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Fluoreszcens ¢n situ hibridizacioval
igazolt onkopatologiai génelvaltozasok
automatizalt kiértékelése digitalizalt
teljes mintakon
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Osszefoglalas

Fluoreszcens iz situ hibridizacioval (FISH) genetikai aberraciok igazolhatok tumormintakon. Digitalis mikroszkopia-
ra épiilS automatizalt képanalizissel a nagy felbontdstt FISH génjelek mintanként tobb ezer sejtben igazolhatdk, és a
kezelést befolydsold daganatheterogenitds is pontosan meghatdrozhaté. A modszer a patolégus munkaterhelésének
csokkentése mellett timogatja a hatékonyabb diagnézist és az erre épiil6 onkolégiai terdpidt. A FISHQuant algorit-
mus finombedllitds utdn nagyszdma tumormintin igazolta a médszer alkalmassiagat diagnosztikus célokra, mind
génatrendez6déses, mind kopiaszam-eltéréses génhibak megbizhat6 kimutatdsiban. Vizsgalataink ugyancsak ravila-
gitottak a 3D magszegmentalas el6nyeire a 2D moddszerrel szemben. A dolgozatban roviden bemutatjuk kutatdsunk
néhdny eredményét.

Kulcsszavak: fluoreszcens iz situ hibridizicié (FISH), digitdlis mikroszkopia, onkogén mutaciék diagnosztikija,
FISHQuant automatizilt képanalizis, sejtmagszegmentalas
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Summary

The fluorescence in situ hybridization (FISH) technique has been widely applied in molecular pathology for the n
sitn 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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Genomikus FISH automatizalt értékelése

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 nm-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 iz situ hybridization (FISH), digital microscopy, diagnosis of oncogenic mutations,

FISHQuant automated image analysis, segmentation of cell nuclei

El8sz6

A mikroszképos mintak teljes digitalizdlasa lehetévé teszi
az adatbazisokba illesztett tobb GB méretd nagy felbon-
tast mintak elérését szamitdgépes halézatokon, térbeli és
idébeli korldtozas nélkiil, a vilig barmely pontjan. Gépi
tanuldsi és mesterségesintelligencia-alapt automatizalt
képelemzd algoritmusokkal a digitalizalt mintak (sejtek,
szovettipusok, molekula-, illetve génjelek) paraméterei
mennyiségileg pontosan meghatirozhaték. A KDP PhD-
hallgaté a génhibdk automatizalt azonositasara alkalmas,
un. FISHQuant program fejlesztésében vesz részt.
A program jelenleg kutatdsi célokat szolgal, és kétdimen-
zi6s (2D) magszegmentdl6 algoritmust alkalmaz. Ezért a
hallgaté 3D automatizalt magszegmentalé algoritmuso-
kat tesztel, amelyek képesek a sejtmagok teljesebb re-
konstrudldsira. Emellett a FISHQuant programmal di-
agnosztikus céla méréseket végez emls-, nyirokcsomo-,
colorectalis, tiid6-, bdr-, illetve vesedaganatok génat-
rendez8déses, illetve kopiaszam-eltérést igazold probak-
kal jelolt metszetein, citologiai és sejtblokk mintdin.
A FISHQuant program alkalmas mintdnként tobb ezer
tumorsejt automatizilt értékelésére, ami az egyre na-
gyobb klinikai jelentéségli tumorheterogenitds pontos
meghatdrozasat teszi lehetévé. Eredményeit eddig az
Eurépai Patolégus Kongresszuson (Csizmadia et al.
2022), egy konyvfejezetben és PhD-kurzusokon mutatta
be. E cikk el6zetes eredményeit és a projekt vizsgilati
irdnyait mutatja be. Részletes eredményeit két el6készii-
letben levés angol nyelvi kozleményben publikaljuk a ko-
zeljov6ben.

Krendcs Tibor, kutatiprofesszor
témavezetS, Semmelweis Egyetem

Csizmadia Annamadria a Patolégiai Intézet és a 3DHis-
tech Kft. alkalmazottjaként fontos szerepet jitszott a
fluoreszcens in sitn hibridizdciés (FISH) laboratérium
kialakitdsiban, évekig eclSleletezte a génhibdkat feltird
moédszer eredményeit. A FISH-moédszer diagnosztikus
megbizhatésaganak alapja a kimutatott génjelek sejten-
kénti meghatirozdsa, ami dtfedS, egymdssal érintkezd
sejtmagokndl problémds. A digitdlis patolégiai alkalma-
zasokat fejleszté 3DHistech Kft. és az Intézet egytittmd-
kodése, amiben & is részt vett, két évtizede folyamatos.
Annamaria biologusként a Villamosmérnoki Kar elvégzé-
se utin 2012-ben tehdt diagnosztikai tapasztalatokkal
csatlakozott a fejleszté csapatunkhoz, ahol 2020-tél a
digitalis patologiai hardware és software termékfejlesztés
vezetGje lett. KDP projektjének célja kettds, egyrészt a
gépi tanulason alapulé Quant-Center automatizalt digi-
talis képfeldolgozo kutatdsi programcsomag FISHQuant
algoritmusanak diagnosztikus céla tovabbfejlesztése és
validaldsa, mdsrészt a tumorsejtmag szegmentalds mind-
ségének javitisa a meglevé 2D algoritmus 3D algorit-
mussal torténd helyettesitésével, tesztelés és bedllitas
utin. Eddigi vizsgilatai igazoljak, hogy a 3D sejtmag-
szegmentalds (Cellpose, illetve NucleAlzer) szignifikin-
san jobb pozitiv prediktiv értéket és érzékenységet mu-
tat, mint a 2D threshold-alapti. Annamaria mérnoki
alapossiga, kreativitdsa és a diagnosztikibél hozott ta-
pasztalatai jol hasznosulnak a KDP PhD projekt megva-
16sitasaban.

Molndr Béla, kutatoprofesszor
vallalati szakértd, 3DHistech Kft.
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Bevezetés

Fluoreszcens in situ hibridizacio (FISH) —
diagnosztikus, klinikai relevancia

A fluoreszcens i situ hibridizacié (FISH) egy széles kor-
ben alkalmazott molekuldris médszer genetikai aberrici-
Ok célzott igazolasara, sejtkészitményeken (citolégiai és
vérmintikon), szovettani metszeteken, elsGsorban a pre-
natalis, illetve az onkoldgiai diagnosztikiban (Shakoor:
2017). A daganatdiagnosztikiban a médszer alkalmas a
minta genetikailag érintett tumor sejtpopuldcidjanak
kisz(irésére, ami a terdpiit timogatd diagnosztikus don-
téseket megalapozza (Chrzanowska—Kowalewski—Lewan-
dovska 2020). A mbdszer az adott gént meghatirozo
dezoxiribonukleinsav (DNS) bazissorrendjének megfe-
lels, flurokrémmal jelolt komplementer oligonukleotid
szekvencidk (génprébak) alkalmazdsan alapul (Cui~Shu—
Lz 2016). A DNS kett6s spirdl ~94 °C-on dtmenetileg
szétvalaszthat6, majd lehttéskor regeneralodik, amikor a
hozzdadott génproba az eredeti, vele komplementer
DNS-szal helyére bekot, fluoreszcens mikroszképban
lathatova téve az ép vagy aberrdns gén jelenlétét, illetve a
gén/kromoszéma sokszorozddasat (amplifikicié), vagy
képiavesztését a tumorsejtmagokban. Az esetenként két-
vagy haromféle génproba FISH-jeleinek szdmszerd,
illetve egymashoz viszonyitott helyzetének pontos meg-
hatarozasa sejtmagonként, alapvets az értékelés megbiz-
hat6saga szempontjabol. Ezért kulcskérdés a sejtmagha-
tarok pontos elkiilonitése, ami mind szemmel, mind
automatizalt képanalizissel komoly kihivas (Hollandi et
al. 2022). Hianyaban azonban az dtfedd, elkiilonithetet-
len sejtmagok és a magokon kiviil es§ génjelek torzitjik
a végeredményt. Az utdbbi évtizedben a korszerd digita-
lis mikroszképia barmilyen festési eljarassal, ideértve az
fluoreszcenciat is, készitett minta teljes kord és magas
mindSségl digitalizaldsat biztositja (Varga et al. 2009).
Ez lehetéséget ad minden, a patolégiiaban sziikséges
adat digitalis rendszerintegralasira, szabalyozott jogo-
sultsagi hozzaféréssel, megosztassal, diagnosztikus és ku-
tatdsi felhasznalasra, az adat- (GDPR) és kiber-biztonsag
szabalyainak betartisa mellett, vagyis a digitilis patoldgia
teljes kord biztonsagos bevezetésére (Holub—Miiller—Bil
2022). Ezzel pirhuzamosan, a nagyléptékd molekularis
modszerek, elsGsorban az Gjgenericids szekvendlds (next
generation sequencing, NGS) egyre tobb, a daganatok
kialakuldsaban és progresszi6jaban alapvetd szerepet jat-
sz6 genetikai hiba (mutacid) feltarasat tették lehetévé
(Gibbs—Penava—Cuyun Carter 2023), melyek FISH vizs-
galatara fokozodo klinikai igény jelentkezik. A FISH-
mobdszer bevezetése 6ta mind a komplementer nuklein-
savprobak elballitasinak, mind jelolésiiknek és az alkal-
mazott egyre stabilabb fluorokromok elGallitasinak, a
fluoreszcens digitalizaldsnak, illetve a jelszlirésnek a tech-
nolégiaja jelent8sen fejlédott (Shakoori 2017). Mivel a
FISH-moédszer egyedi sejtek szintjén, de akar egy komp-
lex szoveti kornyezetben igazolja az adott gén szambeli

Csizmadia et al.

vagy strukturdlis allapotit, esetleges relokalizacidjat,
ezért a modszert, az antitestek specificitdsat kihasznalo
immunhisztokémia mellett, molekuldris morfologiai
modszernek tekintjiik.

A daganatok kialakuliasa — tumorbeterogenitis

A daganatok kialakuldsa és progresszidja tobblépcsds fo-
lyamat, amelyet szimos gén aberrans (mutacio), és/vagy
abnormalis (epigenetika) szabalyozasa iranyit, és ami tu-
mor mikrokornyezetével folytatott interakcidk sordn
gyakran a daganat szervi, szoveti és sejtszint(i heterogeni-
tasahoz vezet (Hanabhan 2022). A genetikai hattér mel-
lett egy adott tumortipus heterogenitisit, az agressziv
klénok kiszelektalodasat, invazids és metasztazis képessé-
gét tobbek kozott befolyasoljak az oxigén és tipanyagel-
latas, a tumorhatarolé moédosult stromasejtek (tumor asz-
szocialt fibroblasztok, cancer associated fibroblasts —
CAFs), a tumorellenes immunvilasz, a rendelkezésre allo
novekedési, illetve gatlofaktorok és az extracellularis mat-
rixszal folytatott interakciok (Albini et al. 2015). Csira-
sejtes és/vagy szomatikus muticiok minden daganatban
abnormalis fehérjeexpresszidhoz, funkcionalis és fenoti-
pus-véiltozashoz, valamint kontrolldlatlan novekedéshez
vezetnek. A tumorheterogenitis jelentésen befolyasol-
hatja egy adott terapia sikerét, recidivak kialakulasat, ezért
kiilonosen a célzott molekuldris terdpidk betegkivilaszta-
sat aldtdmaszté biomarkerszintek igazoldsakor jelentds
kihivas  (Ramon Cajal és mtsai  2019;  Marusyk—
Janiszevska—Poyak 2020). Ennek megbizhaté6 meghataro-
zdsdra iranyulé kutatdsi eréfeszitések a terdpids pontossig
javitdsa mellett segitenck megérteni a daganatprogresszio
és a terdpiarezisztencia hdtterében all6 folyamatokat is.

Diyitilis mikroszkopin jelentisége
a patologiaban

A fluoreszcens digitilis technoldgia egyre inkabb teret
hodit a diagnosztika és a kutatas teriiletén egyarant, lehe-
t6vé téve a részletgazdagabb, pontosabb elemzéseket,
ami kulcsfontossigu a betegségek korai felismerésében és
kezelésében. A legszlikebb keresztmetszet a patologiai
véleményalkotas teljes digitalizalasa iranyaba a nagy fel-
bontasu, egyenként akar 2GB file méret nagysigu digita-
lis metszetek koérhdz rendszerintegrilasa, kozvetitése,
megosztasa és gyors hozzaférése a diagnoszta/kutatd
szamdra (Krendcs—Fonyad—Molnar 2021; Munari et al.
2023). Az utébbi évtizedben a digitalis tirgylemez mik-
roszkopok, szerverek és internethidlozatok sebessége,
valamint a digitalizalt kép mindsége és felbontisa oridsi
fejlédésen ment at, és ma mdr szamos dedikalt szoftver-
alkalmazis segiti a mintak kezelését, digitilis adatbazi-
sokba illesztését és a lehetd legtobb hasznos informacid
kinyerését belSlik. A technolégia, a hagyomanyos mik-
roszkopia és az informacidtechnologia (IT) szamos
kombindcidjan keresztiil, napjainkban forradalmasitja a
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patolégiai diagnosztikat (Munari et al. 2023). A digitilis
metszet masodpercek alatt a vilig bamely pontjira eljut-
tathat6, igy lehet&vé valt a klasszikus mikroszkép alkal-
mazasatol, valamint tértdl és id6tdl fliggetlen tavdiag-
nosztika, a dinamikus telepatolégia (Kiran et al. 2023).
A Covid19 pandémia hatvanyozottan ravilagitott a fizikai
hatarok nélkiili otthoni munkavégzés fontossagara a pa-
tologiaban is, felgyorsitva a digitalis patologia fejlesztését
¢és a modszer bevondsat a tesztfazisbol a teljes értékd di-
agnosztika és kutatas fegyvertariba. A digitalis mikrosz-
kopia nagy mennyiségl adatot gydjthet és tarolhat, ami
lehetGséget ad a mesterséges intelligencia és gépi tanulas
algoritmusok alkalmazasara a betegségek diagnosztikai,
valamint prognosztikai meghatirozds timogatisira.
A digitdlis képpixel informaciék megoldast kindlnak a ké-
pet felépitd objektumok elkiilonitésére, szamszerGsitésé-
re, pontos méreteinek gyors megadasara, képszegmenta-
las, gépi tanulds és neurdlishalézat-alapa mesterséges
intelligencia igénybevételével (Kiszler—Paulik—Krendcs
2021).

Automatizalt, digitilis sejtszeqmentacio

A képszegmentici6 a kép egyes teriileteinek fragmenta-
lasara, elkiilonitésére irinyul olyan jellegzetességek alap-
jan, mint a szin, szinintenzitas, mérés paraméter hason-
losag, illetve kiilonbozbség, a folytonossigi hatirok
telismerése (Kiszler—Paulik—Krendcs 2021). A nagy fel-
bontasban digitalizalt teljes patolégiai mintiban egyes
objektumok, mint pl. tumor- versus normdl-, vagy kot6-
szovet, illetve sejttipusok, valamint ezekben eltéré bio-
marker expresszioja csoportok elkiilonitése a cél adott
teriileten, vagy akdr az egész mintiban, illetve ezek
mennyiségének, vagy aranyaik objektiv meghatirozasa.
Szamos mélytanuldsi algoritmust is kidolgoztak mdr
ilyen feladatokra, melyek a neuralis halézati mintizat,
vagy Bayes-féle (Bayesian) rekurziv statisztikai becslés,
geometriai megkozelitések, objektumhatirok felismeré-
se, illetve Python konyvtirak felhasznalasaval kiilonite-
nek el objektumokat, sejteket (Hollandi 2021).

Munkacsoportunk ipari partnere, a digitalis mikrosz-
képidban nemzetkozileg is élenjar6 3DHISTECH Kift.
(Budapest; betps://www.3dhistech.com) egytittmikodésé-
vel, FISHQuant néven fejlesztett szoftvercsomagot,
amely alkalmas az onkopatoldgiai diagnosztikiban fon-
tos szambeli (amplifikicio, illetve kopiavesztés), valamint
térbeli (transzlokacid, illetve fazid) genetikai aberraciok
FISH szignaljainak automatizalt kiértékelésére digitali-
zélt teljes klinikai mintdkon (Csizmadia—Krendcs 2021).
A kromoszéma,/gén abnormalitasok gépi kontrollal vég-
zett igazoldsihoz a fluoreszcens préba szignalok egyedi
sejtmagokon beliili automatikus felismerése sziikséges
(Irshad et al. 2014). Bar a sejtmagok megbizhat6 auto-
matizilt elkiilonitése FISH alkalmazdsokban szdmtalan
nehézséget hordoz, erre iranyulé kozolt tudomdnyos
munkik eddig alig sziilettek. Ez is indokolja a program
ilyen iranyt korszerdsitését célzé torekvéseinket.

Genomikus FISH automatizalt értékelése

Diygitalis képanalizis o FISH-mintik
kiértékelésében — projekt céljni

A klasszikus FISH reakcidkat vizsgild epiflureszcens
mikroszképos rendszerek csupan egyedi latoterek, vagy
néhany latéteret sszekapcsold digitdlis képek alapjan
engedik meg a diagnosztikus véleményalkotast (Levsky—
Singer 2003). Raadasul, a ~< 0,5 pm atméréji FISH
génjelek a hagyomanyos epifluoreszcens mikroszképos
vizsgalat, de akar a tarolads sordn is gyorsan halvanyod-
nak, ezért rovid id6n beliili vizsgalatot és fotéarchivalast
igényelnek (Csizmadia-Krendcs 2021). Tovabba, a ~5
pm vastag mintakban az immerzids (63x, ill. 100x) ob-
jektivek csokkent mélységélessége miatt jelentSs szamu
(akdr 15) optikai sik digitilis rogzitésének igénye kiter-
jedt mintateriileten olyan problémakat vet fel, amit csak
a legnagyobb elérhet6 (0,85-as) numerikus apertaraja
(NA) 40x-o0s objektivvel felszerelt digitalis mikroszkdpia
tud kezelni. A legtobb szoveti, de akar citoldgiai daga-
natminta heterogén sejtpopuldciékbol all és sok ezer da-
ganatsejtet tartalmaz, ami lehet&séget kinal a novekvd
klinikai jelentGséggel biré tumorheterogenitis pontos
becslésére is (Cagal és mtsai 2020). Erre a klasszikus
modszerek nem, de a korszerd teljes metszet/minta di-
gitalizalast kovets képszegmentaldsi, gépi tanulasi, illetve
mesterséges intelligencia alkalmazasan alapul6 képanali-
zis modszerek kivdléan alkalmasak. Segitségiikkel a FISH
reakciéval kezelt teljes klinikai mintdkbol olyan részletes
mindségi és mennyiségi informaciok nyerheték, melyek
szemkontrollal nem hozzaférhetSk. Jelen kutatdsunkban
egyrészt szamos daganattipus szovettani, illetve sejt-
blokkmetszet, vérkenet és sejttenyészet mintdin, szamos
genetikai célpont kimutatdsa utin digitalizalt készitmé-
nyeken validaljuk a FISHQuant program megfelelGségét
a két legfontosabb prébatipus, azaz a koépiaszam-val-
tozis, illetve a géntranszlokiciék automatizilt értéke-
lésében. Az eredmények alkalmasak az algoritmusok
elényeinek és hidnyossigainak feltdrasara, segitve a to-
vabbfejlesztés iranyainak meghatarozasira. Ehhez kap-
csolédik masik célunk: a program automatizalt sejtmag-
szegmentalé algoritmusinak korszerdsitése, aminek
érdekében két-, illetve hiromdimenzios (2D, ill. 3D)
magszegmentdlé algoritmusok teljesitGképességét ha-
sonlitjuk dssze klinikai mintikon végzett FISH reakcié-
kon, a legmegfelel6bb kivalasztisihoz és a programcso-
magba integraldsihoz.

Anyag és modszer
Fluoveszcens in situ hibridizdcio (FISH)

A reakcidkat a Semmelweis Egyetem Patoldgiai és Kisér-
leti Rakkutat6 Intézet, ill. a Daganatpatologiai és Mole-
kularis Diagnosztikai Laboratérium (Tsejt Kft., Szeged)
archivumabdl szarmazo6 diagnosztizalt esetek formalin-
ban rogzitett, paraffinba dgyazott szovetblokkjaibol
késziilt metszeteken, az emlScarcinoma sejtvonalak
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(SK-BR-3, MDA-MB-453, ill. ZR-75-1) (https://www.
cellosaurus.ory) fedSlemezre novesztett tenyészetein, il-
letve sejtblokkjain végeztiik a Patoldgiai Intézet rutin
FISH-protokollja alapjan. Roviden, a mintdk kezelése az
alabbi 1épéseket foglalta magiba: 1) deparaffinilas xilol,
majd etanol sorban (3x 30’), majd mosids 2x 30 2x-es
SSC pufterben; 2) feltirds 15 pH 6,0-os citrit puffer-
ben, hités 15 szobahdre, mosas 30’ 2xSSC pufterben,
majd protedzemésztés 15°, 10%-os pepsinoldatban
37 °C-on; 3) mosas 30’ 2x-es SSC pufterben, dehidralds
emelkedd etanolsorban; 4) 6 pl specifikus FISH-proba,
10’ denaturalds 85 °C, ¢jszakan at inkubalds /hibridizalas
37 °C-on; 5) mosis 2x-es SSC pufferben, utina 0,4x-es
SSC-ben 70 °C-on, majd 0,1% NP-40 detergenst tartal-
mazéd 2x-es SSC-ben 575 6) végiil magfestés 0,01%-os
DAPI (4°,6-diamino-2-phenylindole) oldattal. Relevins
sorozatmetszeteken a tumoros goécok mintankénti kijelo-
léséhez (annoticié) HER2 immunhisztokémiai reakcié-
kat is végeztiink a korabban kozoltek szerint (Székely
2022). Roviden, 4 um vastag metszeteken a Roche-Ven-
tana BenchMark (Indianapolis, IN, USA) automatizalt
immunfestében deparaffindlist kovetSen lagos pH-ju
CCl1 pufferben 60 percig végzett antigénfeltirds utin
monoklondlis nyal-anti-HER2 (klén: 4B5; RTU: 1:2)
immunglobulinokkal 60 perces, majd UltraView
(Roche-Ventana) detektalé rendszerrel 20 perces inku-
balist kovetSen, a szinreakciot a rendszer Diaminoben-
zibin (DAB) - hidrogénperoxid kromogén-szubsztrit
kittel barna szinben tette lithatévd, végiil a sejtmagokat
hematoxilin festéssel tiintette fel. P1000 Diagnostic
Scanner DX (20x NA:0.8 Plan Apochromat; 40x digita-
lis nagyitds, 3DHISTECH Kft.) rendszerrel digitalizal-
tuk, és a MembraneQuant (IVDD) képelemz§ szoftver-
rel értékeltiik ki el6re kivalasztott HER2 elvalasztasi
kiszobértékeket hasznalva automatikusan 3+, 2+, 1+ és
negativ tumorsejteket azonositottunk.

A fluoreszcensen jelolt mintdk digitalizdlisa Pannora-
mic MIDI II fluoreszcens szkennerrel tortént (40x,
NA:0.85 Plan Apochromat objektiv, 3DHISTECH
Kft.). A FISH-reakcidkat nagy érzékenységl fekete-
tehér, monokrém kameraval (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-
sdgainak megfelel§ sztir6kkel és LED (Lumencor Spect-
ra X) megvilagité egységgel tobb sikban (8 sik, 0,4 pum
siktavolsdg) olvastuk be, FISHQuant (IVDD) képanali-
z4l6 szoftver algoritmusokkal (3DHISTECH Kft.) ele-
meztiik, majd az eredményeket a hagyomdnyos szem-
kontrollal végzett értékeléssel hasonlitottuk Ossze
(Csizmadia—Krendcs 2021). Tovibbd mesterségesintelli-
gencia-alapa Cellpose algoritmust is alkalmaztunk, mely
egy gépi tanuldson alapul6 sejtmagszegmentdlo, amely a
neuronhalézatok elveire épiil.

Csizmadia et al.

Modellrendszerek a mennyiségi képanalizis
algoritmusok bedallitasahoz és teszteléséhez

Az epidermalis novekedési faktor receptor 2-es tipusat
kédold gén (HER2) koépiaszdm-emelkedése (amplifikd-
cid) feluilregulalja a receptor fehérje szintjét a sejtmemb-
ranban, ami novekedési jelatviteli utak mikodését kont-
rollalatlanul aktivilva agressziv emlGcarcinomdt okoz
(Moasser 2007). Az eml6rak molekularis altipusait a diag-
noézis soran immunhisztokémidval (IHC) erdsitettiik
meg. A HER2 pozitiv eml6rak 10 esetébdl szarmazéd
duplikalt magok mellett a lumindlis A (10 eset), a Lum-
inal B (8 eset) és a tripla negativ (7 eset) altipusok is
szerepeltek kontrollként. A génamplifikicié (szdmbeli
eltérés) HER2 gén és a gént hordoz6 17-es kromoszo-
ma centromerikus régidjat felismer§ kombindlt FISH-
préobaval (ERBB2/CEP17 ZytoPure FISH, Bremerha-
ven, Németorszag) vizsgiltuk, ahol a >2 HER2 /Cepl7
arany hatékony trastusumab antitest terapiat indikal az
egyéb terapiara rosszul reagilé emlGcarcinoma altipus-
ban (Singh-Singh-Singh 2016). A gyogyszer-antitest
konjugatumok hatékonyabb onkoterapids hatdsa miatt a
legutobbi idGben az tn. ,,HER2-low”, vagyis HER 1-2+
pozitiv esetek pontosabb azonositisanak igénye is felme-
rilt (Popovic et al. 2023). Szovettani metszetek mellett,
ismert HER2 expresszioji emlGcarcinoma tumorse;jt-
vonalak tenyészeteinek, illetve sejtblokkjainak FISH-
reakcioit is elemeztik. Ezek a HER2 gén amplifikiciot
mutaté SK-BR-3 (Davidson-Gorringe-Chin 2000), az
androgen receptor pozitiv tripla negativnak tekintett, de
HER2 1-2+ pozitivitist mutatd MDA-MB-453 (Xino-
Gao-Telford 2008), illetve a lumindlis B emlSrak altipus-
ba sorolt kozel 3+ HER2 pozitivitist mutaté ZR-75-1
sejtvonalak voltak (Lacroix—Leclercq 2004).

FISH-mintak digitalizalasanak beallitasa

A fluoreszcens tirgylemez digitalizalasa specidlis szken-
nereket igényel. A fluorokrémok gerjesztése LED meg-
vilagité egységgel torténik adott hullimhosszon. Az ab-
szorbedlt energia a fluorokrom elektronjait magasabb
energiaszintre emeli, majd azok viszonylag gyorsan foto-
nokat kibocsitva visszatérnek alapallapotukba, amit fluo-
reszcenciaként detektdlunk. A kibocsatott fluoreszcens
tény érzékelésére sCMOS (scientific complementary me-
tal oxide semiconductor), PCO.edge 4.2 bi (back illu-
mination) hattér-megvilagitaisi monokrém  kamerat
hasznilunk. A kamera kvantumhatékonysigi (QE) érté-
ke megadja az érzékelS foton elektronna valé atalakito
képességének mértékét az adott hullimhosszon. A fluo-
reszcens szignilok érzékeléséhez a leheté legmagasabb
QE értékdi monokrom kamerdt célszerd valasztani, an-
nak érdekében, hogy csokkentett gerjesztési id6 mellett,
megodvva a mintat a gyors kiégéstdl, kivildo mindségi
fluoreszcens képet kapjunk. A szkenneléshez sziikséges
latoterek (FOV-k) szama fligg a bioldgiai minta méreté-
tol, az objektiv nagyitasatol, és a fluoreszcens csatornak,
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valamint a digitalizdlt Z(mélységi)-rétegek szamatol. A
homogén fluoreszcencia intenzitds elGallitisahoz hattér-
kompenzaciot alkalmazunk. A szkenner optika szferikus
(gytjtSképesség hidnya) aberricidja miatt a génjelek te-
riiletei a kétdimenzids Osszeejtett (,,extended”) kép érté-
kelése soran nagyobbak lehetnek, mint azt mikroszképos
megjelenésiik alapjan virnank. A fékuszban 1évé teriile-
teken kiviil minden specifikus jelet tartalmazo réteg szin-
tén némileg gerjesztett allapotban lehet, melyek vetiile-
tei ,,elmosddott” jeleket eredményeznek. Matematikai
elmélet szerint a leképezés soran kapott kép csak a valodi
kép és a rendszer impulziv vilaszanak konvolaci6jaként
jon létre. Egy pont hozzdjarulasa a képhez a pontterjedé-
si fiiggvénnyel (PSF) irhato le, amely alakjat elGszor el-
méleti modellekkel kell meghatirozni. Ezek azonban
nem veszik figyelembe a mikroszkép fizikai felépitését,
ezért a fluoreszcens diagnosztikai digitalizalishoz a Ri-
chardson—Lucy dekonvoluciés algoritmust alkalmaztuk a
szferikus aberraci6 megjelenésének kompenzaldsara
(Dell’ Acqua-Scifo-Rizzo 2010).

A FISHQuant algoritmus
rovid bemutatdisn

A FISHQuant automatizalt képelemzé algoritmus a
vizsgilt génhibdt hordozé pozitiv sejtek automatikus
azonositasara alkalmas, megkiilonboztetve azokat a ke-
resett muticiot nem hordozoéktdl (Kiszler et al. 2012).
A modszert évek 6ta alapvetSen kutatdsi célra fejlesztjik.
Jelen vizsgalataink egyik célja, hogy a szigorabb el6ira-
soknak megfelel$ diagnosztikus célra is alkalmas legyen a
program. Els6 1épésként az algoritmus a sejtmagokat
szegmentalja/kiiloniti el, majd a detektdlt génjeleket
rendeli hozza a detektalt sejtmagokhoz. A fluoreszcensen
jelzett keresett objektumok észlelése dltalaban a hattér-
hez képest magasabb pixel intenzitasértékiik alapjan tor-
ténik, egy fix kiiszobérték mentén. Mivel a jelolt or-
ganellumok fluoreszcenciaintenzitasa valtozhat tertiletrdl
teriiletre, vagy épp mintar6l mintara, a kiiszobértéket
gyakran manudlisan allitjuk be, akar fluoreszcens csator-
nanként is. Tovabbi nehézséget jelenthet a muticiét hor-
doz6 sejtek és az ép sejtpopulacié szigndl rendszerek
eltérd jelintenzitasa is, igy a kiiszobérték-alapt szegmen-
tdlas képmindGségtiiggs. A diagnosztikus irdnyelvek sze-
rinti FISH-értékelés ~200 sejt atnézését igényli, ami
szemkontrollal, hagyomanyosan sotét helységben firasz-
t6 és idGigényes, raadasul a jelek gyorsan halvanyulnak,
kiégnek. Ezzel szemben a digitilis képanalizis a repre-
zentatfv tumorgdeok kijeldlése utdn a teljes tumorminta
objektiv értékelését teszi lehetévé, ami mintanként akdr
tobb ezer sejtre is kiterjed. Igy a digitélis képanalizis a
tumor heterogenitasirdl is pontos, statisztikailag rele-
vans informaciot ad.

Genomikus FISH automatizalt értékelése

Eredmények és megbeszélés

Threshold-alapn FISH képszegmentilo
algoritmus

A specifikus komplementer oligonukleotidok fluoresz-
cens jelei mellett a fluorokrémok nemspecifikus kotédé-
se is bekovetkezhet kiilonosen a kollagén matrixhoz,
melyet figyelembe kell venni a génszignal-detektald al-
kalmazasoknal. A képfeldolgozé algoritmus vizsgilja az
autofluoreszcencia intenzitasdt, a jelek méretét, intenzi-
tasat, valamint a szomszédos génjelek kontrasztjat. Ha
alacsony az intenzitaskiilonbség a génszignal és a hattér
intenzitasa kozott, az algoritmus nem képes pontos
vagovonalat meghatdrozni a szegmentalashoz. A sejtma-
gok detekcidjahoz hasznalt ,,Watershed (vizvilasztd)
Threshold” algoritmus régionoveld mddszer nevét a he-
gyek kozotti volgyekben oOsszegytlt elkiiloniils vizrdl
kapta (Malpica N., Ortiz de Solorzano C 1997). Az algo-
ritmus feltolti a medencéket a magok helyérdl kiindulva,
tavolsigtranszformdciéval. Feltételezi, hogy az azonos
tertileten belil 1év6 szomszédos pixelek hasonlo intenzi-
tasértékekkel rendelkeznek. A sejtmagok azonositasit a
génszignalok detektaldsa koveti, melyeket a szoftver egy
mir jelolt sejtmaghoz rendeli. A génszignal szegmenta-
cidjanak elsé 1épése a ,,FindMaxima” algoritmus futtatd-
sa a jelcsatornikon, amely meghatirozza a specifikus
pixelintenzitas csticsait, majd a jeleket a Watershed algo-
ritmussal a volgyek, vagyis az intenzitashatirok felé no-
veli. Meghatarozott intenzitasi szint feletti szignalokat
egy specifikus jellé olvasztja, mig az ez alatti intenzi-
tastartomdnyokat hattérnek tekinti. A potencidlis jeleket
a kivilasztott FISH-préba osztilyozdsi szabalya alapjan
értékeli ki a rendszer. A szoftveralkalmazas tobb lehetd-
séget biztosit a képelemzés eredményeinek megjelenité-
sére és értelmezésére (1. abra).

FISHQuant digitalis képfeldolgozo alkalmazis
validdciojn

Immunbhisztokémiai (IHC) pozitivitds alapjan tobb em-
l6rak TMA mintat valasztottunk ki a HER2/Cepl7
FISH-hez. A HER2 /Cepl7 ZytoLight® prébakészlet-
tel kapott eredmények elemzéséhez a génamplifikicid
kiértékelésére alkalmas osztilyozasi algoritmust hasznal-
tuk. Nyilvanvaléan HER2 3+ esetekben, a sejtmembran
immunreakciok (atmendfényes digitalis mikroszkoppal
szkennelve, 40x NA:0.85) erdsen pozitivak voltak a tu-
morsejtek tobbségében, igy mind a MembraneQuant,
mind a FISHQuant osztilyozdssal tumor heterogenitast
igazoltak. Mindkét programban valamennyi azonositott
tumorsejtet (HER2 membrin pozitiv) és azok sejtmag-
jait (FISH HER2 amplifikalt) osszegydjtottiik, a kiérté-
kelési kategoridk szerint osztilyoztuk, majd parallel egy
galéridba rendezve vizsgaltuk (2. dbra).
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1. dbra SKBR3 sejtvonal HER2 (piros)/Cepl7 (zold) FISH-prébaval jelolve, DAPI-val festett sejtmagokkal. Tobb Z sikban digitalizdlt metszet extended
(0sszeejtett) tokusz képe (A), digitilis differencidlis interferencia kontraszt (DDIC, Digital Differential Interference Contrast), gén szignalok kont-
rasztos megjelenitésére (B), FISHQuant kép szegmentacios képe (C). 1:1 63x nagyitasu kétdimenzids kép (D), amelyet a térbeli jelrendszer hangsi-
lyozasa érdekében 3D-ben is megjelenithetiink (E)

Forrds: sajat dbra

C Aneosomy 3,98 %

Polysomia 7.6%

Trisomia 11,7%

Monosomy 47,32%

Negative 27,9%; 612,

Strong Amplification 12,

2. dbra HER?2 (piros) és Cepl7 (zold) FISH-reakcié emldérak metszetén, magas szinti HER2 génamplifikiciot azonositva FISHQuant algoritmussal. Az el-
téré amplifikacioja sejtmagok eloszlsa lithaté az dbrdzolé grafikonokon (A). Galérianézet az egyes azonositott magas HER2 génamplifikiciéja sej-
tekrdl (B), melyeket egyesével relokalizdlni, vizsgdlni lehet in situ szoveti metszeten (D). Grafikon, amely osszefoglalja az elsGdleges (x tengely,
amplifikici6) és a mdsodlagos (y tengely, Cepl7 ploiditis) jellemzdket (D)

Forris: Csizmadin A., & Krendcs T. (2021) A fluoveszcens in situ hibridizicié (FISH) eredményénck automatizilt kiértékelése. In: Krendcs T, Bodir Cs.,
Matolesy A. (szerk.) Patolggini és Molekuliris Onkoligia Modszerek.
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A vizsgalt els6édleges, specifikus genetikai aberracié
(amplifikicié) mellett azonban a tumorsejt-populaciok
masodlagos, nemspecifikus, de klinikai jelent&séggel bird
eltéréscket is hordozhatnak (2D. dbra). Ezek automati-
zalt digitilis elemzéssel ugyancsak pontosan megha-
tarozhatok, azonban hagyomanyos értékelésnél rejtve
maradnak.

Automatizalt HER2/Cepl7 FISH-elemzéssel
[feltart masodlagos, ploiditasi vendellenességek
Harom olyan esetet vélasztottunk, ahol a 4B5 klén

immunhisztokémiai reakciéja HER2 2+ pozitivitdst
mutatott (BreastTMA2L.3C4, BreastTMA3L3C5 és

Eredmények %-os értékben

FISH FISH

EmlI6 TMA2L3C4
= Negativ %

3. dbra

Genomikus FISH automatizalt értékelése
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TMA3L3C6) a daganatsejtek 30-40%-dban mérsékelt
korkorés membranfestés alapjan, és a MembraneQuant
(IVDD) képelemz§ szoftver eredményei szerint (Will-
more—Holden—Layfield 2005). A sorozatmetszeteken ké-
szilt HER2 FISH-pozitivitist FISHQuant programmal
vizsgaltuk (3. dbra). Osszehasonlitottuk a HER2 FISH
és a fehérje expresszalé pozitfy tumorsejtek aranyét. Alta-
lanossdgban azt tapasztaltuk, hogy a fehérjeexpresszio
tobb HER?2 pozitiv sejtpopulacioét igazolt, mint az gene-
tikailag FISHQuant altal igazolt lett volna, vagyis a sej-
tek ~40 szazaléka gyenge vagy kozepes immunpozitivi-
tast mutatott (~2+), mig génamplifikiciét a FISHQuant
alkalmazas nem igazolt (3C. dbra), aminek akar transz-
kripci6-szabalyozasi okai is lehetnek.

FISH

I_ |
IHC

|_
IHC

EmI& TMA3L3C6
m Amplifikacié — magas %

Eml&rakmetszet HER2 immunreakcioval jelolve, MembraneQuant® algoritmussal kiértékelve (A). Az alkalmazds a HER2 fehérjeexpresszilé sejteket

pirossal (3+), a kdzepes pozitivitdst (2+) narancssargdval, valamint gyenge (1+) pozitivitdst sirga szinnel a jelzi. A HER2 /Cepl7 FISH-reakciét (B)
korabban immunhisztokémidval jelolt tertileten elvégezve a FISHQuant program kevesebb magasan amplifikalt sejtet taldlt (B). Az dsszefoglal6 gra-
fikon az THC ¢és FISH eredmények 6sszehasonlitdsat mutatja 3 esetben (C), a HER2 /Cepl7 ardnyok erés amplifikiciot jelentenck >4 (lila), kdzepes
amplifikiciondl >2,2-<4 kozott (piros), gyenge amplifikiciot >1,8-<2,2 kozott (narancs) és negativat. 0<1,8 kozotti eredmény (zold) (a 2013-as

ASCO/CAP Her2 irdnyelv alapjin)

Forrdas: Muller et al. 2015
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A CEP17 kromoszéma szama is befolydsolja a HER2
gén kopiaszamit és ezzel az amplifikicié mértékét
(Wang-Saboorian-Frenkel 2002). Amennyiben csak a
17-es kromoszéma szdmara fokuszilunk, akkor annak
szambeli eltérései (ploiditdsa) igazolhatd, és bar a kép-
analizis valamennyi amlifikiciés osztilyban kromoszéma
képiaszam-rendellenességet azonosit, az eredményeket

Csizmadia et al.

ovatosan kell kezelni, mivel egyes jelek véletlenszert
vesztése a sejtmagok metszésével torténd csonkoldsa fals
eredményhez vezethet. A masodlagos Cepl7-alapt
szambeli eltérések, kiillonosen az emlérikos metszetek-
ben taldlt magas szintd monoszémia tovaibbi vizsgilata
érdekében ismert HER2 stitusza emlSrak sejtvonalakat
is tanulmdnyoztunk.
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= MDA-MB-453 %-0s értékben
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u Sk-br-3 %-os értékben

ZR75.1 %-os értékben

4. dbra

FISHQuant-analizis HER2 /Cepl7 (piros/z6ld) probaval jelolt emlSrik sejtvonalakon. Erés amplifikicié >4-nél, kozepes, mérsékelt amplifikicio

>2,2-<4 | gyenge amplifikici6 >1,8-<2,2, ill. negativ eredmény 0<1,8 HER2 /Cepl7 szignilarinyok alapjin (a 2013-as ASCO/CAP Her?2 irdnyelv
alapjan) (Muller et al. 2015 ) (A). A 17. kromoszéma masodlagos ploiditds analizise a Cepl7 képiaszam alapjin a HER2 amplifikiciés klasztereken
beliil (B). Her2 /CEP17 FISH MDA-MB-453l -ben (C), Sk-BR-3 (D) és Her2 /CEP17 FISH ZR-75-1 (E) sejtvonalakban
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A FISHQuant tesztelése HER2 FISH-
reakcioval emlocarcinoma sejtvonalakban

A tumorsejtmagok dltalanossigban nagyobbak, mint a
minta ~4-5 pm metszet vastagsiga, ami sejtmagcsonko-
l6dast és jelvesztést eredményezhet, valamint a specifikus
szignalok elvesztésének oka lehet tovabbd a helytelen
kétdimenzids sejtmag-szegmentacio is. Metszetben, ha a
valés méretnél kisebb sejtmagtertilet keriil azonositasra,
a metszési sikon kiviil es6 szigndlok elvesznek. A sejtte-
nyészeten a sejtmaghatirok dltalaban jol elkiiloniilnek,
ami objektivebb FISH HER2 /Cepl7 értékelést tesz le-
hetévé. Vizsgilatunkhoz SK-BR-3-at, egy pleurilis fo-
lyadékgytilembdl szarmazé6 HER2-t talexpresszald sejt-
vonalat (Lacroix—Leclercq 2004), MDA-MB-453-at egy
androgénreceptor-pozitiv  és ,hirmas negativ”, de
HER2 2+ pozitiv sejtvonalat (Xiao-Gao-Telford 2008),
valamint ZR-75-1 egy luminalis B tipust emlérik sejtvo-
nalat haszndltunk, amely a HER2 talzott expresszidjat
mutatja (Davidson-Gorringe-Chin 2000 ). A FISHQuant
programmal minden sejtvonalban 2000-6000 kiértékelt
sejt alapjan csak az SK-BR-3 bizonyult bioldgiailag
HER2-gén amplifikiltnak (Xiao-Gao-Telford 2008 ) a
CAP 2018-as (Collage of American Pathologists) irdny-
elvek szerint (Wang-Ding-Sun 2019 ), mig a ZR-75-1
kisebb mértékben, illetve az MDA-MB-453 csak gyenge
vagy mérsékelt HER2 amplifikdciét mutatott (5A. dbra),
amely Osszhangban van a biolégiai negativitassal, de
némileg megerdsitette a HER2 fehérje expresszidjat a
tumorsejt membrinokban  (Lacroix—Leclercq 2004,
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Genomikus FISH automatizalt értékelése
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Daigo-Chin-Gorringe 2000) (4A. dbra). Az egyes ampli-
fikdcids klaszterekben a 17-es kromoszéma képiaszamon
alapulé masodlagos eltéréseket is vizsgaltuk, ami az
MDA-MB-453 sejtvonal esetében a 17-es kromoszéma
triszOmidjanak  magas ardnyit mutatta, mig az
SK-BR-3 és a ZR-75-1 sejtvonalakndl a poliszomia do-
mindlt (4B. dbra). Az ép sejtmaggal rendelkezd sejtvo-
nalak (8 sik, 0,4 nm siktdvolsig) alkalmasak Z-sikok fel-
haszndldsaval, minden 0,5 pm-nél nagyobb atmérdjd jel
feltdrasara, lehetGséget kindltak arra, hogy automatizalt
digitalis képanalizissel pontos és objektiv eredményeket
kapjunk nagy tumorsejt-populaciékban. Ez a megkozeli-
tés adaptilhaté a tumor heterogenitisinak feltdrasara
barmely tenyésztett sejtvonalban, exfoliativ vagy aspira-
cids citologiai mintak sejtkenetén alapulé FISH-probak
telhasznalasaval.

Haromdimenzios képszegmentalis

A FISH threshold-alapt digitalis képfeldolgozé algorit-
musok 2D sejtmagdetekcion alapulnak, amely nélkiilozi
a genetikai jelek elemzésének mélységi térbeli kontextu-
sait. Ezzel ellentétben a 3D elemzés az emlitett hidnyos-
sdgokra valaszként biztositja a sejtmagon beliili szerve-
z6dések jobb megértését, bar az intenzitaskiilonbség és
objektum alak detekcidalapt képszegmentilas Osszetett
mintizatu, alacsony intenzitast képeken, még mestersé-
gesintelligencia-algoritmusok szamdra is kihivast jelent.
A neurdlis hal6ézatok elvén miikodé megoldasok szamita-
silag intenzivebbek, de teljesen automatizalt, robusztus

2D KLASSZIFIKACIO

3D VIZUALIZACIO

[ eves oszTAyozAs

Kiiszobérték-alapt 2D képszegmentilds [épései (fels6 sor) és eredményei a Cellpose 3D szegmenticids algoritmushoz (als6 sor, plusz jobb kozép)

Forrds: Csizmadia, A., Jonas, V., Paulik, R., Krendcs, T., & Molndr, B. (2022) Comparison of different nuclear segmentation algorvithms on the digital
image of HER2 FISH labelled breast cancer tissue sample. Virchows Avchive, Vol. 481. Suppl 1. S1-S364.
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végzett kiértékelés képelemzési eredménye alapjin

Forris: Csizmadin, A., Jonas, V., Paulik, R., Krendcs, T., & Molndr, B. (2022) Comparison of different nuclear segmentation algorithms on the digital
image of HER2 FISH labelled breast cancer tissue sample. Virchows Avchive, Vol. 481. Suppl 1. S1-S364.

képszegmentalast, jobb skalazhatosagot és nagy adathal-
mazok kezelését kindljak mérsékelt emberi beavatkozds
¢és megnovelt reprodukalhatosig mellett. A sejtmagtér-
fogat szegmentacion alapul6 kozelitése precizebb proba
kiértékelési szabdlykovetést eredményez. Sejtmagszeg-
mentalds céljabdl teszteltiik a Cellpose (Stringer—Wang
2021) mély tanuldst mesterségesintelligencia-alaptt 3D
képfeldolgozé algoritmust, amelyet tobb mint 70 000
szegmentalt objektumot tartalmazo, eltéré képekbdl alld
adatkészletekkel tanitottak. Mi az eredetileg tanitott ver-
ziéval dolgoztunk (5. dbra).

A HER2/CEP17 FISH digitalis képeket harom mod-
szerrel értékeltiik ki. Az eredmények Osszehasonlitasa ér-
dekében a 2D és 3D képfeldolgozé algoritmusok objek-
tiv eredményei mellett manudlis kiértékelést is végeztiink
a SlideViewer (3DHISTECH Kft.) digitalis képmegjele-
nit§ alkalmazasban. A FISHQuant (IVDD) képelemzé
szoftver a tobb sikban digitalizilt képek Osszeejtett (,,ex-
tended”) képén, 2D képrétegen szegmentalt, mig a sejt-
magdetektalds 3D vizsgalatat Cellpose algoritmussal vé-
geztik. A hirom értékelési modszer eredményeit
osszevetve azt taldltuk, hogy a manudlis vizsgilat és a
Cellpose algoritmus eredményei nagyon magas korrelaci-
ot mutatnak (r = 0,991), mig a FISHQuant threshold
kiiszobérték-alapat 2D magszegmenticié eredményei

10-20%-kal tobb pozitiv sejtpopulaciot azonositottak a
manudlis kiértékeléshez képest (r = 0,9328) (6. dbra).
Osszehasonlitva a 3D mesterségesintelligencia-alapt kép-
analizis eredményét a 2D kiértékeléssel, az eredmények
korreliciéja (r = 0,9107) hasonlé értéket ad, mint a ma-
nudlis és 3D képanalizis esetében, igazolva ezzel, hogy a
3D sejtmag-szegmenticié jobban kozelit a manudlis stko-
kon ativeld kiértékeléshez (6. dbra).

A FISHQuant algoritmus magasabb amplifikicidde-
tektdlds oka a tobb Z sikban rogzitett kép Osszesitésébdl
kialakitott, valamennyi sikb6l a magas intenzitasa pixele-
ket tartalmazo Osszeejtett (,,extended”) képen megjele-
né szferikus aberracié lehet. A 2D magok mérete na-
gyobb lehet, mint valéjaban, ami miatt tobb génszignal,
akdr mas-mds sikokbdl, nem a megfelel$ sejtmagban lo-
kalizalodhat.

Kovetkeztetések

A mikroszkopos mintak teljes digitalizalasa mara nagy-
mértékben elGsegitette a patoldgia tértdl és id6tdl tiig-
getlen mdvelését a nagy felbontist mintik azonnali
megosztasaval a vilig barmely pontjan. A teljes digitali-
zalas a célzott génhibdkat igazolé FISH-probakkal jelolt
mintdk automatizalt kiértékelésére is lehetGséget ad.
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Tobbtéle daganattipusban és prébaval végzett vizsgila-
taink aldtdmasztottik, hogy a kutatdsi célra fejlesztett
FISHQuant programunk alkalmas a genetikai aberraciok
igazoldsara szigorubb diagnosztikus elvirasoknak megfe-
lelGen is. Raadasul az algoritmus mintanként akar tobb
ezer tumorsejtet szortiroz, igy a médszer hasznos a tera-
pids jelentSségili tumorheterogenitis meghatirozasara.
Ugyancsak igazoltuk, hogy a génjelek sejtmagon beliili
lokalizalasira a 3D-s sejtmagszegmentdlds pontosabb
eredményt ad, mint a jelenlegi 2D algoritmus, tehat a
programunk ilyen iranya tovabbfejlesztése javasolt.
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