdsat”: klasszifikacio, teszteksgtimalizacio.

Classify Fields - 16393Urovysion.04.12.03

£ Gray Levels Nx [7
Gray Level Intensity
255 1.000

24 0.094
46 2165 Next Field

- Delete Field

3 ‘ Classify
... Positives

... Rejections
Position :

X= 957 Y= 402 ... Tiles
i ; Undo Classif.
Distance :

7.3 Pixels . Previous Field

Regions ...

Lower Thresh.
Upper Thresh.
Special ...
Close

N of Fields : Undefined : 236 | Total Positives : 474
Field Number : Classified : 33 | Total Rejections :
Field Status : Classified | Deleted : 0 | Total Tiles :

10. Abra: Reprezentativ kép mely az automatizalt jelfeliésterz szilkséges ’'betanitasi’
folyamatot mutatja be. A z6ld korék a ’betanitaésga’ altal valosnak tekinthét vizsgalati
elemeket tartalmazza, mig pirossal a betanitdsiafolatbdl kizaranddkat jeloltik. A zold
korok szeélén lathaté szamok a human vizsgalé abll FISH szignalszamokat jelolik. A
vizsgalonak mind a vizsgalati elemekre, mind amtdzamara vonatkozé osztalyozasa, a
késibbiekben a rendszer szamara, mint abszolut refeadag szerepelni.
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A klasszifikacio a sejtmagok DAPI csatorndban tiifténanualis meghatarozasaval
kezdhdott (10. &bra); a gépi magfelismerés diis tesztelései sordn e klasszifikacio
asszocialta bedllitAsok szolgaltak referenciaké@t.magszegmentécidos paraméterek a
kromogéen fenotipikus étzelekciohoz hasonléan kovetkek voltak: DAPI csatorndhoz
tarsitott szurke-szint kiiszobolési érték, legkis@sblegnagyobb magterulet, legnagyobb
konkavitas mélység, valamint a legrovidebb és leghabb atlo ardnya (2. Tablazat). A
paramétereket addig allitottuk, amig a detektaiskonysaga nem volt optimalis. A FISH
szignalok észlelését a négy jelcsatornaban kulddnkdptimalizaltuk. A jelészlelés alapvet
paraméterei a kovetkéek voltak: legnagyobb jelméret, legkisebb jeltdaglslegkisebb

viszonylagos jeldisség (1. Tablazat).

MagszegmentacidcCell Selection)
Jellemed Meghatarozas Vegs, f)pElmallzaIt
erték
DAPI
csatornahoz | A magszegmentacio soran alkalmazott magfestés @attaosziirke
tarsitott szlrke-| szintet hatarozza meg; szazalékos érték, mely aérfedtés 16
szint k‘,JSZOObOleS'csatornéjéban felvett digitalis kép szirke-arnyalak teljeq
ertek (%) [ spektruman alapul.
(counterstain object
threshold)
Legkisebb
vizsgalati elzem Az a legkisebb vizsgalati elem terilet négyzetmikéterber 33
tertilet ¢m’) | ifejezve, melyet a rendszer még elfogad.
(minimum object
area)
Legnagyobb
vizsgalati elem| oz 5 |egnagyobb vizsgalati elem terilet négyzetanitéterber
terdlet @m?) | pifoi . 500
: _ kifejezve, melyet a rendszer még elfogad.
(maximum object
area)
Legnagyobb )
konkavitas |A klultjné}llé sgtelg bssze'Eapadtakt()l vaI(_’) elkul@t,é szolgalq
mélység k!terjes;tes nélkuli mutato, mely a sejtmag Aatij@hez var 0.355
(Maximum concavityl Viszonyitva (d/konkavitas).
depth)
Legrévidebb és
leghosszabb atlp 2 240
aranyamaximum )
aspect ratio)
Jelfelismerés(spot counting)
Jellemed Meghatarozas Végsoptimalizalt érték
CEP| CEP| CEP LSI
3| 7 17 | 9p21
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Jelméretgm?) Azt ~a legnagyobb jelméretet  hatarozza  rpeg
(Spot measurement Négyzetmikroméretben, melyet még elfogad a rendsZgy | 37 18 13
area) mint valés, egyedilallé szignal.
Legkisebb | Azt a legkisebb jelek kozétti tavolsagot hatarozmeg
M_Jeltavc:]:_sag mikroméretben, mely felett a rendszer kilénallkget| 16 | 16 | 15 17
( 'n'mlarlnm)'smce) kezel 2 fluoreszcens szignalt.
Legkisebb
Vviszonylagos | p sejtmagon belilli legfényesebb teriilethez viszimtyfi
jelerdsseég (%) | |egkisebb jelessséget hatarozza meg szézalékban kifejd e | 32 37 46
Minimum spot
relative intensity

elozeteképfeldolgozagimage processing)

Jellemed

Meghatarozas

Hattérkorrekcio

(SBHistoMax) Atfogé hattérkorrekcid mely a digitalis kép mindeontjan azonos mértékben csokkenti a
(Background hattérintenzitast.
Correction)
Magfestés
maszkolas | gravolitia a digitalis kép sejtmag hatarvonalavikialalhato terileteit.
(Counterstain
Mask, 'ApplyMask’)
utolagosképfeldolgozagimage processing)
Jellemed Meghatarozéas
Szirke-szint S _ ) o
novelés ¢ray | Meghatarozhatd mértekben [X] noveli a digitalis kémden pixelének szurke-szintjét.|A
Level Enhancemen{ tUl nagy értékek egy felskorlathoz igazodnak [X=10]
[AddImage/x/])
Too H Top hat transzformacié alkalmazasaval csokkentatehintenzitast. A tartomany (range,
opHat 1Ry s a 'simitas’ (smoothing, [S]) mértéke megiazhat6. Magaba foglal tovabba dgy

Transzformacio
(SBTopHat R,S])

als6é és egy fels korlatot jelend sazirét, mely segitségével kikliiszobdlbkta sejtmag
hataran megjeléngyiriiszefi digitalis melléktermékek [R=9; S=3]

2. Tablazat: A magszegmentaciohoz, jelfelismeréshez és a délgietashoz szikséges
alapvet jellemzk

Az automatizalt tesztsorozatok soran — melyekettémiaz egyes csatornakban kulon-

kulon végeztettink — a rendszer a korabban megizaihr magokat illetve azokban

manudlisan definidlt szignalokat abszolut refergkent kezelte és a 'sajat teljesitményét’

mintegy ahhoz hasonlitotta. A téves taldlatok elesezutan a felismerési paramétereket

modositottuk

a hibak lehet leghatékonyabb kikliszoboléséért, a

tesztsorozatot

megismételtettiik. A procedura — mely soran k&bég nyilt kilonbo& digitalis képmaodosito
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algoritmusok felismerésre gyakorolt hatasanak eészére is - mindaddig ismédiott, amig
a mag illetve a jelfelismerés el nem ért egy oplisrszintet.

Hatranyként emliterid hogy a kezdeti betanitasi eljaras rendkividigdnyes és csak
korlatozott szamban (par szaz) teszi léhéta jelészlelés tesztelését, raadasul némiképp
torzitd korulmeény, hogy a manudlis klasszifikacioré a ’betanitast’ végzvizsgald
némiképp alaposabban osztalyoz, mint ahogyan alds viorilmények kozott tenné.
Raadasul mindezt egy monitoron megjelenitett digifélvétel segitségével teszi. Miutan az
egyedi detektalasi teljesitmeny megfétetk bizonyult, egy atfogd, mind a mag, valamint
mind a négy jelcsatorna szimultan tesztelését aimlgasztazast vegeztink. Ez a teszt tobb
szaz digitalis training méztobb ezer sejtjét érintette, nagyobb statisztigaitonsagot
biztositva ezzel. Ez esetben a gép a korabbi kfaggidt figyelmen kivil hagyta, az
eredményeket manualisan verifikaltuk a galériabaegjeienitett egyes sejteken. A
tesztsorozat ily modon mintegy szimulacidjaként Igaib a valés mintakon tortén

automatizalt vizsgalatnak.

3.4.3 Képfeldolgozas
Az optimalizalt képfelvételi eljarasnal végsoron két dlzetes-kéepfeldolgozasiimeletet

alkalmaztunk. Hattérkorrekcio céljabol a rendszesz&molta a szirke-szinteket, majd
megéallapitotta a maximum jetességi ertéket. Utdbbit az algoritmus kivonta atdig kép
minden egyes képpontjdbdl (pixel). A mésik kép-dddpzasi nfivelet a héattérfestés
csatornajaban érzékelt vizsgalati elem korvonal@ilkierilet maszkolasa volt (1. Tablazat).
Az egyes csatorndkban nem volt azonos a képfeldolgdgoritmusok alkalmazasanak
szekvencigja. Mivel a hattér szlirke-szint szanmiitdsa sejtmagon kivili terlletre is sziikség
van, a DAPI csatornaban értelemsizgr a hattérigazitdst a maszkolastehlkalmaztuk, mig
a jelcsatornak esetében ezt pont forditva tettikdigitalis képfelvétel és az detes-
képfeldolgozas utan két tovabbi utdlagos-képmodssiertlt alkalmazasra. Az egyik egy
diszkrét szlrke szint megemelés, mely adott méetékimegemeli minden képsejt (pixel)
szirke szintjét és a kiemelkedhtenzitasu képpontokat egy maximalizalt ertékamja. A
masik utélagos moédositas pedig egy a fent is etinlitp-hat transformacié volt, mely

egyfajta fellleti sroként a kisméréit zajszeti elemek eltavolitasat szolgalta.
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4 Eredmenyek

4.1 Uroepithelialis sejtek egymast kodetfél-automatizalt feno- és
genotipizaladsa kromogén immuncitokémiai és soksmonHISH

alkalmazasaval

4.1.1 Analitikai hatékonysag
Az immunfenotipizalason alapuld sejt szelekcié soesdleges célunk egy olyan

hatarérték bedllithsa volt, amely magas szenZAstit tehat alacsony alnegativitast
eredmeényezett. Az alnegativ események minél algebdnszinten tartdsa azért volt fontos,
mert az ezen a 'rostan’ kihullo sejtek genotipuse értelemszéen nem kerul kivizsgalasra
a késbbi FISH analizis soran. A végshatarérték meghatarozasanal mindenképpen
figyelembe kellett venni az alnegativitas cstkkeéuel parhuzamosan novékalpozitivitast.
A két figgveénygorbe nem linearis termésizeblt, ezért ott hiztuk meg a hatarvonalat, ahol
az alpozitivitast megjelertitgérbe meredeken emelkedni kezdett (5. abra). fersdyelll
meértatlagos jelefsseégenMic) alapuld figgvény esetében az optimalis éréeK0,372 asu)
a szelekcid 2,67% alnegativitassal (97,33% szefitzis) €s 23,58% alpozitivitassal (76,42%
specificitas) volt jellemezhé&t Az alpozitiv események ennél a hatarértéknél steph
viszonylag magas aranyat nagyrészt aranylag kigthéreleg gyulladasos sejtek
eredményezték, melyek magas sejtmag/citoplazmanygabés/vagy girédott citoplazmaval
birtak. Az ilyen tipusu fals eseményeket hatékongialehetett azonban kildniteni a sejten
belil mért Uun. O6sszesitett jedesegi mutatd téljes jelefsség - TIT alapjan. Ateljes
jelerésségetibrazol6 gorbe esetében az optimalizalt értéld@d @su) az alnegativitast 0% -
ra lehetett levinni (100% szenzitivitas), hiszerdgmozitiviths még ekkor is csak 16,54%-nak
bizonyult (83,46% specificitas) (5. abra).

Végeredményben a CK-7 pozitivitas Ketffeltétel-rendszer szerint kerllt meghatarozasra,
azaz: barmely sejtet, mely barmely feltétel (Mlclc)Thatarértéke alatti értékkel volt
jellemezhet, nem-urotelidlisnak tekintettik és kizartuk ad#s genotipizaldsbol. Az ilyen
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tipusu, Aalpozitivitast és alnegativitast egyaraimtrazoldo gorbék (5. abra) hatarérték
optimalizalasra tortén alkalmazasa azért rendkivil hasznos, mert az é&dékztatdsaval
(hatarvonal ,csusztatdsa” az abszcisszan), tovkisdrletek nélkul szimultdn hatdrozhat6
meg a specificitas €s a szenzitivitas. Két fluggvéikalmazasanal azonban ez nem
akadalymentes.

Az atlagos és teljes intenzitasjellethzin. egymast kolcsondsen nem kizaro tétkez
Amennyiben az egyikre vonatkozé flggvényértéketoedhtjuk, Ugy nagy valdsziséggel
nem elhanyagolhaté mértékben befolyasoljuk a maésiékét is. A ketts feltétel szerinti
kombinalt immunszelekcid estében tehat nem lehetséy fenti egyszér modositassal
meghatarozni (leolvasni) a hatékonysagi mutatokat/iseb értékeket, melyeket a fliggvény
a valtoz6é hatarértékeknél vesz fel. Ahhoz, hogyeekcié analitikai hatékonysaga mégis
kénnyen meghatarozhato legyen valtoz6 hatarértékaegnakét egymast kdlcséndsen ki nem
zar0 esemeény Kkozotti 0Osszefuggésre vonatkozo iveiklsg szamitasi algoritmust
alkalmaztuk (11. abra). Ez azt hatarozza meg, gy valészitisége, annak hogy 'A’
illetve 'B’ esemény kozul legaldbb az egyik bekdezik, ez esetben tehat: mi a
valészirisége annak, hogy egy sejt legalabb egy feltétehezk felel meg a kett kozil;
lévén, jelen helyzetben a null-hipotézis az egydgyw masik fenotipikus jelleg szerinti
negativitds Mindebll kdvetkezik, hogy a pozitiv kontrollndl ezzel a dsaerrel kozvetett
modon allapithatdé meg a szenzitivitds (97,33%). atiegkontrolloknal ugyanigy - de
koézvetlen modon - pedig a specificitas allapithragy (96,1%).

Altalanos algoritmus két, egymast kdlcsondsen neméré esemény kozotti osszefiiggésre
(azaz, mi a valbszifisége annak, hogy "A" vagyB" esemény bekovetkezzen”
P(A+B)=[P(A)+P(B)]-P(A)xP(B)

Behelyettesitve a korabban kapott valés (true [ligtve al- (fals [F]) negativitas [N
ertékeket:

—

P(TNTIc+TNMIc) = [P(TNTIc) + P(TNMIc)] - P(TNTIc) ¥P(TNMIc) = [0,7642 + 0,8346
- 0,6378 = 1,5988 - 0,6378 = 0,961 Specificitas= 96,1%

el

P(FNTIc+FNMIc) = [P(FNTic) + P(FNMIc)] - P(FNTIc) ®(FNMic) = [0,0 + 0,0267]
0,0 x 0,0267 = 0,0267 - 0,0 = 0,0267 => 2,67%Szenzitivitas=100% - 2,67% = 97,33%

Pontossag(9610+27252/38000)x100=(36862/38000)x100=0,97008x%197,1%

11. abra: Az analitikai pontossag kiszamolasa a két immuwifpashoz asszocialt jelledhz
szerint, egy matematikai képlet segitségével
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Miutan ezt a két értéket meghataroztuk, az analitipontossagot (accuracy) az
elterjedt,’valés pozitiv események + valds negativ eseméhgekisszes vizsgalt esemény’
tétellel szamitottuk. Az igy kapott pontossag 97 X6k. Az analitikai pontossag tehat ez
esetben azt mutatta meg, hogy barmely vizsgalt &gl (akar negativ akar pozitiv) az
esetek hany szazalékaban szolgaltat a médszer itéléet. Hogy az analitikai pontossagot
empirikusan teszteljik, és egyben eflérzik a fenti algoritmus helyességét, a fél-
automatizalt immunszelekciot kontroll higitasi dao is teszteltik. A 3 parallel sorozaton a
szelekciot a fent emlitett médon végeztik. Az ', és 'C’ sorozatok esetében a vart €s a
mért pozitivitasok kozotti 6sszefliggés 0,9858, 6390,9883 Pearson-féle korrelacios
koefficienssel volt jellemezh&t melyek atlaga 0,9901 volt. Eblba determinacios egyitthatd
() 0,9802, mely érték azt hatarozza meg, hogy adésigk linearis sorozata hany %-ban
felelos a mért pozitivitasokert, valamint hany szazalékiielelbsek egyéb tényék, ez
esetben példaul maga a mérési hiba. Mindkét értékl@apcsolatot mutatott magas analitikai
pontossagot jelezvén ezzel, tovabba aldtdmasztezael ex fenti algoritmusos, valtozd
korilményekhez alkalmazhat6 hatékonysag-megalkipitadszert.

Az immunfenotipizalast kovétFISH-t az A’ jelzés higitasi soron végeztik el. A
vizsgalat az 6sszesen 9 féle higitasbol kozel EX@etesen szelektalt CK-7 pozitiv sejtet
érintett. A kromoszomalis rendellenességeket 95,8%enzitivitassal észleltik, mig
ugyanezen keverékek negativ populacidinak gendlgsa 95,1% specificitast

eredményezett; az analitikai pontossag 95,5%-rednlyult (3. Tablazat).

CK-7 konszekutiv | 3 f téb'é‘,za}tli, Az
Immunfenotipizalés FISH Immunfenotipizalas
s e 2 v — analitikai  pontossaganak
higitas Vart érték Mért érték Pozitivitas hat4 4s4h
1. 50,00% 49,62% 97,44% meghatarozasanoz

alkalmazott A’ higitési

2. 25,00% 22,30% 95,74% . 2
3 10.00% 16.90% 97 50% sornal tapasztalt linearis
4 5 00% 5 10% 97 64% Osszefiiggés a vart és a mért
5 2.00% 1.95% 91.66% értékek kozott, valamint a
6. 1,00% 1,80% 95 77% konszekutiv  célzott-FISH
7. 0,50% 0,49% 100% analizis szenzitivitasa. A
8. 0,10% 0,13% 87,75% higitdsi sort pozitiv (HT-
9. 0,05% 0,04% 100% 1376 “hélyagtumor
Korrel4ciot: r=0,9858 95,00 8@y, | Sejtvonal) es  negativ

(egészséges periférias ver
mononuklearis  frakcidja)
kontrollok felhasznalasaval

t YA : o s ez s - - e 7 oez © p st sagas q: P . Z
Az 'A’ jelzési higitasi sor vart és mért értékei kozotti lineésszefiiggés . . ..
: g 9 készitettlk.

¥ A CK-7 pozitiv elemek FISH vizsgalata soran tapelsgberrans sejtek ardnya
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A kromogén immunfenotipizalason alapul®-skelekciéo valamint a konszekutiv FISH
vizsgalat (12. abra) egylttes szenzitivitasa esifipigasa végeredményben 93,3%, illetve

99,8% volt, mig a kombinalt analitikai pontossagl9% volt.

12. dbra:Reprezentativ kép az egymast ké¥emo- és genotipizalasrol (célzott-FISH)

4.1.2 Diagnosztikus hatekonysag
Szdvettan és vizeletcitolégia

A korszovettani vizsgalat soran a klinikai mintak%4-anal (7/42) nem volt kimutathato
neoplasztikus elvaltozas. Azon esetek kozil melgeknszovettan tumor jelenlétét igazolta
8,6% (3/35) bizonyult gradel —nek (G1), 57,1%-u/88) G2, 34,3%-uk (12/35) pedig G3
volt. A szovettanilag negativ esetek kodzil a vimdeldgia egy kivételével mind helyes
diagnézist adott, ezzel 86% specificitdst mutatla.pozitiv populaciéban a citologia
szenzitivitasa G1, G2 ill. G3 esetekben 67, 50,78%-nak bizonyult; ezek értelmében az
0sszesitett szenzitivitds 60%, mig a teljes diagilas pontossdg 62%-nak bizonyult. (4.
Tablazat). A nem egyértelinvagy atipusos citologiai eredményeket — nemzetkédalmak

alapjan - negativnak tekintettuk.
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Citoldgia EISH

Onallé-genotipizalas Célzott-genotipizalas
Statisztikai Statisztikai

Hagyomanyos| megfontolasokon Atla Hagyomanyos| megfontolasokon Atla
Interpretacio alapulo (1/a %) Interpretacio alapulo 2/a %)

(1/a) interpretacio ' (2/a) interpretacio '

(1/b) (2/b)
I 86% -
Specificitas 6/7) 71% (5/7) 100% (7/7) 869 100% (7/7) 100% (7/7 130%
0,

Szenzitivitas (flol?f’S) 85% (28/33)|  76% (25/33)| 80% 97% (34/35)  89% (31/35)93%
Szenzitivitas Grade [l  67% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
Szenzitivitas Grade P 50% 78% 61% 69% 95% 85% 90%
Szenzitivitas Grade B 75% 92% 92% 92% 100% 92% 96%%0

0,
Pontossag 64% 82% (33/40) 80% 32/40) 81% 98% (41/42) 91% (38/4R)94%

(27/42)

4. tablazat: A célzott-FISH-t, 6nallo-FISH-t valamint a hagyorgés illetve statisztikai
kiértékelést magaba foglaldé 6sszehasonlitd klinkasgalatok diagnosztikus hatékonysaga a
kulonboz korszovettani gradusoknak megféési.

Az 6nallé-genotipizélas diagnosztikus hatékonysagadvettani gradushoz viszonyitva
Hagyomanyos kiértékelésA szdvettan szerinti negativ mintakban a gyari lagmak

megfeleb kieértékelési sémat kdvetve 71%-0s specificitagisaraltunk. A G1 egyes esetek
mindegyike, mig a G2 és G3 esetek 78, ill. 92% mymdt pozitivhak. Ezek értelmében az
0sszesitett szenzitivitds 85% a diagnosztikus psap pedig 82% volt.

Statisztikai megfontolasokon alapulé kiértékelésdz ©6sszes minta megfelelt a

genotipizalasra vonatkozdegkisebb cellularitasfeltételenek. A FP+2SD hatéarérteket
alkalmazva a FISH az 0Osszes szOvettanilag negatdtete negativnak itélte (100%
specificitas), mig a G1, G2 valamint G3 esetek Bl0és 92%-a bizonyult pozitivnak; 76%-
0s 0ssz.-szenzitivitast és 80% diagnosztikus peagm jelezve ezzel (3. Tablazat).

Az atlagos pozitivitas (%) a G 1-2-3 mintaknal 22,28,7% valamint 33,7% volt. Ezek a
kulonbségek azonban Kruskal-Wallis teszt alapjam néizonyultak szignifikansak
(p=0,1097) (12. abra).

Célzott-FISH vizsgalat diagnosztikus hatékonysggadusok szerint)

Hagyomanyos kiértékelész dsszes negativ esetet helyesen itélte meg azerdd0%

specificitds), mig a neoplasztikus G1-2-3 esetekaélszenzitivitas 100-95-100%-nak
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bizonyult. Az 6sszesitett szenzitivitas igy 97% midiagnosztikus pontossag 98%-nak felelt
meg (3. Tablazat).
Statisztikai megfontoldsokon alapuld kiértékel@sstatisztikai hatarérték alapjan minden

negativ mintat helyesen itélt meg a célzott-FISBD¢A specificitas), tovabba hat minta nem
felelt meg a megfelélcellularitas feltételének. A hisztoldgiailag pdezétk k6z6tt négy minta
nem érte el a megfetelcellularitast; az dsszesitett szenzitivitds 89%g m diagnosztikus
pontossag 91% volt. A mintadk atlagos FISH pozifisa G1-2-3-ban 30,8%, 42,5% és 84,4%
volt, mely kilonbségek a fent emlitett statisztikaszt alapjan is szignifikansnak voltak
(p=0,0019) (13. &bra).

100%
80% T

60% 1

40% 1

0%
6néllo-FISH célzott-FISH
DpTa 23,1% 39,2%
B71 36,2% 59,0%
BT 39,9% 87,3%

100%
80% 1
60% 1

40% 1

0%

6nall6-FISH

célzott-FISH

O Gradel
B Grade2
B Grade3

12,9%
28,7%
33,7%

30,8%
42,5%
84,4%

13. abra: Klinikai mintdk ©onallo- és célzott-FISH-el végzarsgalata soran tapasztalt
rendellenes sejtek ardnya a kulonBpzorszovettani besorolas szerinti osztalyoknak
megfelefen.

Szenzitivitas a kilonbdkorszovettani stadiumokban
A szovettanilag pozitiv esetek 40-40%-a (14-14A88) pTa ill. T1 karcinbma, mig az

esetek 20%-a (6/35) T2 Iézid volt. Amennyiben a meom-invaziv urotelialis karcinbmakat
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(pTa, pT1) egyltt vizsgaljuk, a szenzitiviths harétt emelkedést mutat citoldgia, 6nallé-

genotipizalas valamint célzott-genotipizalas salj@ven (48-72-91%).

Citolégia FISH
Onallo-genotipizalas Célzott-genotipizalas
Statisztikai Statiszti,kai
Ha : fontolasokon Hagyomanyos megfontola’s okon
gyomanyos meg gy V! alapulé
interpretéacio (1/a) alapulo interpretacio (1/a) interoretacio
interpretacié (1/b) ('i o)
pTa | 27% (4/15) 71% (10/14) 57% (8/14) 93% (14/15) 871%/15)
T1 | 71% (10/14) 85% (11/13) 77% (10/13) 100% (14/14) %88.2/14)
atlag
(pTa, 48% 2% 91%
T1)
T2 83% (5/6) 100% (6/6) 100% (6/6) 100% (6/6) 100%6)6/

5. tablazat: A célzott-FISH-t, dnallo-FISH-t valamint a hagyamgés illetve statisztikai
kiértékelést magaba foglaldé 6sszehasonlitd klinkasgéalatok diagnosztikus szenzitivitdsa a
kulonboz korszovettani stadiumoknak megféde

Ha kilon vizsgaljuk a nem izom-invaziv kategoria &&soportjat, a nem invaziv pTa
csoportnal ezek a kulonbségek kifejezettebbek kodtapT1l csoporthoz képest. Az izom
invaziv pT2 csoport esetében a citoldgia szent@asa valamivel alacsonyabb volt (83%),
mint azt a kulénbdz FISH kiértékelésnél tapasztaltuk, melyek mindegyik00%
szenzitivitast mutatott (5. tablazat). A FISH pozisejtek aranya dnallo-genotipizalassal a
pTa, T1ill. T2 patologiai stadiumokban 23,1%, 36,8s 39,9%-nek mutatkozott (p=0,2938),
mig a célzott-FISH-el ugyanezen stadiumokban 39294% és 87,3% (p=0,005) volt (13.

abra).
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4.2 Sokszondas, I6kusz és centromer specifikus Fl&tihj@lzatok teljes-

automatizalt kiértékelése PFM segitségével

4.2.1 Analitikai hatékonysag
Automatizalt sejtmag és jelfelismerés

Az automatizalt sejtmagfelismerést a rendszer 7aB86zitivitas mellett végezte, mig az
alnegativitas 3,4% volt. A jelfelismerés pontoss@a@ecuracy) a 3, 7 és 17 centromerikus
szondak esetében 72,5, 78,5 és 87,5% volt, migusidspecifikus azonositd esetében 86%.
Feltételezvén, hogy az egyes csatorndkbdaforeluld hibdk egymastdl fuggetlenek, az
Osszesitett valészieége annak, hogy egy mag minden FISH jelét helyesatelije a
rendszer, megegyezik az egyes valGssgek szorzataval; azaz, 0,725 x 0,785 x 0,872 x
0,860, tehat 42,7%. Az eredeti training Blemindegyikének digitalis Ujrapasztazasa soran
megallapitottuk, hogy a jelfelismerés pontossaga a és 17 CEP szondak esetében 77,3,
82,6 és 81,0% volt, mig a 9p21 LSI esetében 87Nbtdezek tikrében a vart dsszesitett
jelfelismerési valosziiség 45% lett volna, mig a manudlis verifikdlas védményben
53,8% empirikus jelfelismerési valoshgeget eredmeényezett. Nem sejtes elemeket csupan

elhanyagolhato mértékben detektalt a rendszerarsigtek 3%-a valojaban aggregatum volt.

Sejtmagok genotipikus klasszifikacidja

vonatkozd pozitiv-sejt definicio(k) (jelmintazat)sszetettsége miatt interaktiv. médon
végeztik, tehat a folyamat fél-automatizalt voltFKSH jelmintdzat szerinti osztalyozas f
lépésibl allt melyeket végeredményben dsszesen harom,l@nltkdz csatornakban mért

mintazatokat abrazold pontabran végeztink (14./Abi).
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Az el lépésben kizartuk azokat a magokat, amelyek b&rroehtromerikus szondabdl
nullat tartalmaztak. Masodik Iépésként megjeldlddokat a magokat, melyek minimum
triszémiat mutattak a 7 és 17 kromoszémara nézikags biallelikus deléciot jeleztek a
9p21 lokuszra vonatkozoan. Végul a harmadik lépéiskeéokat a magokat jeldltik meg
melyek triszomiat mutattak a 7 vagy 17 kromoszémdgave és ezzel egydben a 3
kromoszomara nézve is (13. abra). Az ily modont&lezett automatizalt kiértékelés soran
harom parallel kisérlettel 6sszesen 5400 pozitilament 5720 negativ kontroll sejt
kiértékelésével megallapitott szenzitivitas 97,680€0,74%), a specificitas pedig 92,2%
(SD=1,53%) volt (6. tablazat).

Pozitiv kontroll sejtek Negativ kontroll sejtek
Alnegativitas Alpozitivitas
l. 2,44% . 8,22%
1. 3,11% 1. 6,02%
1. 1,63% 1. 8,96%
atlag 2,39% (£0,74%) atlag 7,73%  (¥1,53%)
'0' CEP miatti '0' CEP miatti
kizarasok aranya kizarasok aranya
l. 3 47% . 14,27%
1. 7,03% 1. 9,37%
1. 5,14% 1. 12,57%
Atlag 521%  (*1,78%) atlag  12,07%  (* 2,49%)

6. tAblazat:Az automatizalt jelfelismerés analitikai hatékarye

A manualis genotipus alapjan tordéosztalyozas egyedi sejt szinten és egyenkéenmntorté
Harom kisérlet 6sszesen 1130 pozitiv és 1060 nekatitroll sejtiének manualis vizsgalata
99,5% (SD=0,9%) szenzitivitast és 96,4% (SD=2,65p&ificitast fedett fel.

Osszességében a manudlis és az automatizalt an8iiz8% valamint 94,8% analitikai
pontossag jellemezte. A higitasi sorokon vegzetizésen 10400 sejt vizsgalatat magaban
foglald 6sszehasonlitd vizsgalatok soran szorasatis 6sszefliggés mutatkozott a mért és
vart értékek kozott (r=0,99; ebldeterminécios egyiitthat&=0,98).

Atlagosan a negativ sejtek 12,1%-at, mig a posgjiek 5,2%-at kellett a vizsgalatbol

kizarni egy vagy tobb centromerikus szonda asskacszignalok biallelikus hianya miatt.
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Az automatizalt vizsgalathoz szikséges teljes (ohely magaba foglalja a pasztazastol
egészen a véfdklasszifikacioig tartd folyamatot) atlagosan 11sadperc volt (8-17s), mig
a manudlis analizis sejtenként atlagosan 13 maswetpeett igénybe (10-17s).

4.2.2 Diagnosztikus hatékonysag
Azokat az eseteket, melyek a szOvettani vizsgdigij@n pozitivnak bizonyultak, a

manudlis analizis helyesen diagnosztizalta a G1u3tak esetében 1/3, 6/8, ill. 4/5
aranyban. Az automatizalt vizsgélat a G1 mintaknal a G2-nél 5/8, mig a G 3-nal 5/5

aranyban diagnosztizalt helyesen (7. tablazat).

Helyes diagnozis Helyes diagnézis
manualis kiértékeléssel automatizalt kiértekeléssel
Negativ (5)+ 5 (5) 5 (5)
Gradel (3) 1(3) 0(3)
Grade2 (8) 6 (8) 5(8)
Grade3 (5) 4 (5) 5 (5)

Ta (6) 3(6) 2 (6)

T1 (6) 5 (6) 4 (6)

T2 (4) 34 4 (4)
Atlagos 69% (11/16) 63% (10/16)
szenzitivitas
Pontosséag 76% (16/21) 71% (15/21)

+korszdvettanilag negativ

7. tablazat:Az automatizalt jelfelismerés diagnosztikus hatgkaga

A manualis analizis a hat felszini lézio kézul harrhelyesen itélt meg, mig az invaziv
lézidk kdzul a helyes diagndzis aranya 5/6 voltla vialamint 3/4 a T2 eseteknél. A Ta, T1
és T2 tumorok automatizalt vizsgélata 2/6, 4/6 wétd 4/4 aranyban bizonyult helyesnek.
Az 0Osszesitett diagnosztikus szenzitivitds 69% 1@)/volt a manualis vizsgélat
esetében, mig ugyanez az eérték 63% (10/16) voltaatomatizalt analizisnél. A
hisztologiailag negativ eseteket mindkét médsz&%d-ban helyesen diagnosztizalta (5/5).

A fentiek értelmében a manualis analizis 76, mig aagomatizalt 71% 0Osszesitett
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diagnosztikus pontossaggal volt jellemeshet kilonbség a 2 érték kozott statisztikailag
nem volt szignifikans (Fisher’s exact test: p>0,05)

Atlagosan a sejtek mintegy 22%-at (6-41%) kell@ttkni egy vagy tobb kromoszémahoz
asszocialt mindkét centromerikus FISH szignal heamyatt. A manualis, illetve automatizalt
analizis altal detektalt pozitivitasok (%) k6zo# atlagos kulonbség 3,20% (+2,98%), volt,
mig a két adathalmaz kozotti linearis kapcsolatrazdkorrelacioval volt jellemezhet
(r=0,9455).
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5 Megbeszélés

A vizeletben talalhatdé interfazis sejtmagokon végzeokszondas molekularis
citogenetikai vizsgalat az egyik legigéretesebb -inwaziv maodszer hdlyagtumorok
diagnosztizalasara. Mivel azonban a célsejtek asithga nehézségekbe Utkdzik, valamint a
jelen ajanlas nem egyértaings idbigényes, a vizsgalataink soran célittik ki egy olyan
modszer kidolgozasat, mely soran az uroepitelidiggtek fenotipizalasat kovietn a
genotipizalas céliranyosan kerilhet kivitelezége alap elképzelés természeibtakaddan
célunk volt a fenotipikus szelekcié mind magasalgtéki automatizaldsa is.

Az urotelidlis sejtek fenotipizalasa soran a meksttol eltében azeért valasztottuk a
kromogén immuncitokémiat, mert az altalunk alkaloteszzondakészlet lefedte a négwlh,
spektralisan jol elkilonithét fluorokromot, és bar a citoplazma a preparalasarsor
eltavolitasra keril, a kismértékben visszamaradegcifkus, illetve aspecifikus szignalok
nagyban nehezitették a konszekutiv FISH analiZistasonl6 vizsgalatok esetében ritkabban
alkalmazott kromogén immunjeliidés kivaloan alkalmasnak bizonyult a fekete-feh€DC
kamera altal készitett felvételeken toftéautomatikus szegmentaciora (azaz immunpozitiv
sejtek felismerése), mely éBorban szlirke-szint kiiszobolésen alapult. Az imeidlgs
soran alkalmazott hematoxilines magfestés ugyaeidstget nyujtott alapvétmennyisegi
meérésekre, azonban jeléatmértékben megnehezitette adkds differencialast. A célsejtek
automatizalt szelekcidja soran tehat a legnagyadbivdst azok mind hatékonyabb, de mégis
egyszeli, alapveben festék drsségen alapulé szelekcidja jelentette. Gondot tetmk a
gyarédott, zsugorodott gyulladasos sejtek, melyek egygégpriletre vonatkoztatott festési
intenzitdasa (Mlc) rendkivil magas volt, de ugyarekk problémat okoztak egyes
laphamsejtek is, melyek rendkivil nagy mérete miaitondsen nagy teljes féstési
intenzitast (Tlc) mutattak. A fent vazoltak értelmeé@ nem lehetett tehat csupan egy mutato
alapjan differencialni, hanem sziikséges volt sziamublkalmazni mind az atlagos- mind a
teljes fesbdes intenzitast megmutato jelledhet.

Az egy idbben és két alaktani paraméter alapjan tdértsejtszelekcio nagy analitikai
hatékonységgal kilonitette el a CK-7 pozitiv eleeteldz analitikai pontosséagot (kulonos
tekintettel a specificitasra) tovabb lehetett voligyan névelni a magfestés elhagyasaval,

azonban akkor értekes mennyiségi sejtanalitikatokad veszitettiink volna. A modositast
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tehat — az alkalmazas tukrében — mérlegelés kelgy hmegeblzze. Amennyiben a
fenotipizalast genotipizalas koveti, Ugy a maghi@séés elhagyasa ilyen magas specificitas
mellett feleslegesnekinik; azonban ha ritka, de diagnosztikus jedegtfi (terapia relevans)
eseményeket keresink pusztan fenotipus alapjaM@DbD, CTC), hasznos lehet egy olyan
szelekcios modszer, melynek alpozitivitasa kozehullahoz. A fent vazolt tdbb paraméteres
szelekcid hasznos lehet tovabbi citometriai vizagdnal, azonban a mbdszer hatranya, hogy
valtozé hatarértekeknél a szenzitivitdst és a fipeést egy idben vizsgalni rendkivdl
koérilményes. Az altalunk alkalmazott, két, egymi8lcsonésen nem kizar6 esemeények
kozotti  Osszeflggesre vonatkozé egy8zematematikai képlettel az egyvaltozos
flggvényabrazolas altalanossagban azonban kivaithkt bizonyult, igy a hatarérték
szilkségszér valtoztatasanal (pl. igény mutatkozik a FP vagy§¥M minimalizdlasara) is
kénnyedén megallapithaté a pontossag. A célzotiRI8geredményben tehat nem csupan
megkonnyitette a vizsgalatot, valamint novelte &nté@gyilagossagat, hanem emelkedett
analitikai pontossagot eredményezett, mely ¢ésglghan az analitikai specificitds
maximalizaldsanak volt koszonhiet

A mobdszer kidolgozasa utan vizsgalédasaink soraabtn célként ztik ki az eljaras
0sszehasonlito klinikai tesztelését, valamint gmsztikus hatékonysaganak megallapitasat
beteganyagokon.

Osszehasonlitva a kulon@bzFISH kiértékelések specificitasait, a hagyomanyos
kiértékelés szerinti 6nall6-genotipizalasé bizohgulegalacsonyabbnak; ez az analizis még a
citolégianal is magasabb alpozitivitast mutatagtleimzen azok az esetek birtak emelkedett
alpozitivitassal, melyeknél a nem egyértéldAP1 morfolégia a minta kiterjedt analizisét
igényelte. A jelenség nem megtephiszen egy adott minta (Iényegében béarmely
sejtpopulacid) sejtieinek egy bizonyos aranya mikéepen pozitivhak fog mutatkozni;
egészen pontosan az analitikai FP mértekéig. Emmetmeben megfel&l méreti minta
esetén a pozitivitds mindenképpen at fogja Iépmdgzitett, abszolat értékhatarértéket.
Eredményeink ramutatnak, hogy ez a jelenség kormyddkiiszobdlhét olyan hatarérték
alkalmazasaval, amely eredéed figyelembe veszi a modszer helyi analitikai alpaitasat
(Isd. FP+2SD szabaly); igy elérbetkar a 100% specificitdas. A célzott-genotipizalas
onmagaban elegeéidek bizonyult az alpozitivitas minimalizalasaradékes modon — ugyan
mas-mas megkdzelitédlb mind a hagyomanyos mind a statisztikai megftastokon alapuld
kiértékelésnél az alacsony sejtszamnak volt kostbnthogy a mintak nem érték el az
elobbinél az abszolut hatarértéket az utobbinal pediginimalis cellularitas kritériumat.

Figyelembe véve azt is, hogy a kérszovettanilagtpoeseteknél csupan kisszamu mintarol
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volt elmondhatd, hogy barmilyen szempontbdl se@gémgek voltak, az eredmények
alatdmasztani latszanak azt a korabbi feltevésizerint a spontan Uritett vizeletben talalhato
exfolialédott urotelialis eredét sejtek alacsony aranya 6nmagaban nem elhanyaolhat
negativ prediktiv értékkel bir.

Az 0Osszesitettszenzitivitas tekintetében a citologia valamennyi FISH vizsgadht
gyengébbnek bizonyult. Utébbiakrol altalanossagbaimondhaté, hogy a célzott-
genotipizalas érzékenyebbnek bizonyult az énalgi-Hnél; kilonos tekintettel az alacsony
gradusu és stadiumu tumorok esetében. Mi tobb, InsivEa stadiumd tumorok az egyik
legnehezebben diagnosztizalhatdo csoport a konwvedlcso Urovysion kiértékeléssel, a
jelents érzékenységbeli ndvekedés ebben a korai katbgdritalan a célzott-genotipizalas
egyik legnagyobb éhye. Az 0Onall6-genotipizalas statisztikai megfoasokon alapuld
kiértékelésénél tapasztalt alnegativ esetebselban abbdl fakadtak, hogy a pozitivitas nem
erte el a diagnosztikus hatarértéket. Ez annak tkieaty, hogy az ©Onallo-genotipizalas
alacsonyabb analitikai specificitasa (tehat madasatalitikai alpozitivitasa) az alkalmazott
képlet szerint magasabb diagnosztikus hatarértddterminal. Tovabba, a nem egyértélm
DAPI morfolégia kénnyedén eredményezheti a mintatpatasanak alulbecslését (123).

Amennyiben a targyilagos célsejt-kivalasztas mindedvetkezményét figyelembe
vesszUk, jol latszik, hogy a megndvekedett analitjontossag, melyet azzal értlink el, hogy
az analizist kizar6lag a CK-7 pozitiv sejtekre &toktuk, szintén emelkedett diagnosztikus
pontossagban manifesztalodik. Tovabba a modszered@sen kevesebb citopatoldgiai
ismeretet valamint igtaforditast igényel, hiszen a vizsgalo targyilagosagigpasztazhatja
az egész mintat, anélkul, hogy fenotipikus vagyogipikus véleményt alkotna minden egyes
sejtmagrol. Mindezek mellett - egyes tanulméanydicétien (132-133) - tovabbidlydkkel
jarhat a fent vazoltak szerinti, genotipizalast et&gh fenotipizalas. Az altalunk alkalmazott
szondakészlet 4 kromoszomat é&iméndellenességet képes észlelni, melyek szamasbhegy
tumorral kapcsolatban is érintettek lehetnek; angig@m felmeril a hagyhdlyagtumoron
kivil egyéb neoplazia jelenléte is, egyedul a fgnmdlds tisztdzhatja egy rendellenes
genotipust mutatd mag eredetét. Természetesen #elei@gantitest(ek) kivalasztasa a
feltételezett neoplazia fenotipikus jellefitdl fligg, ez azonban a modszer csak kismérték
valtoztatasat igényli. Szintén a FISH-t mégél fenotipizalas lehet a modja, hogy
megallapitsuk, a holyag faldnak mely réét@redeztethét az aberrdns genotipussal biré
mag (pl. azonositani kilonb&znmagas molekularis tomégeitokeratinokkal [HMWCK] a

bazalis vagy atmeneti rétegeket, vagy a CK-7-n Ikiggyéb konny molekularis témeg
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ciktokeratinokkal [LMWCK] a felszini eserdgejteket, s ily moddon specifikusan
meghatérozni ezen sejtek genotipusat).

Osszehasonlitva a diagnosztikus pontossagot &kedés szempontjabol, azt tapasztaltuk,
hogy a konvencionalis, abszolut hatarértékre @pétékelés 0Osszességében valamivel
pontosabbnak bizonyult, mint amelyik a lokalisangimetarozott hatarértékre tamaszkodott; a
jelenség az utdbbi szenzitivitAsaban tapasztakkesti@snek koszonhietMindez arra enged
kovetkeztetni, hogy az altalunk alkalmazott &stfeltételrendszer statisztikailag tal szigoru,
es bar 100% specificitast eredményez, a szenasivibvelése érdekében tovabbi finomitast
igényel, jelenlegi ismereteink szerint a szuffigegellularitas tekintetében. A kérdeés
tisztdzasahoz tovabbi biometriai modellek megvilésgaa, validalasukhoz pedig nagyszamu,
tobb egymastdl fiiggetlen laboratérium dsszehangmdgalataira van szikség.

Az eredmények statisztikai tipusu diagnosztikuseldrezése azonban egyértélm
elonyokkel is jart. A pozitivitas meghatarozasa - skema binaris diagnoézist eredményez
hagyomanyos kiértékeléssel - hasznos mennyiséginfiativ) informéacidkat szolgaltatott;
Iévén mind az 6nallé-, mind a célzott-FISH analegstében linearis 6sszefliiggés mutatkozott
a FISH pozitiv sejtek aranya és tumor korszovettematalyozas (gradus, stadium) kozott.
Fontos azonban megjegyezni, hogy statisztikai {6t linearis 6sszefliggés csupan a
célzott-genotipizdlas esetében volt tapasztalhata. 6sszefliiggés kuldndsen szoros volt a
magas gradusu/stadiumua tumorok esetében. Minde&t isimonyitja, hogy a nem urotelialis
sejtek kizarasaval pontosabb mennyiségi ismeraheyea valds tumortdmeget iliéen.

A sz&zalékos kiértékelés lehetséges hasznat malkan is hangsulyoztak (134). Mi tobb,
Kipp és munkatarsai eredményeikkel bemutattak, hagyrendellenes sejtek aranya
prognosztikai jelerdisédi lehet mind a recidiva, mind a progresszié szenjabdl (121).
Osszességében valdéban megfontolando, hogy egyediepwkvantitativ citogenetikai teszttel
felallitott kvalitativ (binaris; pozitiv vagy neda} diagndzis nem fosztja-e meg az adott
modszert a tovabbi osztalyozasi lefsgigekdl, valamint tergpia relevans informacio
biztositdsatol. Egy masik jeldist szempont, melyet érdemes figyelembe venni, afSal F
analizis ismerten jelebd labor-kozti variabilitasa. A jelenség lehetségési az egyes
E tényedk - hozzaértést figgoen - viszonylag nagymértékben okozhatnak eltérésake
minta pozitivitAsanak (%) meghatarozéasakor; utélbimintak eltés kontamindlodasa is
jelentbs mértékben befolyasolhatja (123). Az 0Osszetettsmmhdas készletekre a fenti
koérilmények még nagyobb mértékben vonatkozhatnéivetkezésképpen egy ugyanazon,

elére meghatarozott, abszolut értéken vett hataraftédmazasa a kiulénbézadiagnosztikai
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laboratoriumokban valosziteg nem alkalmas arra, hogy hosszutavon konzisztens
O0sszehasonlithatd eredményeket produkaljon; azgzenépa rogzitett, igy latszdlag
egységesitett diagnosztikus hatarérték az, amel§jaban akadalyozza az egységesitett
kiértékelés létrejottet, s ily modon az egyes taranyok valddi jelertiségének
0sszehasonlithatosagat. Ezek tukrében amelletty l@ogzazalékos kiértékelés hasznos
informécidkat nyujthat, amennyiben harmonizalni &k a vizsgélati eredmények
értelmezését, egy egységesitett hatarérték-det@erm protokoll kidolgozasat szintén meg

kell fontolni a jowbben.

A vizsgalataink sordn alkalmazott négyszondas é@smorens in situ hibridizacio
(Urovysion) ugyan az egyik legigéretesebb non-ifwazechnika hdélyagtumorok
detektalaséara, a kiértekelés folyamata félreveladtet, idigényes és rendkivil faradsagos.
igy a részleges vagy atfogé automatizaciora lededddixora igény meriil fel, mint mas FISH
modszereknél.

Ugyan szamos riport részletezte korabban az auirduai lehefségeit szambeli vagy
szerkezeti kromoszéma rendellenességeken, tenystkgmazassal kapcsolatban (57, 122,
135-141) a sokszondas készletekkel kapcsolatoskoggdi szempontbdl is tajékoztatod
jellegi kdzlemények szama rendkivil korlatozott. Tovablyé@ni tipusi FISH készlet
automatizaciéja modularis rendszereken még kisedimkan, Uritett vizeleten pedig még
egyaltalan nem kerllt kozlésre. EImondhatd tehagyhel$ként tiztuk ki célul, hogy
részleteiben megvizsgaljuk a maédszert, feltarvaaknanalitikai valamint diagnosztikus
hatékonységat, tovadbba lényegi korlatait.

A magfelismerés (szegmentalas) sora @élunk a magas analitikai pontossag volt,
melyet el§sorban a magas szenzitivitas altal kivantunk eldezi azért fontos mert az
alpozitiv elemek (mint példaul a kulondonem sejtes elemek) természetsearkizarasra
kerllnek a konszekutiv jelmintazat analizis sodmaz nem befolyasoljak majd a végs
pontossagot; ezzel szemben a szegmentacio soramalzislél kihagyott (tehat alnegativ)
sejtes elemek nyilvanvaléan csotkkenteni fogjak aalikai, végeredményben pedig a
diagnosztikus szenzitivitast. A rendszer szignhsiieerési teljesitményének beallitasa soran
a fentihez hasonld preferenciank a specificithiamait a szenzitivitds tekintetében ugyan
nem volt, azonban a szondak altal Iétrehozott stignkozotti morfologiai €s intenzitasbeli
kuldnbség eltér beallitAsokat igényelt. A CEP szondakhoz haszpeilaméter-beallitasok
lényegében megegyeztek, mig a I6kusz specifikusasitw (9p21) detektalasahoz ejter

paraméter értékek voltak sziikségesek. Ennek olgy ép a szonda kisebb és halvanyabb
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szignalt eredményez a centromerikus szondakhozsképszont legalabb olyan fontos, hogy
pontosan detektaljuk, mivel ez az egyetlen szondiyhez asszocialt szignal biallelikus
deléciot jeld teljes hianya - definicid szerint — mar énmagapatognomikus. Mivel az
aranyszit szignalok tehat gyengék voltak, a sziikséges egj@o2i{3x hosszabb integracios
idét foglalt magaba, mely azonbanésrjelet, ugyanakkor inhomogén hattérintenzitast
eredmeényezett. Mivel ezek az inhomogenitasok eggetekben pont- azaz szignal§eer
jelentek meg, magasabb viszonylagos (relativ) mitést valamint kisebb jel méretet kellett
meghatarozni a paraméter-beallitasok soran, hogpexifikus szignalok kinjenek a
hattertdl, optimalis detektalasi pontossagot eredményezyele

Annak ellenére, hogy az egyes csatorndkban a dalgrddlagosan tobb mint 80%
pontossaggal kerlltek észlelésre, az 6sszesitathjazat felismerési pontossaga ~54% volt.
Ez valamivel ugyan magasabb volt, mint amit matémgag vartunk volna (~45%), megis
alatdmasztja, hogy az egyes csatornakban tordmak tobbnyire egymastdl fliggetlendl
kovetkeznek be és csak viszonylag kis aranybanthetk vissza atfogd, a sejt egészét
érintd minéségi hibakra. Szemben a rendkivil alacsony Osstesitintdzatfelismerési
pontossaggal az egyes magok klasszifikaciojanak az(azrendellenes statusza
megallapitasanak) analitikai pontossaga kifejemett@gasnak mutatkozott, hiszen mind az
analitikai-szenzitivitas, mind a specificitas taiint 90% volt. A jelenség a szondakészletre
jellemzs, pozitiv sejtekre vonatkozd Osszetett definiciovelgyarazhatd, ugyanis egy sejt
diagnosztikus szifit klasszifikacidja szempontjabdl nem feltétlenilejel determinalo
tényedt egy bizonyos csatornaban bekovetkedetektalasi tévedés. A szamseer
tévesztések mértéke ugyanakkor befolyadsolhatja agndsztikus értelemben vett
klasszifikaciét. Az esetek tobbségében a centrdmsrszondak tévesztése mérsékelt volt,
tehat a valGs szignal-szamtol csak kis mértekbénel tért el. A jelenség tikrében varhato
volt, hogy a tévesztés klasszifikaciéra gyakoratasa a poliszomia mértékével egyenes
aranyban csokkeni fog, mivel jelenlegi ismeretelerise nincs lényegi diagnosztikus
kulénbség pl. 5 vagy 6 jel kozott, ugyanis mindketimorra utalé poliszomiat jelez. Az
analitikai szenzitivitasban (97.6%) és specifib@s (92.2%) tapasztalt kulonbségek
alatdmasztani latszanak ezt a feltevést: autontiawisgalat klasszifikacios pontossaga
csokkent a tisztan negativ azaz diploid (kontradke)tpopulaciok esetében, mig a pozitiv,
ergsen aneuploid (elsorban poliszém) pozitiv sejtpopulacion magasahb Ugyancsak ez
a jelenség volt az oka, hogy a pozitiv sejtekhgeketobb mint kétszer annyi negativ sejtet
kellett kizarni a vizsgalatbol, mivel egy vagy toBtEP asszocialt szignalbdl nulla szignalt

sr wr

produkaltak. Amikor a tényleges kortlmeényeket ligjisorok segitségével modelleztik az
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automatizalt vizsgalattal ‘mért’ eredmeények szoliogéaris dsszefliggést mutattak a vart

értékekkel.

15. abra: A kép
reprezentativ maodon
mutatjia be a kontroll
populaciéknal tapasztalt
jelergsségbeli  kildnbséget.
A pozitiv sejtek jelei
szisztematikusan éebbnek
mutatkoztak. A sejtek
kilonbdz jelcsatornakban
tapasztalt jelefsségeit a
fluorokromnak  megfelél
szini vonal jelzi a fehér
nyilakkal jelolt
diaarammoko
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16. abra: A negativ populacié
alulbecslését az ésen aberralt
sejtek magasabb jelintenzitasa
eredményezte rovidebb expoziciés
idd okozta. Utébbi annyira révid
volt, hogy a gyengébb jelésség
negativ sejtek szignaljainak
jelenvs része digitalisan
alulreprezentalt maradt, s igy a
rendszer nem volt képes detektalni
azokat (A). A rogzitett id
expozicio sem oldotta meg a
problémat, mivel a viszonylag nagy
intenzitasbeli kidlénbség miatt a
negativ sejtekhez szlkséges
expozicios idnél a tumorsejtek
tulexpondlt, diffuz jelekkel birtak,
melyeket a rendszer nem volt képes
megfeled pontosséaggal felismerni
(B). Mivel a hibridizacios
korilmények azonosak voltak, a
jelenség a magmorfoldgia,
maghartya vagy kromoszomaélis
architekturaban keresedd mely
differenciakat okozhatjak
elékezelésbeli kiulonbségek vagy
maga a malignus transzformacio.
Fontos azonban megjegyezni, hogy
a jelenséget klinikai mintaknal nem
tapasztaltuk.
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Erdekesség viszont, hogy a fent emlitett *zéré roemérikus szignal’ diszkvalifikacios
szabdly miatt a negativ populacioknak ugyan kis@kértmégis kdvetkezetes alulbecslését
tapasztaltuk. Ez edsorban ismét a kordbban megtargyalt poliszomiadiggesztésnek volt
betudhatd, azonban - kisebb mértékben — a negajieksél tapasztalt gyengébb
jelerosségnek is (15-16. abra) kdvetkezménye lehetett.

Az elozetes Klinikai tanulmanyaink szerint a diagnosaikszenzitivitds 6t a
neoplazidk kérszovettani besorolasanak (stadiuaguy) emelkedésével, mind a manualis,
mind az automatizalt analizissel. A szovettanndétd linearis 6sszefliggést mar korabban
is leirtdk, azonban eredményeink alapjan ez a kdgicszorosabb volt az automatizalt
analizis soran, mely jelenség valOsitég két okra vezethétissza.

Egyrészt mind a poliszGmia mértékében, mind a poiigas sejtek aranyaban tapasztalt
novekedéssel parhuzamosan cstkkent a rendszer d@totiresztéseinek klasszifikaciora
gyakorolt hatasa; tovabb dmitve az automatizacidé poliszoOmia dependens téds&Saek
gondolatat. Ezek alapjan feltételezhdiogy olyan, minden lépésre kiterfjedutomatizaciot
alkalmazni, mely soran az emberi ténjlet teljesen kizarjuk, lényegesen kdnnyebb lesz
nagy hatékonysaggal kivitelezni magas poliszOmeeteknél (magas gradus/stadium). Mi
tobb, — figyelembe véve a biologiai mintak weégének variabilitdsat is — kérdéses, hogy
jelen szondakészlet (vagy barmely sok-szondas, szibtiiak észlelését szolgalo
szondakészlet) automatizalt kiértékelése el fogjaadaha érni a human vizsgalo
diagnosztikus pontossagat kismétigoliszomia (aneuploiditas) esetében.

Masodrészt bizonyos esetekben a nem urotelialimelenegativ mintazata névelte az
alnegativitast akar oly mértékig, hogy a minta pozésa végeredményben emiatt nem érte
el a kordbban megallapitott diagnosztikus hatdtéttéJgyan utdbbi tényézhatdsa kevéshé
volt szoros kapcsolatban a kérszovettani besoralaagelenség mégis fontos a kiértékelés
szempontjabol. A DAPI morfologia informacio szegeégének negativ hatasaval, korabbi
tanulmanyainkkal kapcsolatban szoltunk (Id. fert)jelenséget mas munkacsoportok is
felvetették mar (80-81, 115, 118). Mivel egy auttimédt rendszer nyilvanvaléan csak jol
meghatarozott alaktani jellertiz alapjan képes bizonyos vizsgalati elemeket aztarus
kénnyen belathatd, hogy egy ilyen szubjektiv ddmdéatali folyamatban mindenképpen
korlatozottabb teljesitményt nydjt, mint a humarzsgaldédas. Korabbi vizsgalatainkkal
igazoltuk a fél-automatizalt, targyilagos (immunudéipizaldson alapuld) célsejt kivalasztas
lehetséges éhyeit; tbbbek kdzo6tt, hogy ndveli a konszekutiv oeis Urovysion analizis
pontossagat (80, 81). A fentiek értelmében a madsiwozése az automatizalt

jelfelismeréssel novelné utdbbi analitikai és d@gptikus pontossagat. Tovabba egy
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atfogéan és teljes mértékben automatizalt kiéréstekenne lehéve, mely soran a
vizeletben talalhaté sejtek diagnosztikus éttéklasszifikacidja gépi vezérlés altal,
targyilagos feno- és genotipikus feltételek merkénilne kivitelezésre, minimalizalva ezzel
az emberi tényéi.

Az automatizacié egyik leginkdbb emlegetett jelléjazaz analizishez sziikséges,id
melynek értéke a relevans tanulmanyokban rendldréles hatarok kozétt mozog (0,15-
406,0s); ez a fajta variabilitds részben enneKlanmesnek (‘idd’) az elté definiciojaban
rejlik. Vizsgalataink soran egy sejt analiziséhagwsan 11 masodpercre volt szikség, mely
némileg gyorsabb volt, mint a manualis analizisesebge (13 masodperc/sejtmag). Fontos
azonban leszdgezni, hogy a rendszert vézéramitogép alapuetteljesitményén kivl
szamos paraméter befolyasolja a vizsgalat sebdsséé példaul a targylencse nagyitasa,
vagy az egyedi sejt szinten b&ggtt morfometriai adatok. A nagyobb nagyitas ugyiob
informacioval szolgal(hat), azonban lelassitja azalizist. Vizsgalataink soran 40x
targylencsét alkalmaztunk, azonban az irodalomtsielliety tanulmanyok 10 és 100x
nagyitds kozott az 0Osszes nagyitdst alkalmazzdkpadfhuzamosan gjtott alaktani
jellemzokkel kapcsolatban, ha lehet, még nehezebb a métegmivel a tbbblet ismeret
ugyan tobblet idt jelent, azonban ezek a tobblet adatok nélkiul@&lestek lehetnek egyes
késsbb felmerib kiegészid vizsgalatoknal. A korrelaltan ¢jtott alaktani paraméterek
meghatarozasanél tehat inkabb érdemes tobligiegy mint amennyi ére feltételezhéien
szlikseéges lehet.

Osszességében elmondhatd, hogy a Urovysion szesulak&iértékelése a felhasznald
altal modulalhaté rendszer segitségével nagy hay@léggal automatizalhatd. A
diagnosztikus pontossag altalanossadgban a marerélisnénnyel 6sszevethetazonban a
sejtszinti fals klasszifikacio poliszomia fliggése miatt fedtézheben inkabb a kevésbheée
differencialt tumoroknal lesz megbizhato; a jelendékiszobodlése minden bizonnyal a
jovében is kihivast fog jelenteni.

Kordbbi eredményeink alapjan valés®ithet, hogy a fél-automatizalt targyilagos
célsejt meghatarozas alkalmazasa ez esetben iadveliagnosztikus szenzitivitast. Egyeb
tényedk is novelhetik a diagnosztikus pontossagot, vaggkkenthetik az analizishez
szlkseéges iit, azonban az ilyen jellégvaltoztatasok ovatos mérlegelést igényelnek, uigyan
e két jellem# (pontossag, sebesség) az egyes modositasok $tatdban egymashoz képest
ellentétes irdnyba valtozik.
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Tovabbi altalanos kovetkeztetések, gondolatok smaatizalt i-FISH kiértékelést

A FISH kiértékelés automatizacidjara iranyulo tareseknek mindig is két alapvetélja
volt: elérni vagy akar meghaladni a manualis viisggontossagot, valamint gyors és
faradhatatlan diagnosztikai munkaallomasokat lézeh a szikséges human felligyelet
minimalizdlasa mellett. A pontossag tekintetébenz #&odalmi adatok alapos
tanulmanyozasaval valamint sajat tapasztalatainkegdmeényeinket is figyelembe véve,
megallapithatd: nem valés#inhogy az automatizalt analizis régegi ertelemben valaha is
pontosabb lesz, mint a manualis. Ennek oka, hogylSH kiértékelésének miségét
alapveben két tények hatarozza meg: az egyik maga a pontos jelfelissperénasik pedig az
észlelt mintdzat diagnosztikus értelmezése (ingtdasa). Jelfelismerés tekintetében a gépi
rendszerek valojaban egyre inkabb megkoézelitikradrukiértékelés misségeét, &t bizonyos
szempontbdl mar meg is haladjak azt (ezt példazzae&ély megvilagitasnal tapasztalt
kvantum-hatékonység terén mutatkoz6 géfingl. Az észlelt mintdzat értelmezése azonban
kordntsem ennyire egyérteimA FISH szigndlok nem uniform képletek; a szonigada, a
célszekvencia mérete, de még a fluorokrom ds@ge is mind olyan tény&lz, melyek
nagymértéld morfoldgiai valtozatossagot eredményeznek, tovatitv@lhetik a szignal-sziér
aspecifikus jelek mennyiségét; a megi@lelterpretalas ezért egyedi mérlegelést igényel. Az
automatizalt analizis kezdeti fazisdban zajl6 b&ian folyamat azonban szintén terhelt e
tényedktsl, igy konnyen belathaté, hogy a manudlis kiértékelmirbségi korlatai
szikségszéen manifesztalodnak a gépi kiértékelés soran ignasik oldalon viszont a
human efforras nyilvanvaléan nem képes versenyezni egyegépit rendszer sebességével
€és munkabirasaval; nem beszélve dblal altalanos szubjektiv jelledgdy vagy az eltér
ertékebk kozotti kualonbségn (57). Az automatizalt FISH analizis tehat - még h
pontossagban nem is haladja meg a human kiértékelgents terhet képes levenni a
citogenetikai laboratoriumok vallarol. A megallast még akkor is igaz, ha figyelembe
vesszik, hogy a legtobb laboratérium vagy diagrkeazkdzpont nem dolgoz fel annyi
mintat, hogy szikség legyen allanddé 24 oOras gépliasre, hiszen a human 6éorras
barmilyen mérték kivaltasa ednyos, tovabba fontos gazdasagi jebsgggel bir.

Latva a mérhetetlen fétléest a molekularis genetikai médszerek teruletanlpnos
tekintettel a teljes genom szekvenalas terilet@astetalhatd robbanassizeiejlodésre, az
automatizalt FISH vizsgalatok szerepe, létjogodgisazonban némiképp megkgetezdik,
azok felhasznalasi tartomanyasvel talan s#kil. Egyes terileteken azonban tovabbra is

bizonyosan szikség lesz sejt alapu, képalkotashagaba foglaldo vizsgéalatokra. llyen
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egyértelni indikaciok példaul a szoveten vegzett vizsgalatakol a topografiai adatok
nélkulozhetetlen diagnosztikai értékkel birnak;zamsiltdn feno és genotipizalast igéhyl
analizisek; olyan genetikai vizsgalatok, ahol dmamalis klén pontos aranyanak
megallapitasa elengedhetetlen vagy azok az eshtdkaatumorfejpdés klonalis evollcios
vizsgalata indokolt.

Mindent egybevéve megallapithatd, hogy az intesfd&ziSH vizsgélat kiértékelésének
automatizaciodja hasznos technolégia, mely rendkivégy segitséget nyujthat minden
(molekularis) citogenetikai laboratériumnak. A Haidysag tekintetében érdemes azonban
észben tartani, hogy éppen azok az akadalyok tehatjak a megfelélészlelési pontossag
elérését, melyek eredefeh generdltdk az igényt egy ilyesfajta gépi segedidivel nem
elképzelhet, hogy e tekintetben e rendszerek felilmulhatjakraberi efforrast, a csaknem
feltétel nélkili kovetkezetesség és nagy teherliiedls hogy legyen adéf szempont egy ilyen

rendszer beszerzésénél.
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6 Uj eredmények 6sszefoglalasa

Elssként dolgoztunk ki olyan automatizalt képalkotGtaedlitikai mddszert, mellyel

képesek voltunk a vizeletben talalhatd uroepitsliflejtek egymast kouetfeno-

illetve genotipizalasara; a médszer soran a gyakofiuoreszcens jeldlés helyett

kromogén immuncitokémiat alkalmaztunk. Munkank sora

Meghataroztuk a fél-automatizalt kromogén fenotipikebszelekcio
részletes specifikacioit, mely alapul szolgalhatrnily hasonlé
kromogén immunfeétiésen alapulé automatizalt szelekciés modszer
kidolgozasanal.

Megallapitottuk, hogy a kombindlt mddszer egyszir a vizeleten
végzett FISH vizsgalatot, tovabba targyilagossazitea kezdeti
célsejtmeghatarozast, mely ily moédon nem igényelmialt citologiai
ismereteket.

Megallapitottuk tovabba, hogy a kombindlt modszenekkedett
analitikai pontossaggal jellemezbetz 6nallo-genotipizalashoz (FISH)

képest.

Osszehasonlité médon megallapitottuk a médszendsagikus hatékonysagat, mely

soran az 6nallé-genotipizalas és a célzott-germdtigs 0sszehasonlitas mellett szintén

parhuzamot vontunk az &k meghatarozott valamint a lokalisan, statisZtigpi

szamitott diagnosztikus hatarértékek alkalmazagétkitovabba régzitettik a FISH

pozitivitas

aranyat valamint vizsgaltuk annak digatikus jeleriségeét.

Eredményeink alapjan

Megallapithatd, hogy a vizeleten végzet -célzottHIS/izsgélat

emelkedett analitikai  hatékonysaga emelkedett disgikai

hatékonysagban is megnyilvanul.

Megéallapithatd, hogy a célzott vizsgalat egyik &byf ebnye, hogy

nagyobb szenzitivitdssal detektalja a diagnosztikaeihézséget okozo
korai, alacsony gradusu és stadiumu tumorokat. |&nggg az egész

mintara kiterjed vizsgalodasnak, valamint a magas analitikai sjpiéié
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altal eredményezett alacsony diagnosztikus haékmek koszonhét A
modszer  tovabbi  éhyt  jelenthet  hdllyagtumoros  betegek
monitorizaldsanal.

- Megeksitettik azt a korabbi feltevést, miszerint a FlIfbzitiv sejtek
aranya oOsszefiiggésbe hozhaté a tumorok korszovdiemorolasaval
(gradus, stadium), azonban megallapitottuk, hogptisztikailag is
szignifikans eredményeket a célzott-genotipizat&ésiraényezhet, mely
igy pontosabb képet adhat a valdés tumortogipgrodalmi adatok
alapjan utdbbinak komoly prediktiv jelésege lehet.

Elsoként automatizaltunk dritett vizeleten végzet FISkzsgalat jelmintdzat
kiértékelését valddi modularis munkaalloméas segégél. Meghataroztuk a modszer
analitikai hatékonysagat valamint @ent részletesen kdzoltik az automatizaciohoz
szikséges paramétereket. UtObbi alapjaul szolgathds, Osszetett szambeli
kromoszoma eltérések észlelését megcélzé sokszon8#SH vizsgalat
automatizaciojahoz. Eredményeink alapjan tovabba

- Alatdmasztottuk azt a korabbi feltevést, miszeriat kulonbdsd
csatornakban tapasztalt jelfelismerési hatékonysagymastol szinte
teljesen fliggetlenek, tovabba hogy éppenéelifolydlag a komplex,
sokszondas készletek automatizalt jelfelismerésgkomysaga legalabb
annyira fligg a pozitiv-sejt definicio Osszetettsélgémint az egyes
jelcsatornakban tapasztalt analitikai hatékonydajlivel a pozitiv sejt
meghatarozas 0sszetettségét degppen az adott entitas genetikai
instabilitdsa hatdrozza meg, megallapithatd, hogegreetikailag instabil
meghatarozé az egyéni, szondankeénti jelfelismeméinf azokban az
estekben ahol egy (esetleg k¢zonda asszocialta mintazat 6nmagaban
patognomikus.

- Megallapitottuk, hogy amennyiben az egyes csattwardktapasztalt
jelszam tévesztések kismérntiék, azaz a valds jelszdmtdl csak
korlatozott mértekben térnek el, a szambeli krordpsz eltérések
eszlelésére szolgalé szondakészletek automatett@ligmeréssel tortén

klasszifikaci6janak hatékonysaga a poliszémia rkéxtél aranyosandn
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