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Összefoglalás

Fluoreszcens in situ hibridizációval (FISH) genetikai aberrációk igazolhatók tumormintákon. Digitális mikroszkópiá
ra épülő automatizált képanalízissel a nagy felbontású FISH génjelek mintánként több ezer sejtben igazolhatók, és a 
kezelést befolyásoló daganatheterogenitás is pontosan meghatározható. A módszer a patológus munkaterhelésének 
csökkentése mellett támogatja a hatékonyabb diagnózist és az erre épülő onkológiai terápiát. A FISHQuant algorit-
mus finombeállítás után nagyszámú tumormintán igazolta a módszer alkalmasságát diagnosztikus célokra, mind 
génátrendeződéses, mind kópiaszám-eltéréses génhibák megbízható kimutatásában. Vizsgálataink ugyancsak rávilá-
gítottak a 3D magszegmentálás előnyeire a 2D módszerrel szemben. A dolgozatban röviden bemutatjuk kutatásunk 
néhány eredményét.

Kulcsszavak: fluoreszcens in situ hibridizáció (FISH), digitális mikroszkópia, onkogén mutációk diagnosztikája, 
FISHQuant automatizált képanalízis, sejtmagszegmentálás
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Summary 

The fluorescence in situ hybridization (FISH) technique has been widely applied in molecular pathology for the in 
situ identification of well-known genetic aberrations in formalin-fixed paraffin embedded tissues, frozen sections, and 
cytological smears. In tumor pathology, FISH provides qualitative and quantitative results to support differential 
diagnosis often with a direct therapeutic consequence. It can be used to identify the genetically affected cells and their 
proportion within tumor populations. FISH can determine genetic abnormalities at a single cell level within the 
morphological complexity of a tumor. Advanced digital microscopy combined with image analysis algorithm offers a 
great chance to extract all clinically useful data from whole FISH samples. We have been developing a software tool 
called FISHQuant to support pathology diagnostics by semiatomated digital image analysis of major genetic abnor-
malities characterized by numerical and steric deviations. Based on HER2 immunohistochemical positivity breast 
cancer samples were selected for FISH. A dual color HER2/Cep17 probe was used, which can detect HER2 gene 
copies in relation to chromosome 17 to idenfify tumor cells with increased (>2 copy/chromosome) ratios of HER2 
signals. In addition to the specific genetic aberration examined, tumor cell populations also carry non-specific devia-
tions, which can be accurately detected with automated digital analysis, but might remain hidden with the tradi-
tional microscopy. Although our image analysis found similar HER2 copy number abnormalities to the eye control 
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testing, the results gained in tissue sections should be treated with caution due to the random truncation related 
signal loss introduced by cutting. Cultured breast cancer cells and their cell block sections offered chance for reliable 
nuclear segmentation and to compare FISH analysis in tumor cells in intact and cut through cell nuclei. We used 
SK-BR-3 a HER2 overexpressing cell line, MDA-MB-453 a triple-negative, and ZR-75-1 a HER2 2+ positive cell 
line. FISHQuant can also be used for determining sterical genetic abnormalities, i.e. gene translocations/fusions. For 
the diagnostic interpretation of the small signals their exact number and relative position within the nucleus must be 
determined accurately. At present our FISHQuant algorithms use 2D images for the nuclear segmentation, which, in 
high cell density tissue sections may results in suboptimal separation of cell nuclei. For more accurate rendering of 
FISH signals to individual cells we have been testing 3D nuclear segmentation algorithms comparted to our 2D 
based method in ~5 µm-thick samples. The potential of Cellpose, an artificial intelligence based image anatomical 
open source 3D segmentation and learning algorithm designed and trained on wide range of image datasets, have 
been analyzed. Our studies comparing different nuclear segmentation tools highlighted the advantages of 3D nu-
cleus segmentation compared to the 2D algorithm. 

Keywords: fluorescence in situ hybridization (FISH), digital microscopy, diagnosis of oncogenic mutations, 
FISHQuant automated image analysis, segmentation of cell nuclei 

Előszó

A mikroszkópos minták teljes digitalizálása lehetővé teszi 
az adatbázisokba illesztett több GB méretű nagy felbon-
tású minták elérését számítógépes hálózatokon, térbeli és 
időbeli korlátozás nélkül, a világ bármely pontján. Gépi 
tanulási és mesterségesintelligencia-alapú automatizált 
képelemző algoritmusokkal a digitálizált minták (sejtek, 
szövettípusok, molekula-, illetve génjelek) paraméterei 
mennyiségileg pontosan meghatározhatók. A KDP PhD-
hallgató a génhibák automatizált azonosítására alkalmas, 
ún. FISHQuant program fejlesztésében vesz részt.  
A program jelenleg kutatási célokat szolgál, és kétdimen-
ziós (2D) magszegmentáló algoritmust alkalmaz. Ezért a 
hallgató 3D automatizált magszegmentáló algoritmuso-
kat tesztel, amelyek képesek a sejtmagok teljesebb re-
konstruálására. Emellett a FISHQuant programmal di-
agnosztikus célú méréseket végez emlő-, nyirokcsomó-, 
colorectalis, tüdő-, bőr-, illetve vesedaganatok génát
rendeződéses, illetve kópiaszám-eltérést igazoló próbák-
kal jelölt metszetein, citológiai és sejtblokk mintáin.  
A FISHQuant program alkalmas mintánként több ezer 
tumorsejt automatizált értékelésére, ami az egyre na-
gyobb klinikai jelentőségű tumorheterogenitás pontos 
meghatározását teszi lehetővé. Eredményeit eddig az 
Európai Patológus Kongresszuson (Csizmadia et al. 
2022), egy könyvfejezetben és PhD-kurzusokon mutatta 
be. E cikk előzetes eredményeit és a projekt vizsgálati 
irányait mutatja be. Részletes eredményeit két előkészü-
letben levő angol nyelvű közleményben publikáljuk a kö-
zeljövőben.

Krenács Tibor, kutatóprofesszor 
témavezető, Semmelweis Egyetem

Csizmadia Annamária a Patológiai Intézet és a 3DHis-
tech Kft. alkalmazottjaként fontos szerepet játszott a 
fluoreszcens in situ hibridizációs (FISH) laboratórium 
kialakításában, évekig előleletezte a génhibákat feltáró 
módszer eredményeit. A FISH-módszer diagnosztikus 
megbízhatóságának alapja a kimutatott génjelek sejten-
kénti meghatározása, ami átfedő, egymással érintkező 
sejtmagoknál problémás. A digitális patológiai alkalma-
zásokat fejlesztő 3DHistech Kft. és az Intézet együttmű-
ködése, amiben ő is részt vett, két évtizede folyamatos. 
Annamária biológusként a Villamosmérnöki Kar elvégzé-
se után 2012-ben tehát diagnosztikai tapasztalatokkal 
csatlakozott a fejlesztő csapatunkhoz, ahol 2020-tól a 
digitális patológiai hardware és software termékfejlesztés 
vezetője lett. KDP projektjének célja kettős, egyrészt a 
gépi tanuláson alapuló Quant-Center automatizált digi-
tális képfeldolgozó kutatási programcsomag FISHQuant 
algoritmusának diagnosztikus célú továbbfejlesztése és 
validálása, másrészt a tumorsejtmag szegmentálás minő-
ségének javítása a meglevő 2D algoritmus 3D algorit-
mussal történő helyettesítésével, tesztelés és beállítás 
után. Eddigi vizsgálatai igazolják, hogy a 3D sejtmag-
szegmentálás (Cellpose, illetve NucleAIzer) szignifikán-
san jobb pozitív prediktív értéket és érzékenységet mu-
tat, mint a 2D threshold-alapú. Annamária mérnöki 
alapossága, kreativitása és a diagnosztikából hozott ta-
pasztalatai jól hasznosulnak a KDP PhD projekt megva-
lósításában.

Molnár Béla, kutatóprofesszor 
vállalati szakértő, 3DHistech Kft.
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Bevezetés 

Fluoreszcens in situ hibridizáció (FISH) – 
diagnosztikus, klinikai relevancia

A fluoreszcens in situ hibridizáció (FISH) egy széles kör-
ben alkalmazott molekuláris módszer genetikai aberráci-
ók célzott igazolására, sejtkészítményeken (citológiai és 
vérmintákon), szövettani metszeteken, elsősorban a pre-
natális, illetve az onkológiai diagnosztikában (Shakoori 
2017). A daganatdiagnosztikában a módszer alkalmas a 
minta genetikailag érintett tumor sejtpopulációjának 
kiszűrésére, ami a terápiát támogató diagnosztikus dön-
téseket megalapozza (Chrzanowska–Kowalewski–Lewan-
dovska 2020). A módszer az adott gént meghatározó 
dezoxiribonukleinsav (DNS) bázissorrendjének megfe-
lelő, flurokrómmal jelölt komplementer oligonukleotid 
szekvenciák (génpróbák) alkalmazásán alapul (Cui–Shu–
Li 2016). A DNS kettős spirál ~94 °C-on átmenetileg 
szétválasztható, majd lehűtéskor regenerálódik, amikor a 
hozzáadott génpróba az eredeti, vele komplementer 
DNS-szál helyére beköt, fluoreszcens mikroszkópban 
láthatóvá téve az ép vagy aberráns gén jelenlétét, illetve a 
gén/kromoszóma sokszorozódását (amplifikáció), vagy 
kópiavesztését a tumorsejtmagokban. Az esetenként két- 
vagy háromféle génpróba FISH-jeleinek számszerű, 
illetve egymáshoz viszonyított helyzetének pontos meg-
határozása sejtmagonként, alapvető az értékelés megbíz-
hatósága szempontjából. Ezért kulcskérdés a sejtmagha-
tárok pontos elkülönítése, ami mind szemmel, mind 
automatizált képanalízissel komoly kihívás (Hollandi et 
al. 2022). Hiányában azonban az átfedő, elkülöníthetet-
len sejtmagok és a magokon kívül eső génjelek torzítják 
a végeredményt. Az utóbbi évtizedben a korszerű digitá-
lis mikroszkópia bármilyen festési eljárással, ideértve az 
fluoreszcenciát is, készített minta teljes körű és magas 
minőségű digitalizálását biztosítja (Varga et al. 2009). 
Ez lehetőséget ad minden, a patológiában szükséges 
adat digitális rendszerintegrálására, szabályozott jogo-
sultsági hozzáféréssel, megosztással, diagnosztikus és ku-
tatási felhasználásra, az adat- (GDPR) és kiber-biztonság 
szabályainak betartása mellett, vagyis a digitális patológia 
teljes körű biztonságos bevezetésére (Holub–Müller–Bíl 
2022). Ezzel párhuzamosan, a nagyléptékű molekuláris 
módszerek, elsősorban az újgenerációs szekvenálás (next 
generation sequencing, NGS) egyre több, a daganatok 
kialakulásában és progressziójában alapvető szerepet ját-
szó genetikai hiba (mutáció) feltárását tették lehetővé 
(Gibbs–Penava–Cuyun Carter 2023), melyek FISH vizs-
gálatára fokozódó klinikai igény jelentkezik. A FISH- 
módszer bevezetése óta mind a komplementer nuklein-
savpróbák előállításának, mind jelölésüknek és az alkal-
mazott egyre stabilabb fluorokrómok előállításának, a 
fluoreszcens digitalizálásnak, illetve a jelszűrésnek a tech-
nológiája jelentősen fejlődött (Shakoori 2017). Mivel a 
FISH-módszer egyedi sejtek szintjén, de akár egy komp-
lex szöveti környezetben igazolja az adott gén számbeli 

vagy strukturális állapotát, esetleges relokalizációját, 
ezért a módszert, az antitestek specificitását kihasználó 
immunhisztokémia mellett, molekuláris morfológiai 
módszernek tekintjük. 

A daganatok kialakulása – tumorheterogenitás

A daganatok kialakulása és progressziója többlépcsős fo-
lyamat, amelyet számos gén aberráns (mutáció), és/vagy 
abnormális (epigenetika) szabályozása irányít, és ami tu-
mor mikrokörnyezetével folytatott interakciók során 
gyakran a daganat szervi, szöveti és sejtszintű heterogeni-
tásához vezet (Hanahan 2022). A genetikai háttér mel-
lett egy adott tumortípus heterogenitását, az agresszív 
klónok kiszelektálódását, inváziós és metasztázis képessé-
gét többek között befolyásolják az oxigén és tápanyagel-
látás, a tumorhatároló módosult strómasejtek (tumor as�-
szociált fibroblasztok, cancer associated fibroblasts – 
CAFs), a tumorellenes immunválasz, a rendelkezésre álló 
növekedési, illetve gátlófaktorok és az extracelluláris mát-
rixszal folytatott interakciók (Albini et al. 2015). Csíra
sejtes és/vagy szomatikus mutációk minden daganatban 
abnormális fehérjeexpresszióhoz, funkcionális és fenotí-
pus-változáshoz, valamint kontrollálatlan növekedéshez 
vezetnek. A tumorheterogenitás jelentősen befolyásol-
hatja egy adott terápia sikerét, recidívák kialakulását, ezért 
különösen a célzott molekuláris terápiák betegkiválasztá-
sát alátámasztó biomarkerszintek igazolásakor jelentős 
kihívás (Ramon Cajal és mtsai 2019; Marusyk– 
Janiszevska–Poyak 2020). Ennek megbízható meghatáro-
zására irányuló kutatási erőfeszítések a terápiás pontosság 
javítása mellett segítenek megérteni a daganatprogresszió 
és a terápiarezisztencia hátterében álló folyamatokat is.

Digitális mikroszkópia jelentősége  
a patológiában 

A fluoreszcens digitális technológia egyre inkább teret 
hódít a diagnosztika és a kutatás területén egyaránt, lehe-
tővé téve a részletgazdagabb, pontosabb elemzéseket, 
ami kulcsfontosságú a betegségek korai felismerésében és 
kezelésében. A legszűkebb keresztmetszet a patológiai 
véleményalkotás teljes digitalizálása irányába a nagy fel-
bontású, egyenként akár 2GB file méret nagyságú digitá-
lis metszetek kórház rendszerintegrálása, közvetítése, 
megosztása és gyors hozzáférése a diagnoszta/kutató 
számára (Krenács–Fónyad–Molnár 2021; Munari et al. 
2023). Az utóbbi évtizedben a digitális tárgylemez mik-
roszkópok, szerverek és internethálózatok sebessége, 
valamint a digitalizált kép minősége és felbontása óriási 
fejlődésen ment át, és ma már számos dedikált szoftver-
alkalmazás segíti a minták kezelését, digitális adatbázi-
sokba illesztését és a lehető legtöbb hasznos információ 
kinyerését belőlük. A technológia, a hagyományos mik-
roszkópia és az információtechnológia (IT) számos 
kombinációján keresztül, napjainkban forradalmasítja a 
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patológiai diagnosztikát (Munari et al. 2023). A digitális 
metszet másodpercek alatt a világ bámely pontjára eljut-
tatható, így lehetővé vált a klasszikus mikroszkóp alkal-
mazásától, valamint tértől és időtől független távdiag-
nosztika, a dinamikus telepatológia (Kiran et al. 2023). 
A Covid19 pandémia hatványozottan rávilágított a fizikai 
határok nélküli otthoni munkavégzés fontosságára a pa-
tológiában is, felgyorsítva a digitális patológia fejlesztését 
és a módszer bevonását a tesztfázisból a teljes értékű di-
agnosztika és kutatás fegyvertárába. A digitális mikrosz-
kópia nagy mennyiségű adatot gyűjthet és tárolhat, ami 
lehetőséget ad a mesterséges intelligencia és gépi tanulás 
algoritmusok alkalmazására a betegségek diagnosztikai, 
valamint prognosztikai meghatározás támogatására.  
A digitális képpixel információk megoldást kínálnak a ké-
pet felépítő objektumok elkülönítésére, számszerűsítésé-
re, pontos méreteinek gyors megadására, képszegmentá-
lás, gépi tanulás és neurálishálózat-alapú mesterséges 
intelligencia igénybevételével (Kiszler–Paulik–Krenács 
2021).  

Automatizált, digitális sejtszegmentáció

A képszegmentáció a kép egyes területeinek fragmentá-
lására, elkülönítésére irányul olyan jellegzetességek alap-
ján, mint a szín, színintenzitás, mérés paraméter hason-
lóság, illetve különbözőség, a folytonossági határok 
felismerése (Kiszler–Paulik–Krenács 2021). A nagy fel-
bontásban digitalizált teljes patológiai mintában egyes 
objektumok, mint pl. tumor- versus normál-, vagy kötő-
szövet, illetve sejttípusok, valamint ezekben eltérő bio-
marker expressziójú csoportok elkülönítése a cél adott 
területen, vagy akár az egész mintában, illetve ezek 
mennyiségének, vagy arányaik objektív meghatározása. 
Számos mélytanulási algoritmust is kidolgoztak már 
ilyen feladatokra, melyek a neurális hálózati mintázat, 
vagy Bayes-féle (Bayesian) rekurzív statisztikai becslés, 
geometriai megközelítések, objektumhatárok felismeré-
se, illetve Python könyvtárak felhasználásával különíte-
nek el objektumokat, sejteket (Hollandi 2021).

Munkacsoportunk ipari partnere, a digitális mikrosz-
kópiában nemzetközileg is élenjáró 3DHISTECH Kft. 
(Budapest; https://www.3dhistech.com) együttműködésé-
vel, FISHQuant néven fejlesztett szoftvercsomagot, 
amely alkalmas az onkopatológiai diagnosztikában fon-
tos számbeli (amplifikáció, illetve kópiavesztés), valamint 
térbeli (transzlokáció, illetve fúzió) genetikai aberrációk 
FISH szignáljainak automatizált kiértékelésére digitali-
zált teljes klinikai mintákon (Csizmadia–Krenács 2021). 
A kromoszóma/gén abnormalitások gépi kontrollal vég-
zett igazolásához a fluoreszcens próba szignálok egyedi 
sejtmagokon belüli automatikus felismerése szükséges 
(Irshad et al. 2014). Bár a sejtmagok megbízható auto-
matizált elkülönítése FISH alkalmazásokban számtalan 
nehézséget hordoz, erre irányuló közölt tudományos 
munkák eddig alig születtek. Ez is indokolja a program 
ilyen irányú korszerűsítését célzó törekvéseinket.

Digitális képanalízis a FISH-minták 
kiértékelésében – projekt céljai

A klasszikus FISH reakciókat vizsgáló epiflureszcens 
mikroszkópos rendszerek csupán egyedi látóterek, vagy 
néhány látóteret összekapcsoló digitális képek alapján 
engedik meg a diagnosztikus véleményalkotást (Levsky–
Singer 2003). Ráadásul, a ~< 0,5 µm átmérőjű FISH 
génjelek a hagyományos epifluoreszcens mikroszkópos 
vizsgálat, de akár a tárolás során is gyorsan halványod-
nak, ezért rövid időn belüli vizsgálatot és fotóarchiválást 
igényelnek (Csizmadia-Krenács 2021). Továbbá, a ~5 
µm vastag mintákban az immerziós (63×, ill. 100×) ob-
jektívek csökkent mélységélessége miatt jelentős számú 
(akár 15) optikai sík digitális rögzítésének igénye kiter-
jedt mintaterületen olyan problémákat vet fel, amit csak 
a legnagyobb elérhető (0,85-as) numerikus apertúrájú 
(NA) 40×-os objektívvel felszerelt digitális mikroszkópia 
tud kezelni. A legtöbb szöveti, de akár citológiai daga-
natminta heterogén sejtpopulációkból áll és sok ezer da-
ganatsejtet tartalmaz, ami lehetőséget kínál a növekvő 
klinikai jelentőséggel bíró tumorheterogenitás pontos 
becslésére is (Cajal és mtsai 2020). Erre a klasszikus 
módszerek nem, de a korszerű teljes metszet/minta di-
gitalizálást követő képszegmentálási, gépi tanulási, illetve 
mesterséges intelligencia alkalmazásán alapuló képanalí-
zis módszerek kiválóan alkalmasak. Segítségükkel a FISH 
reakcióval kezelt teljes klinikai mintákból olyan részletes 
minőségi és mennyiségi információk nyerhetők, melyek 
szemkontrollal nem hozzáférhetők. Jelen kutatásunkban 
egyrészt számos daganattípus szövettani, illetve sejt-
blokkmetszet, vérkenet és sejttenyészet mintáin, számos 
genetikai célpont kimutatása után digitalizált készítmé-
nyeken validáljuk a FISHQuant program megfelelőségét 
a két legfontosabb próbatípus, azaz a kópiaszám-vál
tozás, illetve a géntranszlokációk automatizált értéke
lésében. Az eredmények alkalmasak az algoritmusok 
előnyeinek és hiányosságainak feltárására, segítve a to-
vábbfejlesztés irányainak meghatározására. Ehhez kap-
csolódik másik célunk: a program automatizált sejtmag-
szegmentáló algoritmusának korszerűsítése, aminek 
érdekében két-, illetve háromdimenziós (2D, ill. 3D) 
magszegmentáló algoritmusok teljesítőképességét ha-
sonlítjuk össze klinikai mintákon végzett FISH reakció
kon, a legmegfelelőbb kiválasztásához és a programcso-
magba integrálásához.

Anyag és módszer

Fluoreszcens in situ hibridizáció (FISH)

A reakciókat a Semmelweis Egyetem Patológiai és Kísér-
leti Rákkutató Intézet, ill. a Daganatpatológiai és Mole-
kuláris Diagnosztikai Laboratórium (Tsejt Kft., Szeged) 
archívumából származó diagnosztizált esetek formalin-
ban rögzített, paraffinba ágyazott szövetblokkjaiból 
készült metszeteken, az emlőcarcinoma sejtvonalak  
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(SK-BR-3, MDA-MB-453, ill. ZR-75-1) (https://www.
cellosaurus.org) fedőlemezre növesztett tenyészetein, il-
letve sejtblokkjain végeztük a Patológiai Intézet rutin 
FISH-protokollja alapján. Röviden, a minták kezelése az 
alábbi lépéseket foglalta magába: 1) deparaffinálás xilol, 
majd etanol sorban (3× 30’), majd mosás 2× 30’ 2×-es 
SSC pufferben; 2) feltárás 15’ pH 6,0-os citrát puffer-
ben, hűtés 15’ szobahőre, mosás 30’ 2×SSC pufferben, 
majd proteázemésztés 15’, 10%-os pepsinoldatban  
37 °C-on; 3) mosás 30’ 2×-es SSC pufferben, dehidrálás 
emelkedő etanolsorban; 4) 6 µl specifikus FISH-próba, 
10’ denaturálás 85 °C, éjszakán át inkubálás/hibridizálás 
37 °C-on; 5) mosás 2×-es SSC pufferben, utána 0,4×-es 
SSC-ben 70 °C-on, majd 0,1% NP-40 detergenst tartal-
mazó 2×-es SSC-ben 5’; 6) végül magfestés 0,01%-os 
DAPI (4’,6-diamino-2-phenylindole) oldattal. Releváns 
sorozatmetszeteken a tumoros gócok mintánkénti kijelö-
léséhez (annotáció) HER2 immunhisztokémiai reakció
kat is végeztünk a korábban közöltek szerint (Székely 
2022).  Röviden, 4 µm vastag metszeteken a Roche-Ven-
tana BenchMark (Indianapolis, IN, USA) automatizált 
immunfestőben deparaffinálást követően lúgos pH-jú 
CC1 pufferben 60 percig végzett antigénfeltárás után 
monoklonális nyúl-anti-HER2 (klón: 4B5; RTU: 1:2) 
immunglobulinokkal 60 perces, majd UltraView 
(Roche-Ventana) detektáló rendszerrel 20 perces inku-
bálást követően, a színreakciót a rendszer Diaminoben-
zibin (DAB) – hidrogénperoxid kromogén-szubsztrát 
kittel barna színben tette láthatóvá, végül a sejtmagokat 
hematoxilin festéssel tüntette fel. P1000 Diagnostic 
Scanner DX (20× NA:0.8 Plan Apochromat; 40× digitá-
lis nagyítás, 3DHISTECH Kft.) rendszerrel digitalizál-
tuk, és a MembraneQuant (IVDD) képelemző szoftver-
rel értékeltük ki előre kiválasztott HER2 elválasztási 
küszöbértékeket használva automatikusan 3+, 2+, 1+ és 
negatív tumorsejteket azonosítottunk. 

A fluoreszcensen jelölt minták digitalizálása Pannora-
mic MIDI II fluoreszcens szkennerrel történt (40×, 
NA:0.85 Plan Apochromat objektív, 3DHISTECH 
Kft.). A FISH-reakciókat nagy érzékenységű fekete-
fehér, monokróm kamerával (PCO.edge 4.2 bi) a DAPI 
(Ex:358nm-Em:405nm), Spectrum Green (497/30nm-
Em:538/44nm), ill. Spectrum Orange (Ex:543/22nm, 
Em:586/20nm) fluoreszcens festékek optikai tulajdon-
ságainak megfelelő szűrőkkel és LED (Lumencor Spect-
ra X) megvilágító egységgel több síkban (8 sík, 0,4 µm 
síktávolság) olvastuk be, FISHQuant (IVDD) képanali-
záló szoftver algoritmusokkal (3DHISTECH Kft.) ele-
meztük, majd az eredményeket a hagyományos szem-
kontrollal végzett értékeléssel hasonlítottuk össze 
(Csizmadia–Krenács 2021). Továbbá mesterségesintelli-
gencia-alapú Cellpose algoritmust is alkalmaztunk, mely 
egy gépi tanuláson alapuló sejtmagszegmentáló, amely a 
neuronhálózatok elveire épül.

Modellrendszerek a mennyiségi képanalízis 
algoritmusok beállításához és teszteléséhez

Az epidermális növekedési faktor receptor 2-es típusát 
kódoló gén (HER2) kópiaszám-emelkedése (amplifiká-
ció) felülregulálja a receptor fehérje szintjét  a sejtmemb-
ránban, ami növekedési jelátviteli utak működését kont-
rollálatlanul aktiválva agresszív emlőcarcinomát okoz 
(Moasser 2007). Az emlőrák molekuláris altípusait a diag-
nózis során immunhisztokémiával (IHC) erősítettük 
meg. A HER2 pozitív emlőrák 10 esetéből származó 
duplikált magok mellett a luminális A (10 eset), a Lum-
inal B (8 eset) és a tripla negatív (7 eset) altípusok is 
szerepeltek kontrollként. A génamplifikáció (számbeli 
eltérés) HER2 gén és a gént hordozó 17-es kromoszó-
ma centromerikus régióját felismerő kombinált FISH-
próbával (ERBB2/CEP17 ZytoPure FISH, Bremerha-
ven, Németország) vizsgáltuk, ahol a >2 HER2/Cep17 
arány hatékony trastusumab antitest terápiát indikál az 
egyéb terápiára rosszul reagáló emlőcarcinoma altípus-
ban (Singh-Singh-Singh 2016). A gyógyszer-antitest 
konjugátumok hatékonyabb onkoterápiás hatása miatt a 
legutóbbi időben az ún. „HER2-low”, vagyis HER 1-2+ 
pozitív esetek pontosabb azonosításának igénye is felme-
rült (Popovic et al. 2023). Szövettani metszetek mellett, 
ismert HER2 expressziójú emlőcarcinoma tumorsejt
vonalak tenyészeteinek, illetve sejtblokkjainak FISH-
reakcióit is elemeztük. Ezek a HER2 gén amplifikációt 
mutató SK-BR-3 (Davidson-Gorringe-Chin 2000), az 
androgen receptor pozitív tripla negatívnak tekintett, de 
HER2 1-2+ pozitivitást mutató MDA-MB-453 (Xiao-
Gao-Telford 2008), illetve a luminális B emlőrák altípus-
ba sorolt közel 3+ HER2 pozitivitást mutató ZR-75-1 
sejtvonalak voltak (Lacroix–Leclercq 2004).

FISH-minták digitalizálásának beállítása 

A fluoreszcens tárgylemez digitalizálása speciális szken-
nereket igényel. A fluorokrómok gerjesztése LED meg-
világító egységgel történik adott hullámhosszon. Az ab-
szorbeált energia a fluorokróm elektronjait magasabb 
energiaszintre emeli, majd azok viszonylag gyorsan foto-
nokat kibocsátva visszatérnek alapállapotukba, amit fluo-
reszcenciaként detektálunk. A kibocsátott fluoreszcens 
fény érzékelésére sCMOS (scientific complementary me-
tal oxide semiconductor), PCO.edge 4.2 bi (back illu
mination) háttér-megvilágítású monokróm kamerát 
használunk. A kamera kvantumhatékonysági (QE) érté-
ke megadja az érzékelő foton elektronná való átalakító 
képességének mértékét az adott hullámhosszon. A fluo-
reszcens szignálok érzékeléséhez a lehető legmagasabb 
QE értékű monokróm kamerát célszerű választani, an-
nak érdekében, hogy csökkentett gerjesztési idő mellett, 
megóvva a mintát a gyors kiégéstől, kiváló minőségű 
fluoreszcens képet kapjunk. A szkenneléshez szükséges 
látóterek (FOV-k) száma függ a biológiai minta méreté-
től, az objektív nagyításától, és a fluoreszcens csatornák, 
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valamint a digitalizált Z(mélységi)-rétegek számától. A 
homogén fluoreszcencia intenzitás előállításához háttér-
kompenzációt alkalmazunk. A szkenner optika szferikus 
(gyűjtőképesség hiánya) aberrációja miatt a génjelek te-
rületei a kétdimenziós összeejtett („extended”) kép érté-
kelése során nagyobbak lehetnek, mint azt mikroszkópos 
megjelenésük alapján várnánk. A fókuszban lévő terüle-
teken kívül minden specifikus jelet tartalmazó réteg szin-
tén némileg gerjesztett állapotban lehet, melyek vetüle-
tei „elmosódott” jeleket eredményeznek. Matematikai 
elmélet szerint a leképezés során kapott kép csak a valódi 
kép és a rendszer impulzív válaszának konvolúciójaként 
jön létre. Egy pont hozzájárulása a képhez a pontterjedé-
si függvénnyel (PSF) írható le, amely alakját először el-
méleti modellekkel kell meghatározni. Ezek azonban 
nem veszik figyelembe a mikroszkóp fizikai felépítését, 
ezért a fluoreszcens diagnosztikai digitalizáláshoz a Ri-
chardson–Lucy dekonvolúciós algoritmust alkalmaztuk a 
szferikus aberráció megjelenésének kompenzálására 
(Dell’Acqua-Scifo-Rizzo 2010). 

A FISHQuant algoritmus  
rövid bemutatása 

A FISHQuant automatizált képelemző algoritmus a 
vizsgált génhibát hordozó pozitív sejtek automatikus 
azonosítására alkalmas, megkülönböztetve azokat a ke-
resett mutációt nem hordozóktól (Kiszler et al. 2012).  
A módszert évek óta alapvetően kutatási célra fejlesztjük. 
Jelen vizsgálataink egyik célja, hogy a szigorúbb előírá-
soknak megfelelő diagnosztikus célra is alkalmas legyen a 
program. Első lépésként az algoritmus a sejtmagokat 
szegmentálja/különíti el, majd a detektált génjeleket 
rendeli hozzá a detektált sejtmagokhoz. A fluoreszcensen 
jelzett keresett objektumok észlelése általában a háttér-
hez képest magasabb pixel intenzitásértékük alapján tör-
ténik, egy fix küszöbérték mentén. Mivel a jelölt or-
ganellumok fluoreszcenciaintenzitása változhat területről 
területre, vagy épp mintáról mintára, a küszöbértéket 
gyakran manuálisan állítjuk be, akár fluoreszcens csator-
nánként is. További nehézséget jelenthet a mutációt hor-
dozó sejtek és az ép sejtpopuláció szignál rendszerek 
eltérő jelintenzitása is, így a küszöbérték-alapú szegmen-
tálás képminőségfüggő. A diagnosztikus irányelvek sze-
rinti FISH-értékelés ~200 sejt átnézését igényli, ami 
szemkontrollal, hagyományosan sötét helységben fárasz-
tó és időigényes, ráadásul a jelek gyorsan halványulnak, 
kiégnek. Ezzel szemben a digitális képanalízis a repre-
zentatív tumorgócok kijelölése után a teljes tumorminta 
objektív értékelését teszi lehetővé, ami mintánként akár 
több ezer sejtre is kiterjed. Így a digitális képanalízis a 
tumor heterogenitásáról is pontos, statisztikailag rele-
váns információt ad. 

Eredmények és megbeszélés

�Threshold-alapú FISH képszegmentáló 
algoritmus 

A specifikus komplementer oligonukleotidok fluoresz-
cens jelei mellett a fluorokrómok nemspecifikus kötődé-
se is bekövetkezhet különösen a kollagén mátrixhoz, 
melyet figyelembe kell venni a génszignál-detektáló al-
kalmazásoknál. A képfeldolgozó algoritmus vizsgálja az 
autofluoreszcencia intenzitását, a jelek méretét, intenzi-
tását, valamint a szomszédos génjelek kontrasztját. Ha 
alacsony az intenzitáskülönbség a génszignál és a háttér 
intenzitása között, az algoritmus nem képes pontos 
vágóvonalat meghatározni a szegmentáláshoz. A sejtma-
gok detekciójához használt „Watershed (vízválasztó) 
Threshold” algoritmus régiónövelő módszer nevét a he-
gyek közötti völgyekben összegyűlt elkülönülő vízről 
kapta (Malpica N., Ortiz de Solórzano C 1997).  Az algo-
ritmus feltölti a medencéket a magok helyéről kiindulva, 
távolságtranszformációval. Feltételezi, hogy az azonos 
területen belül lévő szomszédos pixelek hasonló intenzi-
tásértékekkel rendelkeznek. A sejtmagok azonosítását a 
génszignálok detektálása követi, melyeket a szoftver egy 
már jelölt sejtmaghoz rendeli. A génszignál szegmentá-
ciójának első lépése a „FindMaxima” algoritmus futtatá-
sa a jelcsatornákon, amely meghatározza a specifikus 
pixelintenzitás csúcsait, majd a jeleket a Watershed algo-
ritmussal a völgyek, vagyis az intenzitáshatárok felé nö-
veli. Meghatározott intenzitási szint feletti szignálokat 
egy specifikus jellé olvasztja, míg az ez alatti intenzi-
tástartományokat háttérnek tekinti. A potenciális jeleket 
a kiválasztott FISH-próba osztályozási szabálya alapján 
értékeli ki a rendszer. A szoftveralkalmazás több lehető-
séget biztosít a képelemzés eredményeinek megjeleníté-
sére és értelmezésére (1. ábra).

FISHQuant digitális képfeldolgozó alkalmazás 
validációja 

Immunhisztokémiai (IHC) pozitivitás alapján több em-
lőrák TMA mintát választottunk ki a HER2/Cep17 
FISH-hez. A HER2/Cep17 ZytoLight® próbakészlet-
tel kapott eredmények elemzéséhez a génamplifikáció 
kiértékelésére alkalmas osztályozási algoritmust használ-
tuk. Nyilvánvalóan HER2 3+ esetekben, a sejtmembrán 
immunreakciók (átmenőfényes digitális mikroszkóppal 
szkennelve, 40× NA:0.85) erősen pozitívak voltak a tu-
morsejtek többségében, így mind a MembraneQuant, 
mind a FISHQuant osztályozással tumor heterogenitást 
igazoltak. Mindkét programban valamennyi azonosított 
tumorsejtet (HER2 membrán pozitív) és azok sejtmag-
jait (FISH HER2 amplifikált) összegyűjtöttük, a kiérté-
kelési kategóriák szerint osztályoztuk, majd parallel egy 
galériába rendezve vizsgáltuk (2. ábra).
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1. ábra SKBR3 sejtvonal HER2 (piros)/Cep17 (zöld) FISH-próbával jelölve, DAPI-val festett sejtmagokkal. Több Z síkban digitalizált metszet extended 
(összeejtett) fókusz képe (A), digitális differenciális interferencia kontraszt (DDIC, Digital Differential Interference Contrast), gén szignálok kont-
rasztos megjelenítésére (B), FISHQuant kép szegmentációs képe (C). 1:1 63× nagyítású kétdimenziós kép (D), amelyet a térbeli jelrendszer hangsú-
lyozása érdekében 3D-ben is megjeleníthetünk (E)

Forrás: saját ábra

2. ábra HER2 (piros) és Cep17 (zöld) FISH-reakció emlőrák metszetén, magas szintű HER2 génamplifikációt azonosítva FISHQuant algoritmussal. Az el-
térő amplifikációjú sejtmagok eloszlása látható az ábrázoló grafikonokon (A). Galérianézet az egyes azonosított magas HER2 génamplifikációjú sej-
tekről (B), melyeket egyesével relokalizálni, vizsgálni lehet in situ szöveti metszeten (D). Grafikon, amely összefoglalja az elsődleges (x tengely, 
amplifikáció) és a másodlagos (y tengely, Cep17 ploiditás) jellemzőket (D)

Forrás: Csizmadia A., & Krenács T. (2021) A fluoreszcens in situ hibridizáció (FISH) eredményének automatizált kiértékelése. In: Krenács T, Bödör Cs., 
Matolcsy A. (szerk.) Patológiai és Molekuláris Onkológia Módszerek.
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A vizsgált elsődleges, specifikus genetikai aberráció 
(amplifikáció) mellett azonban a tumorsejt-populációk 
másodlagos, nemspecifikus, de klinikai jelentőséggel bíró 
eltéréseket is hordozhatnak (2D. ábra). Ezek automati-
zált digitális elemzéssel ugyancsak pontosan megha
tározhatók, azonban hagyományos értékelésnél rejtve 
maradnak. 

Automatizált HER2/Cep17 FISH-elemzéssel 
feltárt másodlagos, ploiditási rendellenességek

Három olyan esetet választottunk, ahol a 4B5 klón 
immunhisztokémiai reakciója HER2 2+ pozitivitást 
mutatott (BreastTMA2L3C4, BreastTMA3L3C5 és 

TMA3L3C6) a daganatsejtek 30-40%-ában mérsékelt 
körkörös membránfestés alapján, és a MembraneQuant 
(IVDD) képelemző szoftver eredményei szerint (Will-
more–Holden–Layfield 2005). A sorozatmetszeteken ké-
szült HER2 FISH-pozitivitást FISHQuant programmal 
vizsgáltuk (3. ábra). Összehasonlítottuk a HER2 FISH 
és a fehérje expresszáló pozitív tumorsejtek arányát. Álta-
lánosságban azt tapasztaltuk, hogy a fehérjeexpresszió 
több HER2 pozitív sejtpopulációt igazolt, mint az gene-
tikailag FISHQuant által igazolt lett volna, vagyis a sej-
tek ~40 százaléka gyenge vagy közepes immunpozitivi-
tást mutatott (~2+), míg génamplifikációt a FISHQuant 
alkalmazás nem igazolt (3C. ábra), aminek akár transz-
kripció-szabályozási okai is lehetnek.

3. ábra Emlőrákmetszet HER2 immunreakcióval jelölve, MembraneQuant® algoritmussal kiértékelve (A). Az alkalmazás a HER2 fehérjeexpresszáló sejteket 
pirossal (3+), a közepes pozitivitást (2+) narancssárgával, valamint gyenge (1+) pozitivitást sárga színnel a jelzi. A HER2/Cep17 FISH-reakciót (B) 
korábban immunhisztokémiával jelölt területen elvégezve a FISHQuant program kevesebb magasan amplifikált sejtet talált (B). Az összefoglaló gra-
fikon az IHC és FISH eredmények összehasonlítását mutatja 3 esetben (C), a HER2/Cep17 arányok erős amplifikációt jelentenek >4 (lila), közepes 
amplifikációnál >2,2-≤4 között (piros), gyenge amplifikációt >1,8-≤2,2 között (narancs) és negatívat. 0≤1,8 közötti eredmény (zöld) (a 2013-as 
ASCO/CAP Her2 irányelv alapján) 

Forrás: Muller et al. 2015 
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A CEP17 kromoszóma száma is befolyásolja a HER2 
gén kópiaszámát és ezzel az amplifikáció mértékét 
(Wang-Saboorian-Frenkel 2002). Amennyiben csak a  
17-es kromoszóma számára fókuszálunk, akkor annak 
számbeli eltérései (ploiditása) igazolható, és bár a kép-
analízis valamennyi amlifikációs osztályban kromoszóma 
kópiaszám-rendellenességet azonosít, az eredményeket 

óvatosan kell kezelni, mivel egyes jelek véletlenszerű 
vesztése a sejtmagok metszésével történő csonkolása fals 
eredményhez vezethet. A másodlagos Cep17-alapú 
számbeli eltérések, különösen az emlőrákos metszetek-
ben talált magas szintű monoszómia további vizsgálata 
érdekében ismert HER2 státuszú emlőrák sejtvonalakat 
is tanulmányoztunk.

4. ábra FISHQuant-analízis HER2/Cep17 (piros/zöld) próbával jelölt emlőrák sejtvonalakon. Erős amplifikáció >4-nél, közepes, mérsékelt amplifikáció 
>2,2-≤4 , gyenge amplifikáció >1,8-≤2,2, ill. negatív eredmény 0≤1,8 HER2/Cep17 szignálarányok alapján (a 2013-as ASCO/CAP Her2 irányelv 
alapján) (Muller et al. 2015 ) (A). A 17. kromoszóma másodlagos ploiditás analízise a Cep17 kópiaszám alapján a HER2 amplifikációs klasztereken 
belül (B). Her2/CEP17 FISH MDA-MB-453l -ben (C), Sk-BR-3 (D) és Her2/CEP17 FISH ZR-75-1 (E) sejtvonalakban

0

10

20

30

40

50

60

70

80

Nega�v Amplifikáció – alacsony Amplifikáció – közepes Amplifikáció – magas

MDA-MB-453 Sk-br-3 ZR75.1

0,00%

10,00%

20,00%

30,00%

40,00%

50,00%

60,00%

70,00%

80,00%

N
or

m
ál

M
on

os
zó

m
ia

Tr
isz

óm
ia

Po
lis

zó
m

ia

An
eu

sz
óm

ia

N
or

m
ál

M
on

os
zó

m
ia

Tr
isz

óm
ia

Po
lis

zó
m

ia

An
eu

sz
óm

ia

N
or

m
ál

M
on

os
zó

m
ia

Tr
isz

óm
ia

Po
lis

zó
m

ia

An
eu

sz
óm

ia

N
or

m
ál

M
on

os
zó

m
ia

Tr
isz

óm
ia

Po
lis

zó
m

ia

An
eu

sz
óm

ia

Nega�v (HER2_CEP17 DC) Amplifikáció – alacsony
(HER2_CEP17 DC)

Amplifikáció – közepes 
(HER2_CEP17 DC)

Amplifikáció – magas
(HER2_CEP17 DC)

MDA-MB-453 %-os értékben Sk-br-3 %-os értékben ZR75.1 %-os értékben

   A

   B

Unauthenticated | Downloaded 11/26/24 10:50 AM UTC



155Scientia et Securitas 	 2024  ■  5. évfolyam, 2. szám

Genomikus FISH automatizál t  értékelése

2D DIGITALIZÁLÁS 2D S ZEGMENTÁCIÓ 2D KLASSZIFIKÁCIÓ

NEGATÍV POZITÍV TÉVES OSZTÁLYOZÁS

3D DIGITALIZÁLÁS 3D SZEGMENTÁCIÓ 3D KLASSZIFIKÁCIÓ 3D VIZUALIZÁCIÓ

A FISHQuant tesztelése HER2 FISH-
reakcióval emlőcarcinoma sejtvonalakban 

A tumorsejtmagok általánosságban nagyobbak, mint a 
minta ~4-5 µm metszet vastagsága, ami sejtmagcsonko-
lódást és jelvesztést eredményezhet, valamint a specifikus 
szignálok elvesztésének oka lehet továbbá a helytelen 
kétdimenziós sejtmag-szegmentáció is. Metszetben, ha a 
valós méretnél kisebb sejtmagterület kerül azonosításra, 
a metszési síkon kívül eső szignálok elvesznek. A sejtte-
nyészeten a sejtmaghatárok általában jól elkülönülnek, 
ami objektívebb FISH HER2/Cep17 értékelést tesz le-
hetővé. Vizsgálatunkhoz SK-BR-3-at, egy pleurális fo-
lyadékgyülemből származó HER2-t túlexpresszáló sejt-
vonalat (Lacroix–Leclercq 2004), MDA-MB-453-at egy 
androgénreceptor-pozitív és „hármas negatív”, de 
HER2 2+ pozitív sejtvonalat (Xiao-Gao-Telford 2008), 
valamint ZR-75-1 egy luminális B típusú emlőrák sejtvo-
nalat használtunk, amely a HER2 túlzott expresszióját 
mutatja (Davidson-Gorringe-Chin 2000 ). A FISHQuant 
programmal minden sejtvonalban 2000–6000 kiértékelt 
sejt alapján csak az SK-BR-3 bizonyult biológiailag 
HER2-gén amplifikáltnak (Xiao-Gao-Telford 2008 ) a 
CAP 2018-as (Collage of American Pathologists) irány-
elvek szerint (Wang-Ding-Sun 2019 ), míg a ZR-75-1 
kisebb mértékben, illetve az MDA-MB-453 csak gyenge 
vagy mérsékelt HER2 amplifikációt mutatott (5A. ábra),  
amely összhangban van a biológiai negativitással, de 
némileg megerősítette a HER2 fehérje expresszióját a 
tumorsejt membránokban (Lacroix–Leclercq 2004; 

Daigo-Chin-Gorringe 2000) (4A. ábra). Az egyes ampli-
fikációs klaszterekben a 17-es kromoszóma kópiaszámon 
alapuló másodlagos eltéréseket is vizsgáltuk, ami az 
MDA-MB-453 sejtvonal esetében a 17-es kromoszóma 
triszómiájának magas arányát mutatta, míg az  
SK-BR-3 és a ZR-75-1 sejtvonalaknál a poliszómia do-
minált (4B. ábra). Az ép sejtmaggal rendelkező sejtvo-
nalak (8 sík, 0,4 µm síktávolság) alkalmasak Z-síkok fel-
használásával, minden 0,5 µm-nél nagyobb átmérőjű jel 
feltárására, lehetőséget kínáltak arra, hogy automatizált 
digitális képanalízissel pontos és objektív eredményeket 
kapjunk nagy tumorsejt-populációkban. Ez a megközelí-
tés adaptálható a tumor heterogenitásának feltárására 
bármely tenyésztett sejtvonalban, exfoliatív vagy aspirá-
ciós citológiai minták sejtkenetén alapuló FISH-próbák 
felhasználásával.

Háromdimenziós képszegmentálás

A FISH threshold-alapú digitális képfeldolgozó algorit-
musok 2D sejtmagdetekción alapulnak, amely nélkülözi 
a genetikai jelek elemzésének mélységi térbeli kontextu-
sait. Ezzel ellentétben a 3D elemzés az említett hiányos-
ságokra válaszként biztosítja a sejtmagon belüli szerve-
ződések jobb megértését, bár az intenzitáskülönbség és 
objektum alak detekcióalapú képszegmentálás összetett 
mintázatú, alacsony intenzitású képeken, még mestersé-
gesintelligencia-algoritmusok számára is kihívást jelent. 
A neurális hálózatok elvén működő megoldások számítá-
silag intenzívebbek, de teljesen automatizált, robusztus 

5. ábra Küszöbérték-alapú 2D képszegmentálás lépései (felső sor) és eredményei a Cellpose 3D szegmentációs algoritmushoz (alsó sor, plusz jobb közép) 
viszonyítva

Forrás: Csizmadia, A., Jonas, V., Paulik, R., Krenács, T., & Molnár, B. (2022) Comparison of different nuclear segmentation algorithms on the digital 
image of HER2 FISH labelled breast cancer tissue sample. Virchows Archive, Vol. 481. Suppl 1. S1–S364.
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képszegmentálást, jobb skálázhatóságot és nagy adathal-
mazok kezelését kínálják mérsékelt emberi beavatkozás 
és megnövelt reprodukálhatóság mellett. A sejtmagtér-
fogat szegmentáción alapuló közelítése precízebb próba 
kiértékelési szabálykövetést eredményez. Sejtmagszeg-
mentálás céljából teszteltük a Cellpose (Stringer–Wang 
2021) mély tanulású mesterségesintelligencia-alapú 3D 
képfeldolgozó algoritmust, amelyet több mint 70 000 
szegmentált objektumot tartalmazó, eltérő képekből álló 
adatkészletekkel tanítottak. Mi az eredetileg tanított ver-
zióval dolgoztunk (5. ábra).

A HER2/CEP17 FISH digitális képeket három mód-
szerrel értékeltük ki. Az eredmények összehasonlítása ér-
dekében a 2D és 3D képfeldolgozó algoritmusok objek-
tív eredményei mellett manuális kiértékelést is végeztünk 
a SlideViewer (3DHISTECH Kft.) digitális képmegjele-
nítő alkalmazásban. A FISHQuant (IVDD) képelemző 
szoftver a több síkban digitalizált képek összeejtett („ex-
tended”) képén, 2D képrétegen szegmentált, míg a sejt-
magdetektálás 3D vizsgálatát Cellpose algoritmussal vé-
geztük. A három értékelési módszer eredményeit 
összevetve azt találtuk, hogy a manuális vizsgálat és a 
Cellpose algoritmus eredményei nagyon magas korreláci-
ót mutatnak (r = 0,991), míg a FISHQuant threshold 
küszöbérték-alapú 2D magszegmentáció eredményei  

10-20%-kal több pozitív sejtpopulációt azonosítottak a 
manuális kiértékeléshez képest (r = 0,9328) (6. ábra). 
Összehasonlítva a 3D mesterségesintelligencia-alapú kép-
analízis eredményét a 2D kiértékeléssel, az eredmények 
korrelációja (r = 0,9107) hasonló értéket ad, mint a ma-
nuális és 3D képanalízis esetében, igazolva ezzel, hogy a 
3D sejtmag-szegmentáció jobban közelít a manuális síko-
kon átívelő kiértékeléshez (6. ábra). 

A FISHQuant algoritmus magasabb amplifikációde-
tektálás oka a több Z síkban rögzített kép összesítéséből 
kialakított, valamennyi síkból a magas intenzitású pixele-
ket tartalmazó összeejtett („extended”) képen megjele-
nő szferikus aberráció lehet. A 2D magok mérete na-
gyobb lehet, mint valójában, ami miatt több génszignál, 
akár más-más síkokból, nem a megfelelő sejtmagban lo-
kalizálódhat. 

Következtetések

A mikroszkópos minták teljes digitalizálása mára nagy-
mértékben elősegítette a patológia tértől és időtől füg-
getlen művelését a nagy felbontású minták azonnali 
megosztásával a világ bármely pontján. A teljes digitali-
zálás a célzott génhibákat igazoló FISH-próbákkal jelölt 
minták automatizált kiértékelésére is lehetőséget ad. 

6. ábra HER2/CEp17 FISH-próbával jelölt 10 emlőcarcinoma reakcióinak összehasonlító elemzése FISHQuant (2D), Cellpose (3D) és szemkontrollal 
végzett kiértékelés képelemzési eredménye alapján

Forrás: Csizmadia, A., Jonas, V., Paulik, R., Krenács, T., & Molnár, B. (2022) Comparison of different nuclear segmentation algorithms on the digital 
image of HER2 FISH labelled breast cancer tissue sample. Virchows Archive, Vol. 481. Suppl 1. S1–S364.
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Többféle daganattípusban és próbával végzett vizsgála
taink alátámasztották, hogy a kutatási célra fejlesztett 
FISHQuant programunk alkalmas a genetikai aberrációk 
igazolására szigorúbb diagnosztikus elvárásoknak megfe-
lelően is. Ráadásul az algoritmus mintánként akár több 
ezer tumorsejtet szortíroz, így a módszer hasznos a terá-
piás jelentőségű tumorheterogenitás meghatározására. 
Ugyancsak igazoltuk, hogy a génjelek sejtmagon belüli 
lokalizálására a 3D-s sejtmagszegmentálás pontosabb 
eredményt ad, mint a jelenlegi 2D algoritmus, tehát a 
programunk ilyen irányú továbbfejlesztése javasolt. 

Köszönetnyilvánítás
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