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1. Bevezetés

Az in situ hibridizacié (ISH) soran a minta meghatarozottlaimsav (DNS vagy RNS)
szakaszahoz azzal komplementer, ugyanakkor jeyitathatova tehétszekvenciat (szonda)
kapcsolnak, mely ISH szignalként azonosithat6. A6z ISH technikak képezik a
molekularis citogenetika alapjat, melynekrgle a konvencionalis citogenetikaval szemben,
hogy () nem igényel feltétlenll sejttenyésztési) €rzékenységének koszonbert rejtett
(kriptikus) aberracidk kimutatasara is alkalmasi) (megfeleb preparalasi technika és
muszeres felkészlltség mellett a genetikai adatok foltmiai-, fenotipusos-, illetve
topografiai paraméterekkel is tarsithatok, egyegtiszinten.

Az dsszes modszer kdzull legelterjedtebbé a fluoessdain situ hibridizacioé (FISH) valt,
mely lehetvé teszi a nagy feloldasu, tdbbggzingyors és biztonsagos jeldlést. Az
interfazisban &% sejtek magjain végzett FISH (i-FISH) adekvat médsaumerikus- és
strukturalis kromoszoma anomaliak, valamint - dilggt képi technikakkal torténegyittes
alkalmazas esetén - sejtvonal-specifikus genetédttrések vizsgalatdhoz. A patologiai
vizsgalatok szempontjabol kulonds jekésdggel bir, hogy az i-FISH barmely citologiali-,
vagy hisztologiai preparatumon elvégedhetlkalmazasanak nem szab hatart a formalinos
fixalas és a paraffinba tortémeagyazas sem.

A jelenleg humén daganatokban ismert kiegyensulyagnetikai aberraciok tobb mint
felét kilbnb6d hemopoetikus betegségekben azonositottak. A lirdkian és leukémiakban
eléforduld eltérések kozlul leggyakoribbak a nem-randaeciprok transzlokaciok.
Transzlokaciok i-FISH technikaval tori@mvizsgalatakor a szignaloknak nem csak a szama,
hanem térbeli elrendédése is rendkiviil fontos informacié (1. gbrAz eltét szini jelek
random kolokalizacioja itt komoly probléma, melyzifs szondanal 1 - 18 %-0s
alpozitivitashoz, disszociaciés szondanal hasonéitéki alnegativitdshoz vezet. Minden
egyes I-FISH vizsgalat vonatkozasdban meg kell rbath azt a pozitiviths értéket
(diagnosztikai hatarérték), mely felett a minta@gimien koérosnak tekinthét A hatarérték
szamolasanak leginkabb elterjedt modja soran ativdgantroll mintak atlagos alpozitivitasat
megndvelik a standard deviacié (SD) kétszeresgagly haromszorosaval.

A manualis i-FISH analizis kapcsan - mely a hematmpgiai rutin diagnosztikdban
altalaban 200 db sejtmag értékelését jelenti - ebranyagolhat6 korlatokkal kell szamolni:
(i) alacsony pozitivitas esetén a statisztikai meuiiizsag érdekében nagyszamu sejtmag
vizsgélatara van szikség, mely azonbdigighyes folyamat;ii) az értékel elfogultsaga a
pozitivitas alul- vagy felllbecsléséhez vezethélphdsen akkor, ha a pozitiv sejtek aranya
nagyon alacsony, vagy kiemelkesh magas; iif) transzlokacidok vizsgalatakor dént
jelenbséggel bir a fuziés (kolokalizalt) szignal jeleelétagy hianya, melynek azonban
nincsen egyérteliy) objektiv definicigja.

A szamitastechnika és a digitalis képanalizisodgsének koszonhietn az i-FISH
mintazat automatizalt jellemzése mara mar elérhehetiséggé valt, mellyel a manudlis
ertékelés hatranyai kikliszobolblket Objektiv kritériumrendszer bevezetésével a \alaigaz
értékeb koncentraltsagi szintj@ elfogultsagatél mentessé valik, a detektalt nsagok
szama pedig jeleés manudlis munkatdbblet nélkul novelhet

A legtobb automatizalt analizidrsz6lo kdzlemény génamplifikacidk, vagy nagyméret
szignalt kialakito centromer szondak eértékeldlsészamol be. Lokusz-specifikus
transzlokacios szondakkal vizsgalatunk 6pdntjaig jéval kevesebb munkacsoport
foglalkozott. Ennek lehetséges oka, hopyegek a szondak kis méiigeleket alakitanak ki,
igy automatizalt detektalasuk nagyobb kihivastjeés (i) ellentétben az 6sszes tébbi szonda
altal léetrehozott i-FISH mintazattal, értékelésikhbem elég csupan a jeldetektalas, a
szignalok kozotti térbeli tavolsagok preciz meghaasa is szikséges.
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1. abra Transzlokéacidk -FISH technikaval torténé detektalasdnak gyakorlati lehetiségei A. Klldndsen hosszu téréspont régio esetén alkalnéizlaa
egy Mb nagyséagrendet képviéeh toréspont régiot atfédszondak. A kromoszéma torése esetén az egy krammagzeprezentalo egyetlen szignal st
hasadB. Disszociacios (DI) szonda kombinacié hasznalatakpiros- és a z6ld szondak a transzlokaciobartvedgzkét kromoszoma egyikén, a téréspont
régié két oldalan elhelyezkéadzakaszokkal hibridizalnak. 200 kb-nal hosszabéstionti régié esetén - a szignalok térbeli origtjanak fliggvényében -
vagy fuzids (sarga) szignal, vagy szeparalt, dekadizalt szignalok jelzik a normalis kromoszonfatszignalok térbeli eltdvolodasa a kromoszoma &neds
utal. C. Egyszeti-fuziés (SF) szonda kombinacié alkalmazésakor espiés zdld szinszondak a transzlokacié eredményeképpen egymds keelib
régiokkal hibridizalnak. Ha a torésponti régié 2®nal nem hosszabb, akkor a transzlokacié kovetben flzids (sarga) szignal keletkezik az optikai
feloldas hatara miatD. A fazids extraszignélos (ES) szonda kombinacidkddési mechanizmusa hasonlé az SF szonda kombivéhd#tottakkal, de itt a
transzlokacioban résztvéegyik kromoszéma toréspontjat atfedi a szondaaifiyzios (sarga) szignal mellett egy kisebb nicestraszigndl is keletkezik.
E. Dupla-fuziés (DF) szonda kombinacio esetén aznde®désben résztvévmindkét kromoszoma tdrésponti régiot atfeskrondaval van jeldlve. A
transzlokacié eredményeképpen két fuzios szigtgijemeg a sejtmagban a folyamatban részt nenallétbkat jeld piros- és zold jelek mellett.
Ny, np: normal kromoszémakj,tt,: transzlokacioban részt vett, atrenstlfitt kromoszomak. A kék korok a sejtmagokat, a bikdéw kisebb piros- és z6ld
korok pedig az i-FISH szignélokat szimbolizaljdkulhaz adott szondara jelleztipikus jelmintazat lathato, tobbszoros atrewdés esetén azonbandktt
eltérs mintazat is tapasztalhaté. F,R,G: fuzids-, pissszdld jelek szama.




2. Ceélkitizes

Mobdszertani jelledy vizsgalataink soran célkénfiztik ki kilénbds, a patoldgiai
diagnosztika szempontjabdl jeléséggel bird, automatizalt transzlokacios i-FISH tauat
értékelési eljarasok kidolgozasat-standardizaladédéitye az ezekkel kapcsolatos lebsgek
és korlatok feltérképezését. Vizsgalatainkhoz egregkedelmi forgalomban elérbet
pasztazo fluoreszcencia mikroszképos (SFM) rentbasznaltunk.

2.1. Genotipus vizsgalat citolégiai preparatumon

A hematoldgiai elvaltozasokra jellethzeciprok transzlokaciok klasszikus példdja a
1(9;22)(q34;911) BCR és ABL gének fazioja), melynek eredménye a krénikus mikloi
leukémidra (CML) patognomikus, ugynevezett 'Philp@-kromoszéma’ (Ph). Mivel a
leukémias sejtpopulacio redukcidjanak mértéke forimgnosztikai szereppel bir a terapia
folyaman, e transzlok&cio kvantitativ detektéldsagedhetetlen a betegség monitorozasakor.

Mikroszképos rendszerinkettekz6rBCR/ABLtranszlokacio, periférias fehérvérsejtekben
tortérd kimutatasahoz teszteltik. Jellemeztik az autodlatidiszer képességél citologiali
preparatumon torténsejtmag szelekcidjif jelfelismerés ésii() a jelek kozotti tavolsagok
meghatarozasdnak tekintetében. Az automatizalt reddalpozitivitasat €s alnegativitasat
0sszevetettik a manualis vizsgalat hasonlo értékeiv

2.2. Kombinalt immunfenotipizalas és genotipus vigglat citologiai preparatumon

Az utobbi években egyre inkabb novekszik az igéngiaimalis rezidudlis betegség
(MRD) pontos meghatarozasa irant, tobbek kdzottemrgekkori akut limfoblasztos leukémia
(PALL) esetében is. Az MRD modszerek alkalmasalklaz indukcios kezelésre adott valasz
sebességének-, illetve dinamikajanak meghatarazdsély fontos prognosztikai szereppel
bir. Ezen felil az MRD vizsgalatok képesek elkii@mi a pALL kilonbo# bioldgiai
viselkedés alcsoportjait, lehét/é téve ezaltal a terapia kébi stratifikaciojat.

Masodik vizsgalatunk soran az automatizalt modsmeabbfejlesztéseként éaletes -
szintén automatizalt - immunfenotipizalassal koraliirk az i-FISH analizist. Az alpozitivitas
csokkenéseével igy lettaté valt alacsony aranyban jelendékoros sejtek azonositasa is. Az
eljarast CD10 pozitiv és t(12;21)(p13;92BT{V6/RUNX] transzlokaciét hordozo6 prekurzor
B-sejtes pALL-ben szenvédbetegek rezidudlis tumortomegének nyomon koveeZseh
standardizéltuk. Meghataroztuk e sejtalapld MRD médsszenzitivitasat, specificitasat,
minimalis detektalasi szintjét és kvantitativ metdjiaitdsagat.

2.3. Hisztologiai preparatumok genotipusos jellemzaé

Malignus hemopoetikus betegségek vizsgalatahozrggatsak formalin-fixalt, paraffinba
agyazott (FP) anyag all rendelkezésre. Irodalmiadazerint az i-FISH a legmegbizhatobb
maodszer transzlokaciok FP anyagokon tédteimutatasahoz.

Munkéank harmadik fazisdban az automatizalt i-FIStékelést kiterjesztettik formalin-
fixalt, paraffinba &gyazott hisztologiai preparaakn vizsgalatara. Ezen felll
dsszehasonlitottuk a kereskedelmi forgalomban ef&rhfazios- és disszociacidés elven
miikodé szondak hatékonysagat paraffinos metszetek autatiatriekelése tekintetében. A
kisérleteket olyan kopenysejtes malignus limfomabamlamint follikularis limfémaban
szenved betegek archivalt anyagain végeztik, melyekbeatdman kimutattuk a betegségre
jellemzs  t(11;14)(913;932) IGH/CCNDY), illetve t(14;18)(932;921) IGH/BCL-2
transzlokaciot.



3. Anyagok és moédszerek
3.1. Mintak

Citologiai preparatumon torténBCR/ABL, illetve kombinalt CD10 é£TV6/RUNX1
vizsgalatokhoz negativ kontrollként egészségesoftielk periférias vérmintait hasznaltuk.
Pozitiv kontrollnak i) a BCR/ABL transzlokacié vizsgalatahoz az SD-1 sejtvonalat és
akceleracios fazisban lévVCML-es betegek mintait hasznaltuk,) @ CD10ETV6/RUNX1
transzlokacios vizsgélathoz pedig a REH sejtvon#&aBCR/ABLanalizist tovabbi CML-es
betegek periférias vérmintain is elvégeztik. Az MRiBsgalat kvantitativ megbizhatdésagat
higitasi sorokkal ellgfriztiik. A hisztologiai mintdk analiziséhez nem-nlasptikus
nyirokcsomo biopsiabdl készilt szoveti vékonymedtsaet hasznaltunk negativ kontrollként.
A vizsgalat beallitasa kopenysejtesGK/CCNDTI), illetve follikularis (GH/BCL-Z)
limfobmaban szenvédbetegek nyirokcsomdinak széveti metszetein tortAnstandardizalt
mobdszer hatékonységat tovabbi negativ- és pozititakkal teszteltik.

3.2. Immuncitokémia

A mononukledris frakciot tartalmazé szuszpenzidtitiispin preparatumokat (5 x @b
sejt / lemez) készitettiink. A tébblépssjeloléshez primer antitestként jeldletlen egéi-an
CD10-et hasznéltunk, melyet biotinilalt anti-egétisttel és avidin-FITC-cel hivtunkéelA
lemezeket 0,005 pg/ml DAPI-t tartalmazé Vectashadtthttal fedtik le.

3.3. Aramlasi citometria

A higitasi sorok mintait FITC konjugalt egér mommkélis anti-CD10 antitesttel jeldlttk.
A CD10" sejtek aranyanak meghatarozasahoz a jelintenEfS6ort aramlasi citométerrel
(BD Immunocytometry Systems) detektaltuk és értékel

3.4. Pasztazo fluoreszcencia mikroszkopia (SFM)

Az automatizalt targylemez-pasztazd és analizalddseer PC-l és egy Zeiss
Axioplan2ie MOT motorizalt, epifluoreszcens elrenéig mikroszképbdl allt. A digitélis
képfelvételhez és feldolgozashoz, valamint a citomiemérésekhez a Metafer 4.0/MetaCyte
és az Isis - In situ imaging system (MetaSystermf&jvare-eket hasznaltuk.

3.5. Immunfenotipizalds SFM-mel

A sejtfelismerést és CD10 detektaldst Fluar 10x/@Bjektivvel végeztik. Az
autofokuszalas utan az SFM rendszer a citospinapiiggm teljes tertleté@r érintke,
atfedés-mentes képeket vett fel. A sejtek felissemzetesen optimalizalt paraméterekkel
tortént, a pontos helykoordinatak tarolasa léhettette a k&sbbi relokalizaciot. Ezutan a
rendszer fix integracios édel (0,58 masodperc) megmérte a sejtek atlagodimienzitasat a
jelcsatornaban (CD10-FITC) és - az autofluoreszcebgektumok felismerésének és
kizardsanak érdekében - egy kontroll csatornabpadBimOrange) is. A sejtek DAPI, FITC
és SpectrumOrange csatornakban felvett képei kalbRGB (red-green-blue) formaban,
galéridban is megjelentek. A CD1@s a CD10 sejteket, valamint az autofluoreszcens
objektumokat a CD10-FITC, illetve a SpectrumOramngatorndban detektalt intenzitasok
alapjan kulonitettik el.



3.6. I-FISH jelolés

A 1(9;22)(g34;911) transzlokacié vizsgalatanal dolgst LS| BCR/ABL kétsziri,
egyszeii-fuziés (SF) szonda kombinaciéval (Vysis) végezitég altal javasolt metodikahoz
hasonloan. Kombinalt feno- és genotipusos anabzetén a CD10 immunfenotipizalast
kovetben a mintakat LSIETV6/RUNX1 kétszirli, flzids extraszigndlos (ES) szonda
kombinacioval (Vysis) jeloltiik a cég altal javasoletodikahoz hasonldéan. A formalin-fixalt,
paraffinba dgyazott szoveti blokkok 3 - 5 um vagstagiszetein deparaffindlast, rehidralast,
majd feltarast végeztink. A jeléléshez U&EH/CCND1-XT és LSIIGH/BCL-2 kétszir,
dupla-fuziés (DF), valamint LSIGH disszociaciés (Dl) szonda kombinaciét (Vysis)
hasznaltunk. A lemezeket mindharom esetben 0,00BIUQAPI-t tartalmazé Vectashield
oldattal fedtik le.

3.7. Manudlis i-FISH analizis

A manualis i-FISH értékelést Zeiss Axioskop 50, waglikon Microphot 3A
mikroszkoppal végeztik, melyek 100x/1,3 immerzidgektivvel és a megfelél kettvs
szirével (SpectrumOrange/SpectrumGreen) lettek felszereCitolégiai preparatumokon
minimum 200 db sejtmagot analizaltunk. Hisztolog@meparatumok értékelése soran a
limfoid infiltratumot reprezental? teljes mintatéetet megvizsgaltuk.

3.8. Automatizalt i-FISH analizis

Transzlok&ciok automatizalt i-FISH analizise kowethanudlis értékelés leépéseitoEA6r
a sejtmagokat kell felismerni, mely a magfestédektalo, digitalis csatorna altal felvett
képek szegmentalasaval torténik. Hisztologiai kémeyben végzett i-FISH analizisnél a
sejtmagokat nem lehet hatékonyan szegmentalni @aotkezése-, illetve atfedése miatt. Az
automatizalt vizsgalat szamara igy kis mé&retnalizalandé tertleteket kell meghatarozni.
Ennek a mintavételi mdédnak alapien két tipusa van: az egyedulallé sejtmagokat
azonositani prébalé ,mozaikos mintavétel”, valamiat latdbme#re egy szabalyos
négyzethalot fektét és e hald egységeit (cella) vizsgalo ,racsos awmitel”. Masodszoa
jeleket kell helyesen detektalni, harmadspedig az eltér szini jelek kozotti tavolsagokat
kell meghatarozni. Mivel a sejtmagok 3D objektumelengedhetetlen a 3D mérés annak
érdekében, hogy a 2D vetiletben Osszefejelek altal okozott alpozitivitas/alnegativitas
lecsokkenjen.

3.8.1. Citologiai preparatumok értékelése

Sejtmag szelekcié

A Plan-Neofluar 40x/0,75 objektivvel tor@&mmintavétel folyaman az SFM rendszer a
DAPI csatornat hasznalta az i-FISH értékelésrelmlka sejtmagok azonositasahoz. Egyiszer
i-FISH analizisnél a vizsgalandé terilet (searchdweiv) hatdrait manuélisan adtuk meg, mig
elézetes immunfenotipizalas esetén a rendszer - agndbth koordinatak alapjan - csak az
elészelektalt sejtmagokat relokalizalta egyenként.afitofokuszalas és a képfelvétel utan a
latomedk (image field) DAPI képeit szegmentalta egy kokiwe algoritmussal. Az
eredményként kapott objektumok kdzil az egyedid sdjtmagokat éketesen optimalizalt
paraméterek alapjan kilonitette el az 6sszetaggtdiagok altal alkotott klaszteréktilletve
a sejtmag tormelékehit



I-FISH szignal detektalas és jelmintazat értékelés

A jelcsatornadkban (SpectrumOrange, SpectrumGresngtt képek hattérkorrekcioja és
élesitése utan aimmzer a jeleket kontrasztjuk, intenzitasuk, méreigka tobbi azonos s#in
jeltél valé tavolsaguk alapjan ismerte fel. A jelek getnai centrumanak meghatarozasat a
kilonbod fokuszsikokban felvett és 6sszegzett 3D képeklktdtthebve.

Transzlokaciés i-FISH mintazatok eértékelésénél denta fuzids szignalnak, mint
szelekcios paraméternek a pontos definidlasa. IESészondak esetén az aitéezini jelek
kozotti legrovidebb tavolsag bir dénelentséggel etekintetben. A piros- és zdld jelek 3D
tavolsagat pixelben (1 pixel = 0,168 um) adta megjiszer. A transzlokaciora nézve pozitiv-
€s negativ magokat legjobban elkiléraptimalis hatarértéket e minimalis tavolsag negati
és pozitiv kontroll sejtmagokban mért eloszlasgjata hataroztuk meg. A diagnosztikai
hatarértéket a negativ kontroll mintak atlagos alpotasabdl és a standard deviacio
értékésl szamoltuk ki (tlagos alpozitivitas + 2SD).

3.8.2. Hisztologiai preparatumok értékelése

R&csos mintavétel

A citologiai preparatumok analiziséhez hasonlédnist 40x-es objektivet és DAPI
csatornat hasznalt a rendszer a mintavételhezg&asdo terlletnek az FP metszetek limfoid
szovetet tartalmazd, reprezentativ teruleteit fgkoki. Az autofokuszalast és 3D képfelvételt
koveten a szegmentalas racsos mintavétellel torténenflszer minden latoméizfelosztott
15 x 12, azonos méief146,3 pum) cellara. A cella volt minden tovabbi analizispita

I-FISH szignal detektalas és jelmintazat értékelés

A hattérkorrekcio utan az SFM rendszer a DAPI ofjelokkal maszkolast végzett, igy a
jelcsatornakban felvett, de a DAPI kontaron kivilletyezked jelszeti mitermékeket kizarta
az analizisBl. Az i-FISH jeleket a miszer a korabban ismertetett médon azonositotta.

DF szondahasznalatakor kizartuk a tovabbi analidislazon celldkat, melyek nem
tartalmaztak legalabb két piros- és két zold jeletjelfelismerési hibdk- és a random
kolokalizacié magas valos#isége miatt szintén kizartuk azokat a cellakat, letgpbb mint
nyolc darab piros-, vagy zo6ld jellel rendelkeztPlozitivnak tekintettiik a cellat, ha legalabb
két fazios jelet tartalmazott. DI szondmetén csak azokat a celldkat vettik figyelembe,
melyek legaldbb egy zdld- és egy piros jelet taréadtak. Itt is kizartuk a tobb mint nyolc
darab piros-, vagy zo6ld jellel rendelkegzelldkat. A cellat akkor tekintettik pozitivnala a
piros jelek szdma meghaladta a fazios jelek szaRéterenciaként azért a piros jeleket
hasznaltuk, mert ezek, a zold jelekhez képest sokk&gbizhatébbak voltak.

A fazios szignal optimalis hatarértékének mindeggdonda esetén azt a jeltavolsagot
vélasztottuk, mellyel a legnagyobb kllonbséget saftuk a pozitiv- €s negativ mintak
pozitivitasa ko6zott. A diagnosztikai hatarértéketegativ- és pozitiv mintak pozitivitasanak
figyelembevételével, binéris lineéris logisztikegresszioval hatdroztuk meg.

A mintavételi médszerek 6sszehasonlitasa

A racsos- és a mozaikos mintavétel teljesitméngézéhasonlitottuk azonos latorlez
vizsgalata alapjan. Az értékelt mozaikok/cellaknsay valamint a vizsgalt terlletek aranyat
vetettiik 0ssze. A mozaikos mintavételt az irodalambeirt eljaras alapjan végeztik
(Reichard és mtsai. Mod Pathol 2006



4. Eredmények
4.1. ABCR/ABL transzlokaci6é automatizalt i-FISH analizise
4.1.1. Eredmények

Sejtmag szelekcié

A sejtmag felismerés szenzitivitdsa 88,7 %-nak attéd sejtmagként felismert DAPI
objektumoknak atlagosan 10,4 (x 8,3) %-a valdjdkiarbb sejtmagok csoportja volt. Ezek
kizarasadt morfolégiai paramétereken (objektum &grllexcentricitds) alapuldé szérodasi
diagramok tették leh&te, melyeken az aggregatumok kilon populaciokdenjek meg. Az
interaktiv kapuzast kowéen, a fennmaradd objektumoknak csak 0,07 (x 0,069 %6lt
erintkez/atfed sejtmagok klasztere.

I-FISH szignal detektalas és jeltavolsag mérés

A piros jelek ABL) 84,9 %-at, mig a zdld jelelBCR 80,9 %-at ismerte fel helyesen a
muszer. Annak a feltételezésnek megfédel, miszerint a piros- és zold csatorna hibai
egymastol flggetlenek, atseer a sejtmagok 68,7 %-aban (84,9 x 80,9 %) ddtakt
helyesen a jeleket mindkét csatorndban. Az anedizagkalmatlan sejtmagok aranya nem
kilonbozott jelerisen a negativ- és pozitiv kontroll mintakban, iggmnbefolyasolta az
analizis végé eredményét azon sejtmagok kizarasa, melyekbdfeligmerés helytelen volt.

A fuzioés jel optimalis hatarertékének meghatarozézamegfigyeltiik a legrévidebb
tavolsagok eloszlasat a transzlokacio negativ-oegip kontroll sejtmagokban. Elkulonitésik
soran a legkisebb mérti¢ékibat 5 pixeles (0,84 um) hatarértéknél tapasialt

A manualis és az automatizalt értékelés eredméely@isszehasonlitasa

A kontrollként hasznalt hat mintat és a tizennyGNIL-es beteganyagot manualisan is
vizsgélta harom fuggetlen értékelA manudlis analizis alpozitivitasa Rhintak eredményei
alapjan 5,8 (£ 1,5) % volt. Az automatizalt anaimagasabb 7,0 (x 2,7) %-os alpozitivitassal
rendelkezett (diagnosztikai hatarérték: 12,4 %).SA®1 sejtek manualis analizise 2,7 (£ 7,3)
% alnegativitast mutatott. Az automatizalt anal@rsegativitasa valamivel magasabbnak, 5,5
(£ 8,0) %-osnak bizonyult. Mig a manudlis vizsgaétminden értékél 200 db sejtmagot
analizalt mintanként, az automata rendszer atlagb$@7 (580 - 3520) db sejtmagot értekelt.
Az automata, illetve a manualis moédon nyert eredmekrszoros linearis korrelaciét mutattak
(R = 0,9892). A két mdédszer kozotti kilonbség atlago8ar (+ 7,4) % volt. A jobb
statisztikai 6sszehasonlithatésag érdekében amatidlt rendszer altal vizsgalt sejtmagokat
harom, egyenként 200 db sejtmagot tartalmazé ctapereparaltuk az eredeti detektalasi
sorrendet figyelembe véve. Ezeket a részpopulati&kigon-kiulon vizsgaltuk, majd az
eredményeket 0sszevetettik éppugy, mint ahogy dwrem flggetlen manualis vizsgalo
eredményeivel tettilk. A részpopulaciok eredményedttagtol vald atlagos eltérése 0,0 %
volt. Az eltérések 8,3 (-3,5 - 4,8) %-os tartomaaylszortak, mely érték mutatja, hogy a
pozitiv sejtmagok koncentracidja variabilitdst nuarandom szelektélt 200 db sejtmagtol
fuggoen. A fuggetlen értékék eredményeinek atlagos eltérése a manualis atlgtés volt,

a tartomany 32,2 (-16,8 - 15,4) %, mely reprezgmti értékélk kdzotti jelends eltérést.

Az automatizalt analizis sebességésen fliggott a targylemezen elhelyezksdjtmagok
siriségédl és az i-FISH szignalok intenzitasatdl. A 200 dijtraag analiziséhez atlagosan
36,5 percre volt sziukség, mely korulbelil megedyezazzal a mikroszképos



munkamennyiséggel, amit egy multicentrumos vizsgdenulmany k6zolt aBCR/ABL
transzlokaci6 manualis i-FISH analizisével kapdssian Dewald és mtsai. Cancer Genet
Cytogenet 2000 A manudlis analizis sebessége a mi laborunkbztezé&r ilyen gyors,
eltekintve minden egyes kép felvétélées elmentésél, mely azonban igénybe venne
jénéhany orat.

4.1.2. Az eredmeények értékelése

Periférias fehérvérsejtek interfazisos magjain gde#t i-FISH analizis ajanlott, mint
alternativ modszer CML-es betegek terapiaja sa&8CR/ABLtranszlokaciot hordozé sejtek
szamanak monitorozasadhoz. A manudlis i-FISH arsadizecificitasa limitalt. A jelek random
kolokalizaciéja SF szonda hasznélatakor elkeritlegtélpozitivitdst okoz, melynek mértéke
flgg a pozitivitas kritériumatol, a preparalasiionenyekél és az értékélgyakorlottsagatol.
Az alacsony koncentraciéban jeleriépozitiv sejtek pontos detektalasahoz nagyszamu sej
analizisére van szikség, mely faradsagosdégadyes.

Vizsgélataink soran egy automatizalt i-FISH anatizialkalmas rendszer lebségeit és
korlatait térképeztiuk fel és hasonlitottuk 6sszenanualis értékeléssel. Meghataroztuk a
sejtmag szelekcié-, az i-FISH szignal detektaldsa geltavolsag mérés hatékonysagéat.

E munkankhoz hasonlé, automatizalt i-FISH analizésizletesen targyald kdzleményt
kettst taldltunk az irodalomban. Lukasova és mtB&IRésABL géneket vizualizalé szondak
kozotti 3D tavolsagokat mértek kasova és mtsai. Hum Genet 1p9Fanulmanyukban a
fuzibés jeltavolsag hatarértékeként 0,5 um-t hasakalmely kisebb a mi értékinknél. Ez
annak tulajdonithato, hogy a Lukasova és mtsaal alalizalt sejtmagok kisebbek voltak,
mint a mi altalunk vizsgéltak (atlagos sejtmag sud& pum vs. 8,0 um). Az alnegativitast és
a hibas jelfelismerést nem kozoltek. Az alpoziésitertéke naluk 17,6 % volt. Kozubek és
mtsai. a t(9;22)(g34;g11) 2D automatizalt i-FISHaldrisésl szadmoltak be Kozubek és
mtsai. Cytometry 1999Hatéarértéekként 0,5 um-es tavolsagot hasznaitaky mellett 5,0 %-
os alpozitivitast tapasztaltak. A sejtmag- és jelkigélasrol, valamint az alnegativitasrél nem
kozoltek adatot. Az automatizalt analizist egyikuaanyban sem hasonlitottak 6ssze
manualis értékeléssel.

Kisérleteink soran az automatizalt analizist t(({@24;911) - LSBCR/ABLSF szondaval
valo - detektalasdhoz dolgoztuk ki. A kritériumdihez hasonloan bedllithatok mas genetikai
aberraciokhoz és mas, kulonbozelmintazatot létrehozd szonda tipusokhoz is. Az
automatizacio if lehetvé teszi nagy szamu sejt analizisét anélkil, hogynanualis
ertékeléshez szikséges munkamennyiségnél tobbitnéebefektetni; i) csotkkenti a
mintavételi hibat ésii() ndveli a nagyon alacsony koncentraciéban jelénlpezitivitas
detektalasdnak valosfisegét. A vizsgalt minta méretének csak az autodlatiendszer
hardware specifikaciéi szabnak hatart, melyekkehjeg 10 nagysagrenitisejtmag analizise
lehetséges. Ez igen jelésteredménynek tekinthtet rutin diagnosztikaban vizsgalt 200 db
sejtmaghoz képest. Automatizalt analizissel azkékik kozotti variabilitas elkeriilhét a
sejtmagokrol elmentett képeknek kdszoéhbat pedig az analizis j0l dokumentalhaté. Ezen
talmerben minden sejt pontos koordinatajanak rogzitésdebetve valik a késbbi
relokalizacié, igy megvaldsithatok immunfenotipésil koved i-FISH vizsgélatok is,
melyekkel kombinalt feno- és genotipusos jellemegguthatunk egyedi sejt szinten.
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4.2. Rezidudlis leukémias sejtek automatizalt detéddasa egymast koévet CD10
immunfenotipizalassal és ETV6/RUNX1 i-FISH analizissel gyermekkori akut
limfoblasztos leukémiaban

4.2.1. Eredmények

Sejtfelismerés és CD10 detektalas

A minta dirisegeédl fliggéen a sejtek korilbelll 4 - 5 %-a veszett el a |@#nszélének
érintése, vagy atlépése miatt. Az automatizaltseada - teljes egészében a latéonezelll
elhelyezked - sejtek 99,38 %-at felismerte azrel meghatarozott kritériumok alapjan. A
detektalt objektumok atlagosan 7,22 (x 5,64) %-dt sejtaggregatum. Az Osszetapadt
sejteket kétparaméteres (objektum teriilet, exastds) szorodasi diagram alapjan, interaktiv
kapuzassal zéartuk ki a tovabbi analidisbMintanként 2000 db galéria kép manudlis
ertékelése alapjan a sejtfelismerés specificit@sal9®%-nak bizonyult.

A tébb mint 260000 db pozitiv kontroll sejt atlagedintenzitasa (CD10-FITC) 0,49 (+
0,19) afu (6nkényes fluoreszcencia egység), miiph mint 195000 db negativ kontroll sejt
hasonlo értéke 0,19 (x 0,07) afu volt. A kilonbséagisztikailag szignifikansnak (p < 0,001,
Student-proba) tekinth&t Annak ellenére, hogy a pozitiv- és negativ kdhgejtpopulaciok
kozott jelends fluoreszcencia intenzitasbeli kilénbség mutatkpztapasztaltunk némi
atfedést kozottik. Mivel MRD-t akartunk meghatatipaneg akartunk szabadulni @ttaz
elss latasra jelentéktelennekind, de az MRD szempontjabdl nem megengeatimeértéki
atfedesdl. A zold jelcsatornaban magas fluoreszcenciavab hiegativ sejtek magas
intenzitdst mutattak a kontroll SpectrumOrange arsdban is. Ez alapjan lebeé valt
ezeknek az autofluoreszcens objektumoknak a kizaraselyek atlagosan az 0Osszes
egyedulallé sejt 1,07 (0,44 - 3,77) %-at tették ki.

A pozitiv- és negativ sejtek elkulonitéeséhez megbatuk azt a kiiszébértéket (0,18 afu),
melynek hasznélata mellett az alpozitivitas és gatieitas dsszege minimumot mutat. Ezt
hasznalva a CD10sejtek detektalasanak szenzitivitasa 99,78 %-spégificitasa 99,79 %-
nak adodott. A kimutathatésdg alsé szintjét 0,5In&bo-(atlagos alpozitivitas + 2SD)
hataroztuk meg.

A CD10 immunfenotipizdlas megbizhatésagat haromhyramos higitasi sorral
ellerdriztiik. Atlagosan tobb mint 49000 db sejtet viztg@k mintanként. A mérési
eredmények és a teoretikus értékelisekorrelaciot mutattak (R= 0,9831). Az atlagos
kilonbség csupan 0,74 % volt. A higitasi sor mirdéamlasi citometriaval is megvizsgaltuk,
az eredmények szorosan korrelaltak az automatizi&itoszképiaval nyert adatokkal {R:
0,9895). Pasztazo fluoreszcencia mikroszképiavziDa0 pozitivitds vizsgalatdnak sebessége
- sejtdenzitastol fudggen - mintanként valtozé volt. A rendszer atlagossh db sejtet
detektalt, analizalt és rogzitett masodpercenként.

I-FISH mintézat értékelés

A transzlokaciora nézve pozitiv-, illetve negatiejtmagok i-FISH mintazatainak
elkilonitéséhez szintén minimalizaltuk az Aalpordiy és alnegativitas 0©sszegeét.
Hatarértéknek az 1,18 um-es (7 pixel) tavolsagoasztottuk. Ezt hasznalva a mddszer
szenzitivitasa 98,00 %-nak, specificitasa 82,70 &é6-rbizonyult. A relativ alacsony
specificitas annak volt kdszénkBethogy kizartuk a pozitivitds kritériumabdl az exdrignal
jelenlétét. Erre a jel valtozo mérete és rendkiaiiabilis fluoreszcencia intenzitasa miatt volt
szikség, melyek a megbizhat6 detektalast gyakradéakoztdk. Az analizis specificitasa igy
csokkent, viszont szenzitivitaséth
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Kombinalt immunfenotipizalds és i-FISH (CIF)

A mintavétel soran rogzitett koordinatak alapjaerdszer relokalizalta a CD16ejteket
€s vizsgalta azok i-FISH mintazatat pozitiv- ésatiegkontrollokban, valamint a higitasi sor
mintaiban. Azaltal, hogy az i-FISH analizist csakR10 sejteken hajtottuk végre, lebeé
valt a sejtfelszini markerre nézve pozitiv és tzhisaciot hordozo leukémias tipusu sejtek
elkllénitése a normal hematogdnium tipust (seftfiels marker pozitiv, transzlokacio
negativ) sejteki. A kombinalt immunofenotipizalas és i-FISH an&iz98,67 %-0s
szenzitivithsa 99,97 %-o0s specificitassal parosAiltdiagnosztikai hatéarértéket az éatlagos
alpozitivitas + 2SD alapjan hataroztuk meg: 0,03 @06 % = 0,09 %.

A higitasi sor teoretikus értékei szorosabb kociétédmutattak a CIF eredményeivel, mint
a kizarélag immunfenotipizalassal nyert adatokke®983 vs. 0,9831). A teoretikus és a CIF
soran kapott értékek atlagosan 0,26 %-os eltérasittak, de az MRD szempontjabdl fontos,
legalso tartomanyban (0,1 - 0,5 %-0s higitas) apas 0,01 %-nak bizonyult.

Egy immunfluoreszcenciara nézve pozitiv objektuiokaizacioja, i-FISH mintazatanak
rogzitése és értékelése atlagosan 15 masodpetcijérg/be.

4.2.2. Az eredmeények értékelése

A gyermekkori akut limfoblasztos leukémia esetékalmhazott terapia hatékonysaga az
utébbi idbben jelenbsen javult, igy a komplett remisszio és a telje§gyulas aranya mara
mar eléri a 80 %-ot. Néhany tanulmany alapjan aaonigy tinik, hogy a betegek egy része
tulzott mérték kezelést kap, mig mas részik alul-, vagy helytdldezelt. Mivel ezek a
jelenségek terapias hibadkhoz vezetnek, szikségesrapias stratégiak 0j prognosztikai
faktorok alapjan tortéh tovabbi stratifikacidja.

Az egyik ilyen (] prognosztikai faktor a rezidualismortomeg (minimalis rezidualis
betegség - MRD) pontos meghatarozasa. A leukémijéesksnagyon alacsony mennyiségben
(10° - 10° szint) valé kimutatasanak Klinikai jelésége nem egyértelmMaig nem ismert,
hogy ekkora mérték reziduumnak van-e egyéltalan jekéntbiologiai kdvetkezménye. Az
azonban mar bizonyos, hogy a tumorsejtek $@intre tortéé redukcitja és a leukémias
sejtek tisztulasi (clearance) dinamikdja fontogpasztikai értékkel bir.

A molekularis genetikai modszerek magas szenzse@l birnak, de a tumortdmeg
mennyiségéil csak kdzvetett, referencia génhez viszonyitdtdrmaciot szolgaltatnak. A sejt
alapu technikak szenzitivitasa alacsonyabb, de ezekddszerek kozvetlenldl a leukémias
sejtek szamat adjdk meg. Az aramlasi citometriadkiaiil nagy sebességgel képes
azonositani aberrans sejteket kombinalt fénysz@ssmmunfluoreszcencias tulajdonsagok
alapjan. Probléma lehet azonban, hogy a patolégmatipus nem minden esetben kilonbézik
a normal hematogoniumokétdl. A legelterjedtebb MRiBsgalati modszerek e hatranyai
miatt kidolgoztunk egy olyan sejt- és mikroszkoppdl eljarast, mellyel az adott leukémia
jellemz fenotipusa és genotipusa egymast kijvatitomatizalt immunfenotipizalassal és i-
FISH analizissel vizsgalhato.

A beallitott vizsgalati modszerrel kimutathatéakpALL-ben leggyakoribb geno- és
fenotipusos elvaltozast mutatd, CDE3 t(12;21)(p13;022) transzlokaciot hordozo sejiek
eljaras 98,67 %-o0s szenzitivithssal és 99,97 ¥pesificitassal bir, diagnosztikus hatarértéke
0,09 %. E hatarérték lelte teszi leukémias sejtek nagy pontossagu azosasitéalamivel
a 10° szint alatt is, mely kiiszobértéket meghatarozétekintenek a klinikai dontések
meghozatala soran.

12



4.3. Dupla-fuziés és disszociacios i-FISH szondakimtazatainak automatizalt értékelése
formalin-fixalt, paraffinba 4gyazott szdveti metszéeken

4.3.1. Eredmények

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

A hibridizaci6 minden esetben sikeres volt, igaz i@ZISH szignalok mifsége
variabilitast mutatott, leginkabb a sz6veti metsketastagsaganak készorert. Huszonhat
esetben meghataroztuk a metszet atlagos vastagségata négy kulonb@zpontjan végzett
mérések alapjan. Atlag: 4,42 (3,03 - 8,03) um. & Bm és 5,0 um kozotti vastagsag
bizonyult az automatizalt értékelés szadmara optsmadk. E tartomanyban a kizart cellak
aranya nem érte el a 35 %-ot. Minden minta esetgaldbb 1000 cellat vizsgaltunk. Egy
minta komplett analizise, beleértve az értékeksitlagosan 9 percet vett igénybe.

A flziés szignal meghatarozésa és a diagnosztitarérték megallapitasa

Az optimédlis hatarérték az L GH/CCND1DF, azIGH/BCL-2 DF és adGH DI szonda
tekintetében 0,5-, 1,0- és 1,2 um-nek adodott.

Az IGH/CCND1 szonda esetén a kigttvagy tobb fuzids jelet tartalmazé cellak atlagos
aranya 5,3 (1,5 - 10,2) % volt a modszer beallftésdasznalt tiz negativ mintaban. Ugyanez
az érték a tiz kbpenysejtes limfomas minta ese@i @6,6 - 52,0) %-nak bizonyult. Az
IGH/BCL-2 szonda esetén a negativ mintak 11,4 (4,0 - 17;Bpfotartalmaztak két, vagy
tobb fuzios jellel rendelkézcellat, mig a follikularis limfomas esetekben 66392,9 - 79,6) %
volt e cellak aranya.

Az emlitett eloszlasokat figyelembe véve, a diagtikai hatarértéket - binéris linearis
logisztikus regresszio alapjan IGH/CCND1 esetén 18,5 %-0s pozitiv cella aranynal
hatéroztuk meg, mig dGH/BCL-2 esetében ugyanez az érték 28,8 %-nak adodott.

Ha azIGH szonda hasznéalata esetén minden olyan cellat asggltunk, mely legalabb
egy piros- és egy z0ld jelet tartalmazott, a negaintdk atlagosan 48,2 (26,8 - 69,1) %-ban,
mig a pozitiv mintdk 77,7 (67,8 - 93,6) %-ban fanaztak pozitiv cellakat. Ez a pozitiv- és
negativ mintdk megbizhat6 szeparalasat lehetetleztte A jelfelismerési hibak gyakran
vezettek hibas jeltdbblethez, vagy jelvesztéshdigréoe szamu piros- és zo6ld jelet
eredményezve a celldkban. Ha csak azokat a ceNésgaltuk, melyekben a piros- és zold
jelek szama megegyezett, helyesen el lehetett kéliina negativ- és pozitiv mintakat. A
negativ mintak igy 28,1 (7,0 - 41,7) %-ban, migoaifiv mintak 74,2 (64,5 - 93,9) %-ban
tartalmaztak pozitiv cellakat. A szigoritott kriténrendszert hasznalva a diagnosztikai
hataréerték 52,9 % lett.

A mobdszer beallitdsa utan egy harminchét mintabdltészt csoporton, vakon vizsgéltuk
az automatizalt analizis hatékonysagat. Az eredeiénpinden esetben megegyeztek a
manualis értékeléssel.

A negativ mintak pozitiv cellainak aranya a 0,8;21%-o0s, a 4,0 - 17,3 %-0s és a 7,0 -
41,7 %-o0s tartomanyba esettl&1/CCNDJ, azIGH/BCL-2, illetve azIGH szonda esetén. A
pozitiv mintak hasonl6 értékei a 23,5 - 52,0 %a088,3 - 79,6 %-0s, illetve a 64,5 - 93,9 %-
os tartomanyba estek.

A cellankénti jelszam hatédsa az alpozitivitdsra ésintavételi médszerek 6sszehasonlitdsa

Az i-FISH szignalok szamanak cellankenti névekedésa cellak alpozitivitasa dtt.
Atlagos jelszam mellett az alpozitivitas 3,4 % €5 % volt azIGH/CCNDY], illetve az
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IGH/BCL-2 szondak esetén, mig a DI szondanal 56,5 %-nakotidddkObbi esetben ez az
érték 38,5 %-ra redukalédott, ha csak az edysabmu piros- és zold jeleket tartalmazoé
cellakat vettik figyelembe. A DF szondakhoz képestDI szonda teljesitmenyét
erteljesebben befolyasolta a jelek szamanak emelked#ds szondak esetén az atlag + SD
szamu jelet tartalmazo cellak alpoztivitasa 2,51;61%, illetve 1,5 - 9,9 % kozotti
tartomanyba esett. Ez az érték 42,7 - 77,1 % vib#izbnda esetén és 10,2 - 60,8 %-0s értéket
vett fel abban az esetben, ha csak a megégsaamu piros- €s zold jelet tartalmazo cellakat
vizsgaltuk.

Az SFM rendszer a mozaikos mintavétellel atlagod#n2 mozaikot mig racsos
mintavétellel 61,0 cellat értékelt ugyanazokon taréezskon. Figyelembe véve egy atlagos
mozaik (91,6 pur), illetve egy cella (146,3 pfthméretét, a digitdlisan rogzitett teljes terilet
33,8 %-at vizsgalta a rendszer radcsos mintavétetidly csupan 5,8 %-at mozaikos
mintavétellel.

4.3.2. Az eredmeények értékelése

Az i-FISH hatékony moddszer citogenetikai aberracudektalasahoz formalin-fixalt,
paraffinba agyazott mintakon. Munkank soran megaitsk a hatékonysagat egy olyan
automatizalt ertékelési modszernek, mely racsogawdtelt hasznal a limféomas- és normal
nyirokcsomokbol készilt szévettani metszetek aisdliez. Ezenkivil 6sszehasonlitottuk az
IGH disszociacios, illetve azIGH/CCND1 és IGH/BCL-2 dupla-fuziés szondak
teljesitményét.

A fazios (kolokalizalt) jel definialasahoz sziikségeros- és zo6ld jelek kdzotti tavolsagok
optimalis hatarértékét minden egyes szonda esetghataroztuk. Az irodalomban kozolt
eredményekhez (0,8 - 1,2 um) hasonlo értékeketukipReichard és mtsai. Mod Pathol
2006. A szondak kozotti kuldonbség magyarazhaté a gizngnalokat alkoto, jeldlt DNS
szakaszok kulénbéizikai tavolsagaval. A diagnosztikai hatarérték 2x magasabb volt DI
szonda esetén, mint a DF szondaknal. Az érték dagdatmz jelen esetben nem a megszokott
eljarast (atlagos alpozitivitas + 2SD), hanem h#alinearis logisztikus regressziot
alkalmaztunk. Ez egy szigorubb statisztika, meg&irt hasznaltuk, mert a racsos mintavétel
egy Ujszeif-, szokatlan-, nem sejtalapu technika, masrészbdsper beallitasa soran nem allt
mobdunkban kizardlag pozitiv sejteket tartalmazo témnvizsgalatokat végezni. A teszt
csoportként hasznalt tovabbi harminchét mintanaseer hiba nélkul diagnosztizalta.

A cellankénti jelszdm novekedése nagymeértékbeny@efolta a DI szonda alpozitivitasat,
mig a DF szondak teljesitményére ez kisebb hatyakogolt. A DI szonda szerény
teljesitménye meglémek tinhet. Tébben ezt a szonda tipust hatékonyabbnajaktar
transzlokaciok szoveti kbrnyezetben valé kimutasanivel akar egy piros-, vagy egy zoéld
jel is elegend a pozitivitas megallapitasdhoz. Az automatizalaliars szempontjabdl
azonban éppen ez az, ami miatt a DI szonda hajimhoa magasabb alpozitivitdsra, hiszen
akar egyetlen jel hibas felismerése is kozvetl&éipbzitivitashoz vezethet, mig DF szonda
esetén a hibas jelfelismerés ritkan okoz két fugimgnalt.

A racsos mintavétel korulbelll 6tsz6r annyi teréetrtékelt, mint a mozaikos mintavétel.
Korabban emlitésre kertilt, hogy a minta egy bizengégszének elvesztése nem befolyasolja
szignifikans mértékben a végsredményt. Otszorés kilonbség azonban mar {eleak
tekinthet, ezenkivdl - citolégiai prepardtumokkal ellentétbehisztologiai kérnyezetben a
pozitiv sejtmagok topografiai eloszlasa rendkiv@ltazo lehet.

Osszességében elmondhato, hogy sikerilt beallkkaagy gyors és megbizhaté i-FISH
mintazat ertékél eljarast transzlokaciok szoveti metszeteken tértéautomatizalt
Kimutatasdhoz.

14



5. Az () eredmények 6sszefoglalasa

1. Citolégiai prepardtumokon végzett i-FISH vizsgaink soran kidolgoztuk a
1(9;22)(q34;911) LSBCR/ABLSF szondaval valé automatizalt értékelésétkelst irtuk
le a modszer teljes specifikacidjat, mely nem caakar mas munkacsoportok altal is
ismertetett specificitdst és a kimutathatésag a&®@tjét foglalja magaban, hanem a
szenzitivitdst, valamint a sejtmag azonositassah éxignal detektalassal kapcsolatos
paramétereket is.

2. A Dbedllitott automatizalt eljardst 0Osszehasotilik a manualis értékeléssel.
Megallapitottuk, hogy a manualis vizsgalatnal agkatk kozott tapasztalt nagymeériek
variabilitds  elkerilhét automatizalt analizissel, igy nagyobb statisztikai
megbizhatdésaghoz juthatunk akkor is, ha csak 2Qefimagot vizsgalunk mintanként.

3. Az automatizalt i-FISH modszer tovabbfejleszkése ebzetes - szintén automatizalt -
immunfenotipizalassal kombinaltuk az i-FISH analiziigy bedllitottunk egy olyan
eljarast, mellyel lehévé valt a pALL-ben leggyakoribb geno- és fenotipustvaltozast
mutaté CD10 és t(12;21)(p13;q22) transzlokaciot hordozé seiekutatasa, valamivel a
klinikai dontések szempontjabél fontos>16zint alatt is. A mddszer teljes specifikaciojat
megadtuk, kvantitativ megbizhatosagat élfextik.

4. EIként hasznaltunk racsos mintavételt transzlokacieksSH mintdzatok - paraffinos
metszeteken tortén- automatizalt értekeleséhez, mely eljards memtemozaikos
mintavétel soran jelentk&zproblémaktdl: i) hattérfestés heterogenitasa) 6ejtmagok
méretének variabilitasaiji() tobbszoros jeldetektalas.

5. ElIként szamoltunk be disszociacios szonda alkalmedabéztologiai kdrnyezetben
tortérd, automatizalt i-FISH analizis kapcsan.

6. Osszehasonlitottuk a disszociaciA&H), valamint a dupla-fuziés IGH/CCND],
IGH/BCL-2) szondak hatékonysagat szoveti metszeten tirt@atomatizalt i-FISH
analizis tekintetében. Megallapitottuk, hogy mirtdé2ondatipus alkalmas a pozitiv- és
negativ mintak helyes szeparalasara, de a dissz@eiszonda esetén szigorubb analitikai
kortlményekre van sziikség és mindenképpen magagaditivitassal kell szamolnunk.
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