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Bevezetés

Holyagdaganatok epidemioldgidja, klasszifikacigja

A hugyhoélyagrak heterogén entitds, melynek lefolyasa és végs6 kimenetele széles skdldn mozog.
A spektrum egyik végén megtaldlhat6 jol differencidlt, korai stddiumu elvdltozdsok, melyek alacsony
progresszivitdsi hajlamot mutatnak, kezdeti endoszképos kezelés, majd utankovetés mellett csak ritkdn
veszélyeztetik a pdciens életét. A skdla masik végén taldlhat6 differencidlatlan, magas gradusu,
eldrehaladott patoldgids stddiumid tumorok ezzel szemben nehezen kezelhetdk és nagy szdzalékban
végzddnek halallal.

Eléforduldsét tekintve a hugyhdlyagrdk a nyugati vildgban a férfiak negyedik, a ndk hetedik
leggyakoribb rdkos megbetegedése. Elo6fordulasi gyakorisdga nok korében lényegesen ritkabb -
harmada, negyede - a férfiakndl tapasztalt mértéknél; terhességen atesett ndknél a gyakorisag tovabb
csokken. 2008-ban vildgszerte tobb mint 385 000 Uj beteget regisztriltak, s ugyanebben az évben tobb
mint 150 000 beteg vesztette életét higyhdlyagrak kovetkeztében. A teriileti eloszlds nem egyenletes,
nemzetk6zi Osszehasonlitisban a gyakorisdg akdr tizennégyszeres kiilonbsége is tapasztalhato.
Leggyakrabban Eurépaban és Eszak-Amerikaban fordul eld. Az itlagos haldlozési rata 2-10 haldleset /
100 000 £6 / év. A diagndzis idépontjaban az atlag életkor 65-70 év.

A hdlyagtumoroknak jol ismert €s jelentds kdrnyezeti kockazati tényezdi vannak, melyek kozott
elsésorban a dohdnyzés emlitendd. E kdros szenvedély koroki szerepe bizonyitott, 2-4x-es mértékben
noveli a betegség kialakuldsdnak valdszinliségét; a hugyhdlyagrakos betegek 30-50%-a dohdnyos. A
masodik legfontosabb kockdzati tényezdt a foglalkozdskori hatdsok jelentik, melyek — egyes
szdmvetések szerint — az Osszes hélyagrak mintegy 20%-ért feleldsek. A gumi-, illetve festékiparban
hasznélatos aromds aminok (pl. benzidin, 2-naftilamin, 4-aminobifenil, o-toluidin, 4-kloro-o-toluidin),
valamint az aluminium- és, a széniparban hasznalt policiklikus aromds szénhidrogén vegyiiletek mind
bizonyitottan novelik a hoélyagrak kialakuldsdnak valdszintiségét. Egyéb kornyezeti kockdzati
tényezonek tekinthetd az idiilt hdigyiti fertdz€s, valamint egyes tanulmanyok szerint a diilmirigy
tumorok kezelésénél alkalmazott sugérterdpia. Kiilon kornyezeti tényezOként emlithetd a vérmétely
(Schistosoma haematobium) fert6z¢s, vagy schistosomiasis (mds néven bilharzi6zis), mely els6sorban
Eszak-Afrika és a Kozel-Kelet ontozéses teriileteit érinti. A vérmétely altal okozott gyulladds gyakran
vezet nem-atmeneti sejtes tipusi (NTCC) higyholyagrakhoz. A familidris tipusi hélyagtumor
viszonylag ritka, azonban az egyenesdgi rokonsigban némileg emelkedett kockéizati tényezd
figyelhetd meg.

Az 6sszes higyhdlyagrak tobb mint 90%-a dn. dtmeneti sejtes karcindma (Transitional Cell
Carcinoma — TCC), 5% lapham rék és 1%-a adenokarcinéma. A TCC-k hisztopatoldgiai graddldsa az
Egészségiigyi Vildgszervezet (WHO) 1973 6ta elfogadott klasszifikdcids rendszere szerint grade 1-3.
Ezt a rendszert valtoztatta meg a WHO és az International Society of Urological Pathology (ISUP)
1998-ban elfogadott klasszifikdciéja, melyet végiil 2004-ben kismértékben ujbol valtoztattak. A
legfrissebb klasszifikdci6t azonban szdmos kritika érte, mi tobb, nemrégen a Nemzetkozi
Hugyhodlyagrak Csoport (IBCG) hivatalos ajdnldsdban eldirdnyozta, hogy mind az 1973 mind az 1998
klasszifikdcié maradjon érvényben, amig a késébbi besoroldssal kapcsolatban nem késziilnek nagy
kiterjedésti klinikai hatékonysdg hitelesité (validacids) vizsgdlatok. Mindezen koriilményeket
figyelembe véve vizsgalataink sordn az eredeti (s a mai napig legelterjedtebb) G1-3 gradus beosztast



alkalmaztuk. A hélyagtumorok koérszdvettani stidiumbeosztdsa tovabbra is a TNM (Tumor-Node-
Metastasis system) beosztast koveti.

Az Osszes atmeneti sejtes karcindma ~70%-a feliiletes nem izom invaziv rdk (Ta, T1 ill. Tis
stddiumok), mely tumorok 50-70%-a azonban iddvel kidjul és ezek koriilbeliill 10-20%-a kés6bb
izominvaziv betegséggé fejlodik. Azt eldrevetiteni, hogy mely betegeknél fog a feliiletes daganat a
hélyag izmos faldba, vagy azon tul fejlddni, tovdbbra is nagy diagnosztikai kihivds, a tumor gradusa
azonban komoly befolydsold tényezd. A jol differencidlt és egyben Ta stddiumu tumorokkal bird
betegek 15 éves progresszié-mentes tulélés esélye eléri a 95%-ot, mig tumor specifikus haldlozdssal
gyakorlatilag nem kell szdmolni. A differencidlatlan, Ta stddiumd hodlyagdaganatok esetében
progresszid-mentes tilélés esélye 61% mig a tumor specifikus tilélés valdszinlisége 74%; azonban
ugyanezen értékek T1 betegeknél 44% ill. 62%.

Klinikai megjelenés és tiinet tekintetében a hélyagrakok elsddleges - a betegek ~ 85%-iat érintd -
tiilnete a makro-, vagy mikroszképos vérvizelés, mely azonban &ltaldban fajdalommentes és gyakran
csupdn iddszakosan jelentkezik. Fontos azonban megjegyezni, hogy a vérvizelés okaként az esetek
csupdn alig tobb mint 10%-aban allapithaté meg hugyhdlyagrak. Tovdbbi — kevésbé gyakori — tiinetek

a fajdalmas, gyakori nehéz vizelés, vesetdji fdjdalom, 14z vagy vizelethidny (antria).

Holyagdaganatok Diagnosztikdja

Hugyhdlyagrdk gyandja esetén a rutin kivizsgdlds napjainkban még mindig az iiritett vizelet
citolégia, cisztoszképia, valamint a felsd higyutak radiolégiai vizsgalatit jelenti. Mind a
cisztoszképos klinikai vizsgalat, mind a citologia szdmos eldnnyel bir, azonban e mddszerek hétranyai
szintén gyakran hangsulyozottak. A cisztoszkdpia magas specificitdsu eljaras mellyel a legtébb tumor
ugyancsak magas érzékenységgel észlelhetd, azonban bizonyos kisméretli lapos tumorok, mint pl.
egyes in situ karcindmak rejtve maradhatnak. Ezen tilmenden a mddszer tovdbbra is invaziv
beavatkozdsnak szamit, mely egyes esetekben helyi traumak okozta szovédményekkel, valamint akar
fertézésekkel is jarhat. Az eljaras tovabba koltséges; figyelembe véve azt is, hogy a higyhdlyagrak a
magas kidjuldsi rata miatt gyakorlatilag egész életen 4t tart6 utdnkovetést igényel, nem meglepd, hogy
egyes mérvado szamitdsok szerint a legtobb pénzt felemészté malignus tumor.

A vizeletcitoldgia nagy eldnye, hogy a beteg szemszogébdl a vizsgalat kiilonosebb elokésziiletet
nem igényel, tovabba nincs sziikség kiilonleges eszkozokre. A specificitds Osszességében magas
(nemegyszer 100%), igy 4lpozitiv diagndzis csak ritkdn fordul el6. A mdédszer érzékenysége azonban
atlagosan 35-65%, tovdbbad ez az érték nagyban fiigg a tumor differencidltsdgdtdl: mig a magas
gradusu, differencidlatlan tumorok esetében a szenzitivitds elérheti a 80-90% is, alacsonyabb gradusu
jol differencialt tumorokban ez az érték nem ritkdn minddssze 20%. Tovabbi gyakran emlegetett
hatrdnya a modszernek, hogy a diagnézis pontossdga nagyban fiigg a citopatologus képességeitdl,
tapasztalatatol.

A cisztoszkodpia valamint a vizeletcitolégia fent emlitett drnyoldalai miatt nagy az igény egy nem
invaziv, magas pontossigu, reprodukdlhat6 diagnosztikai teszt kialakitdsdra. Ennek kovetkeztében az
elmult években szdmos daganat marker kimutatdsara alkalmas médszer keriilt kifejlesztésre, melyeket
2 8 csoportba lehet osztani: szolubilis ill. sejt alapi markerek. El6bbiek kozé sorolanddk a (i)
vérvizelésen alapuld vizsgélatok, (ii) BTA stat, BTA-TRAK tesztek, (iii) nukledris matrix protein
(NMP-22), (iv) mitotikus fehérjéket kimutaté vizsgalatok, (v) antiapoptotikus fehérjéket kimutatd
vizsgélatok, (vi) transzkripciés faktor vizsgdlatok, (vii) citokeratinok valamint hialuronsav és



hialuroniddz kimutatasara szolgdlé metodikdk. Utdbbiak k&z¢€ tartozik a (i) mikroszatellita analizis, (ii)
telomerdz teszt, (iii) quanticyt nukledris kariometria, és végiil, de nem legutolsésorban a (iv)
molekuldris citogenetika (FISH).

Holyagdaganatok citogenetikaja

Az irodalomban fellelhetd, hélyag daganatokkal kapcsolatban tapasztalt kariotipusok az igen
egyszerlitdl a rendkiviil Osszetettig terjednek, egységesen elfogadott specifikus eltérést pedig a mai
napig nem kozoltek. A 9-es kromoszéma monoszémidja, valamint ugyanezen kromoszéma p illetve q
karjainak vesztése gyakran jelentkezik (~50%). A 9-es kromoszémdhoz kapcsolddd vesztések
gyakorisdga arra enged kovetkeztetni, hogy ezek az eltérések a patogenezis korai eseményei, azonban
egységes dallaspont e tekintetben sincs. A 9p delécié gyakran érinti a CDKN2A/ARF (P16)
tumorszupresszor kédold régidt, st ez a rendellenesség (del9p21) tekinthetd a leggyakoribbnak a
hélyag tumoroknal. Erdekesség azonban, hogy a CDKN2A gént érinté 9p21 delécié egyes esetekben
normdl uroteliumban is eléfordul. Tovéabbi ismert jelentdsebb delécié a 10q, mely a PTEN/MMACI1
tumorszupresszor utvonalat érintheti, valamint a del (17p), mely TP53 fehérje funkcidvesztést
eredményezhet. Utobbi Osszefiigghet a tumor differencialtsdgdval valamint a stddiumbeosztassal is. A
hélyagtumor citogenetikai heterogenitdsit mutatja az az ellentmondds is, miszerint, mig egyes
tanulmanyok az Y kromoszoma vesztésérdl — rdaddsul, mint 6ndll6 patogndmikus abnormalités -,
addig masok ugyanezen kromoszéma poliszomidjar6l szdmolnak be, mi tobb, utébbi emelkedett
gradussal és stddiummal asszocidlt mivoltat is bizonyitottnak latjdk. Szadmos tovabbi szambeli
kromoszémadlis rendellenesség ismert, melyek jelentds része nyerés, azaz valamilyen mértékii
poliszémia. Ilyen természetellenes mintizatot mutathatnak tobbek kozott az 1, 3, 7, 9, 11, 15, 17, 18

kromoszémak.

A molekularis citogenetika szerepe a holyagdaganatok diagnosztizaldsaban

Mivel a hagyomdnyos citogenetikai, CGH valamint DNS poliploiditds vizsgédlata nyomdn régdta
ismeretes a hélyagtumorok kromoszomadlis instabilitdsa, kézenfekvonek tiint, hogy a hélyagdaganatok
nem-invaziv vizsgélata irdnt régéta fenndll6 igényt a hdlyag falardl exfolidlodé (lesodrédéd), az iiritett
vizeletben megjelend sejtek citogenetikai vizsgdlatdval lehetne kielégiteni. Rutin diagnosztizéldsra
azonban a hagyoményos kariotipizdlds alkalmatlan, mivel a hélyag sejtek tenyésztése, azok mitétikus
allapotba hozatala rendkiviil koriilményes és csak viszonylag kis ardnyban sikeres. Mindezek
ismeretében szdmos kisérlet indult interfazis molekuldris citogenetikai mdédszerek kidolgozdasara, és
mivel nincsen egy egyediilall, jol meghatdrozhatd, diagnosztikus értékli citogenetikai elvéltozas,
Meloni és tarsai mar a '90 évek elején javasoltdk a tobb kromoszoma eltérés egyidejii analizisét.
Szamos prébalkozast kovetden végiil is kozel 2 évtized milva 2000-ben Sokolova és mitsi
kifejlesztettek egy 4 szonddbdl all6 készletet mely valamivel késébb Urovysion (Abbott Molecular
Inc, Des Plaines, IL) néven Kkeriilt kereskedelmi forgalomba. A végsé szonda készletet a
kromoszémalis instabilitdsok 10 gyakran érintett kromoszomdjabdl vélasztottak ki. A 9 CEP szondat
3,7,8,9,11,15,17,18,Y) és az egy LSI-t (9p21) 3 csoportban vizsgéltdk, azonban szenzitivitdsukat
kiilon-kiilon értékelték. A végsd készlet a 4 leghatékonyabb DNS szondét tartalmazza; harom
pericentromerikus direkt jelolt szonda a 3, 7 és 17 kromoszémak vizualizalasat szolgdlja, piros, zold és



vizkék (aqua) szinekkel, mig a negyedik, 16kusz specifikus azonosité a 9 kromoszéma rovid karjanak
21 régidjdhoz hibridizal. A régié arany ("gold’) szinben vizualizdlédik és a fent emlitett p16 gént
tartalmazza, mely - alternativ splicingtdl fiiggéen - tobb (minimum 3) tumorszupresszorként
funkciondld fehérjét kodol. A teszt kiértékelésére vonatkozd gyartdi ajanlds szerint a vizsgalonak
minimum 25 sejtet kell levizsgédlnia. A minta pozitiv, ha tartalmaz >4 sejtet, melyekre igaz, hogy >2
CEP szonda poliszomiat mutat és/vagy >12 sejtet melyben megvaldsul a 9p21 biallelikus vesztése.
Amennyiben 25 sejt értékelése utdn nincs elégséges pozitiv sejt, a vizsgilat mindaddig folytatodik,
mig a fent emlitett hatdrértékeket el nem érjilk; sziikség esetén egészen addig, mig a teljes
prepardtumot nem pdsztaztuk végig. A vizsgdlati folyamat lényeges korillménye a célsejtek
kivélasztdsa. Pdsztdzds sordn a célsejtek DAPI (4,6-diamidine, 2-phenylindol dihydrochloride)
megjelenésiik alapjan keriilnek kivélasztasra. Definicid szerint az egyenetlen megjelenési, felhdsen,
foltosan fest6dd alakok FISH mintazata keriil kiértékelésre, rogzitésre. Az eljards 2001-ben megkapta
az Egyesiilt Allamokbeli Elelmiszer és Gyégyszer Engedélyezési Hivatal (FDA) engedélyét ismert
hélyag tumoros betegek utdnkovetésére, majd 2005-ben 1jbdl, ismert hélyag tumoros multtal nem
rendelkez0, makro-, vagy mikro-hematuiridval jelentkezd betegek vizsgalatira. A teszt szamos
tanulmédny eredménye alapjan minden stddiumban és grade-ben érzékenyebbnek mutatkozott, mint a
vizelet citologia. Az egyik leggyakrabban hivatkozott, 12 jelentdsebb tanulmdny eredményeit
Osszefoglald kozlemény alapjdn a citoldgia versus (vs.) FISH dtlagolt szenzitivitdsa G1-2-3 tumorok
esetében 18 vs. 50%, 45 vs. 75% és 69 vs. 90%. Ugyanezen, tanulmany alapjan a citolégia vs. FISH
Ta-Tis-T1 ill. T2-4 tumorok esetében 28 vs. 67%, 73 vs. 97%, 67 vs. 90%, 74 vs. 92%. Ugyanezen
forrasok alapjan a citoldgia specificitdsa némileg magasabbnak mutatkozott, mint a FISH-€ (93 vs.
85%). Fontos azonban megjegyezni, hogy a teljes irodalmat vizsgalva kideriil, mind a szenzitivitds,
mind a specificitds rendkiviil széles tartomanyban mozog. Mig a szenzitivitas 8-89% kozott valtozik a
specificitds szélso értékei 29 és 90%; e variabilitdsok hatrdnyos megitélés ald vonjak a modszert.

A teszttel kapcsolatban léteznek gyakran hangoztatott tovdbbi negativumok, bizonytalansigi
tényezok is, melyek kovetkeztében nehéz Osszevetni az egyes tanulmdnyok eredményeit, megitélni
azok valédi értékét. A gyakran emlegetett hatranyok kozét tartozik, hogy (i) nincs egy altalanossidgban
elfogadott pozitivitdst mutatd jelmintazat, (ii) nincs arany standard szabdly a kiértékelési eredmények
értelmezésére, (iii) nincs mindenki altal elfogadott diagnosztikus hatarérték vagy legaldbb annak
megallapitdsara vonatkoz6 dltaldnos protokoll, (iv) nem egyértelmii az analizaland6 alakok definicidja,

azaz, hogy pontosan mely sejtek fluoreszcens jelmintdzata rogzitendd, értékelendd.

Célkitiizés

A vizeletcitoldgiai prepardtumokon végzett sokszondds fluoreszcencia in situ hibridizdcidval

kapcsolatban tehat szdmos kritika meriil fel az irodalomban. Ezek koziil az egyik az analizdland6
sejtek objektiv definicigjanak hidnya. A jelenlegi célsejt ("target’) meghatdrozas DAPI asszocidlt mag-
morfolégidra hagyatkozik, azonban az {iritett vizeletre gyakran jellemzd, hogy degenerativ
elvaltozasokkal terhelt, az urotelidlis sejteken kiviil nagy mennyiségben tartalmaz egyéb alakokat (pl.
gyulladdsos sejtek, laphdm), tovdbbd, egy tumoros sejtmag alaki megjelenésében (féleg korai
szakaszokban) nem feltétleniil nyilvinul meg a mar jelen levd genotipusos elvéltozas.



Kovetkezésképpen a mintdk pasztazdsa fluoreszcens fénynél a vizeletcitolégidhoz hasonlé tévedésekre
adhat lehetdséget, ezen tidl iddigényes és faradsagos.

Mindezért célul tiiztik ki egy olyan mddszer kidolgozdsat, mely sordn a genotipizdlds az
uroepitelidlis sejtek fenotipizalasat kovetden, azt figyelembe véve, célirdnyosan valdsul meg.

1. Elsédleges vizsgdlataink sordn célunk volt a lehetd leghatékonyabb konszekutiv feno- és
genotipizalas kidolgozdsa kontroll koriilmények kozott, ezen beliil:

- a fenotipikus szelekcio a leheté legmagasabb magasabb mértékii automatizdciojanak
kidolgozdsa

- a fenotipizdlds valamint a konszekutiv manudlis genotipizdlds analitikai hatékonysdgdnak

megdllapitdsa

- a kombindlt modszer, tehdt az egymdst kovetd feno- és genotipizdlds egyiittes analitikai

hatékonysdgdnak megdllapitdsa.

2/A. A célzott-FISH modszerének kidolgozasa utdn tovabbi célként tlztik ki az eljaras
osszehasonlito  klinikai tesztelését beteganyagokon, valamint a diagnosztikus hatékonysdg

(szenzitivitds, specificitds) megdllapitdsdt

2/B. A teszt masik hdtrdnya, hogy nincs arany standard eljards a kiértékelési eredmények
értelmezésére, tovabba nincs egyértelmil, konnyen alkalmazhaté diagnosztikus hatarérték. A jelen
protokoll bindris (pozitiv/negativ) tdjékoztatdst nyujt, melyhez biztositott hatarérték egy eldre
meghatdrozott abszoltt érték, tovabba semmilyen javaslatot nem ad a FISH pozitiv sejtek ardnyédnak
értelmezésére. Egyes munkacsoportok mdr kordbban is rdmutattak, hogy egy tuj, a pozitivitds
szdzalékos ardnyét is figyelembe vevd kiértékelési séma bevezetésének klasszifikdcids jelentdsége
lehet. Ezek értelmében vizsgalataink sordn kiegészitd célunk volt egy, a gydri ajdnldstol eltérd, mds
FISH modszereknél elterjedten haszndlt protokoll tesztelése. A vizsgdloddst szintén dOsszehasonlito
Jjelleggel kivdantuk végezni, valamint célul tiztiik ki felfedni, hogy milyen osszefiiggésben van a tumor

grddusa, ill. stadiuma a pozitivitdssal konvenciondlis (ondllo) valamint a célzott-FISH kiértékelésénél.

3. A rutin manudlis FISH analizis, minden el6nye mellett, szdmos ismert hétraltaté tényezdvel
terhelt: (i) statisztikai okokbdl gyakran sziikség van tobb szdz (akdr sok ezer) sejt vizsgdlatdra (ii)
kiemelkedden alacsony vagy éppen magas pozitivitdsndl a vizsgdlddd elfogulttd valhat, mely végsd
soron a pozitivitds alul vagy feliil becslését okozhatja (iii) személyek, ill. laboratériumok kozotti
variabilitds komolyan akaddlyozhatja az eredmények Osszevethetdségét. Mivel az dltalunk alkalmazott
készlet 4 DNS szondat tartalmaz, sejtenként 6sszesen 5 dontést kell meghozni, tehdt a fent emlitett
hatrdnyok ez esetben még inkdbb fenndllnak. Osszességében tehdt a teszt kiértékelése rendkiviil
faradsigos lehet, kiilonos tekintettel, ha figyelembe vessziik a manuédlis pasztizds kordbban emlitett
koriilményes, hibdra hajlamosité jellegét.

Mindezek értelmében munkacsoportunk - az els6 laborok egyikeként



- célul tlzte ki ennek a sokszondds - lokusz és centromer specifikus szigndlokat egyardnt létrehozo

- FISH jelmintdzat kiértékelésének teljes automatizdciojdt. Ezen tillmenden, a modszer bedllitdsa

mellett szerettiik volna kimerito kontroll kisérletekkel megdllapitani az analitikai hatékonysdgot.

- klinikai eldtanulmdnyokra tdmaszkodva, tovdbbi célul tiztiik ki a mddszer diagnosztikus
hatékonysdgdnak megdllapitatdsdt, valamint az esetleges korldtozo tényezok, ill. fejlodési pontok

feltérképezését.

Anyagok és Modszerek

Mintak

Kisérleteink sordn kontroll és betegektdl szdrmazé mintdkat is vizsgaltunk. Negativ
kontrollkéntegészséges humdn periférids vért valamint vizeletet, pozitiv kontrollként pedig
hélyagtumor sejtvonalat alkalmaztunk (HT-1376). Tanulmanyunkba Osszesen 73 beteg mintajat
vezettiilk be, melybdl végiil 10 mintat technikai okokbdl ki kellett zarni. A mintdk a PTE Urolégiai
Klinikdn végzett cisztoszkdpos vizsgalat szerinti alapos klinikai tumor gyanud alapjan érkeztek a PTE
Patoldgiai Intézetébe. A hisztoldgiai valamint citoldgiai diagnézist tapasztalt patolégus allitotta fel; a
pontos szovettani kérmeghatarozas a fent vazolt okok miatt elsdsorban az 1973 WHO osztdlyozasnak
megfelelden tortént; a vizelet sejttani vizsgalatat nemzetkozileg elfogadott citopatoldgiai irdnyvonalak
mentén végeztiik. A mintdkbdol minden esetben citolégiai prepardtum késziilt.

Az egyes modszerek analitikai hatékonysdgdt (szenzitivitas; specificitds) valamint a diagnosztikus
hatdrértékeket a kontroll sejtpopuldcidkon hatdroztuk meg. Az analitikai pontossdgot a ’valds pozitiv
események + valds negativ események / Osszes vizsgdlt esemény’ képlettel szamoltuk, valamint
tapasztalati dton is meghataroztuk, kontrollokbol készitett higitasi sorok segitségével.

Kett0s tizemmodu pasztdzo fénymikroszkopia (PFM)

Sejtanalitikai vizsgdléddsaink sordn minden esetben egy kettds iizemmodu, szdmos bovitmény altal
megtdmogatott, igy automatizdlhaté fénymikroszképot haszndltunk, mely mind hagyoményos
transzmisszids, mind fluoreszcencia lizemmddban haszndlhaté. A mikroszkép egy Zeiss Axioplan-
MOT II. (Zeiss, Germany) tipusu késziilék, mely bovitményként tartalmaz még egy Mirzhauser tipusi
nyolc targylemez befogaddsira alkalmas motorizalt targyasztalt, tovdbbd egy szintén motorizalt
revolver szliréfoglalatot mely nyolc szlird befogaddsira képes. A mikroszkdphoz tartozik még egy
hagyomdnyos 100 W higanygéz lampa, valamint egy fekete-fehér CCD kamera. A rendszer teljes
mértékben irdnyithaté a hozzd kapcsolddd szdmitégépen futd kiilonbozd vezérldk altal (Metacyte-
Metafer4, Isis — Metasystems, Germany). Utdbbiak segitségével a kezel6 képes digitalis kép-rogzitésre
és —feldolgozasra, valamint Osszetett sejtanalitikai mérésekre is; a rendszer tovdbbi elOnyos
tulajdonsdga, hogy rogziti a vizsgdlt teriilet, illetve annak egyes elemeinek xyz koordinétdit, melyek
ezaltal késdbb, a targylemez elmozditisa majd visszahelyezése utdn is mikrométer pontossdggal

visszakereshetok.



Fél-automatizalt fenotipizalas (célsejtek meghatirozasa, targeting)

stz

Az urotelidlis eredetli sejtek fenotipizdldsidhoz citokeratin-7 (CK-7) ellen termeltetett
monoklondlis antitestet haszndltunk. Azért dontéttiink CK-7 alkalmazédsa mellett, mert ez az alacsony
molsilyd keratin az urotelium Osszes rétegében jol expresszdlodik, csakigy, mint az ezekbdl a
sejtekbdl kialakul6 neopldzidkban; ezzel ellentétben, laphdam sejtekben valamint gyulladdsos sejtekben
nem valt ki vizualizdlhat6 reakcidt. A prepardtumokon standard immuncitokémiai reakciét végeztiink;
az anitestet végiil dextrdn gerincen elhelyezkedd madasodlagos antitestek segitségével 3-Amino-9-
Ethylcarbazole-al vizualizaltuk.

A CK-7 és hematoxilin jelolt mintdkat normél fénymikroszképos tizemmddban, automatizalt
pasztdzassal fényképeztik (’szkenneltik’, pdsztaztuk), 20x tdrgylencse segitségével, egy, a
tirgylemezen elézetesen manudlisan definidlt teriileten. A rendszer elére meghatdrozott alaktani
paraméterek alapjan azonositotta a sejteket: hattérfestéshez tarsitott sziirke-szint kiiszobolési érték
(12%), legkisebb magteriilet (20 um?), legnagyobb magteriilet (1000 um?), legnagyobb konkavitds
mélység (1,00) és legrovidebb-leghosszabb atl6 legnagyobb ardnya (maximum aspect ratio) (2,905). A
CK-7 pozitiv sejtek elkiilonitése immunfestddés asszocidlt pixel erdsségek alapjan tortént. A folyamat
két, a vizsgalati elemek 4tlagos, illetve Osszesitett festddési er0sségét megjelenitd (sejtkontiron beliili
teljes jelerdsség [TIc], valamint sejtkontiron beliili 4atlagos jeler6sség [MlIc]) oszlopdiagram
segitségével zajlott. A szelekcids hatarértékeket 28 000 negativ valamint 71 000 pozitiv sejten végzett
kontroll kisérletek alapjan allapitottuk meg. A folyamat sordn megmértiik a negativ, valamint a pozitiv
sejtek pixel 'festddési-er0sségét’, majd megvizsgaltuk, hogy a sejtek hany szazaléka keriilne észlelésre
adott hatarértékeknél. Az értékeket koordinata rendszerben dbrazoltuk, ahol az abszcissza tengelyen
felvett un. tetszdleges festddési érték (arbitrary staining unit, asu) fiiggvényében jelenitettiik meg az
egyes — kontroll tipustdl fiiggd — hamis (al/fals) eseményeket.

Mivel kettd tulajdonsdg alapjén prébéltuk elkiiloniteni a sejteket (MlIc, Tlc), végeredményben
kettd darab, két-két gorbét dbrazold fliggvényabrat kaptunk. Miutdn meghatdroztuk a vizsgélat
szempontjabol bioldgiai (tehdt nem csak algebrai) értelemben optimdlis hatdrértéket, a tovdbbi
vizsgdlatok sordn az analizdland6 sejtpopuldciét e két oszlopdiagramon szelektdltuk, szimultidn
"kapuzéssal’.

ElOszelektalt sejtek FISH vizsgalata; 6sszehasonlito tanulmany

Csakigy, mint az 0Ondllé-genotipizdldshoz haszndlt nativ vizsgalati anyagot tartalmazé
citopreparatumok esetében, az immuncitokémia utdn is alapos PBS mosést (3x’5) alkalmaztunk, mely
utdn a lemezeket éjszakdra Carnoy fixdloba (metanol:jégecet = 3:1, -20 °C) helyeztiik. Légszaritast

kovetden a FISH (Urovyison) eljdrast a gyéri leirds szerint hajtottuk végre.

Manualis kiértékelés

Osszehasonlitd manudlis vizsgalataink sordn az célzott-FISH-t (egymdst kovetd feno- és
genotipizalds) hasonlitottuk Ossze az 6ndll6-Urovysion vizsgalattal. A mintdk kiértékelése mindkét
esetben alapvetden 3 f6 részre oszthato.

(1) A célsejtek meghatarozdsa: a, amikor 6ndll6-FISH-t alkalmaztunk, a célsejtek meghatdrozdsat

a gyart6 ajanldsdnak megfelelen ,,gyantis” DAPI magmorfoldgia alapjan végeztiik b, ezzel szemben,



amikor célzott-FISH-t alkalmaztunk, kizarélag azokat a sejteket vizsgiltuk melyekrél kordbban
bebizonyosodott, hogy citokeratin-7 pozitivak.

(2) A mintazat értékelése: a célsejtek meghatdrozdsanak modjatdl fiiggetleniil a pozitiv-sejt
definici6 mindig ugyanaz volt és a legelfogadottabb ajanldsnak felelt meg: pozitiv az a sejt melynél
legaldbb kettd centromerikus szondabdl tobblet (>3) mutatkozott és/vagy mindkét 9p21 asszocidlta
szigndl hidnyzott, biallelikus deléciét jelezve ezzel.

(3) A diagnosztikus hatarérték megallapitdsat valamint a FISH eredményének értelmezését,
kétféleképpen végeztiik: a, az un. hagyomdnyos értelmezés a gyari ajnlast kovette, mely értelmében
egy minta akkor tekinthetd pozitivnak, ha a vizsgdl$ taldl legalabb 4 sejtet, melyekre igaz a fent
emlitett CEP szonddkra vonatkoz6 pozitiv-sejt meghatdrozas és/vagy 12 olyan sejtet melyekre igaz,
hogy biallelikusan 9p21 vesztés. Az eldirds szerint ezek az értékek 25 sejt vizsgdlata sordn
tapasztalandok, azonban amennyiben e hatdrértékeket nem éri el a minta, a keresés folytatodik, végso
esetben akdr a teljes minta vizsgalatdig. A végsd diagndzis ez esetben bindris, azaz pozitiv/negativ
jellegli, a pozitiv sejtek ardnydnak semmilyen jelentdsége nincs by a statisztikai megfontoldsokon
alapul6 értelmezés esetében egy mintdnkét lokdlisan meghatédrozott feltételnek kellett megfelelnie,
ahhoz, hogy a vizsgdlé pozitivnak tekintse. A diagnosztikus hatdrértéket a nemzetkozileg taldn
leginkabb elterjedt, dtlag analitikai dlpozitivitds + szords kétszerese (FP+2SD) szabéllyal hataroztuk
meg. Az igy szamitott értékek az 6nall6-FISH illetve a célzott-FISH tekintetében 10,3% és 1% voltak.

Mivel feltételeztiilk, hogy a lesodrddott sejtek, vagyis a vizsgalt/vizsgdlhaté sejtek szama
diagnosztikus jelentdségli lehet, meghataroztuk az adott FISH pozitiv sejt ardny fiiggvényében azt a
legkisebb mintaszamot, amelynél még megfeleld statisztikai biztonsdggal voltunk képesek a
kisebbségi csoportot (azaz 50% pozitivitdsig a pozitiv sejtek ardnyédt, felette pedig a negativokét)
szdmszerlien elkiiloniteni a tobbségi csoporttl. Az alkalmazott algoritmus a binomidlis eloszlas
egyoldald hipotézis vizsgdlatin alapult és az analitikai szenzitivitds fiiggvényében hatdrozta meg azt a
legkisebb mintaszdmot, amelynél a kiértékelés sordn kapott FISH pozitivitds minimum 95%
megbizhatésdggal adhaté meg. Egy mintdat akkor tekintettiink pozitivnak, ha mindkét feltételnek
megfelelt, tehat elérte, vagy meghaladta a diagnosztikus hatarértéket és ezzel egy id6ben a vizsgalt
sejtszdm elérte a minimum cellularitast (vizsgdlandé objektum értéket). Utdbbi feltétel valdjaban az
adott minta vizsgdlatbol vald kizdrdsdra adna lehetdséget, azonban mivel feltételezhetdé volt az
urotelidlis sejtek szdmardnydnak bizonyos mértékli klinikai jelentOsége, ezt a statisztikai jellemzot is
diagnosztikai feltételként kivantuk meghatdrozni; amely mintdkrél nem tudtuk 95% biztonsdggal

eldonteni, hogy pozitiv, azt negativnak tekintettiik.

Automatizalt kiértékelés

Az automatizdlt FISH analizis komplex folyamata a fundamentdlis objektum felismerési
paraméterek és koriilmények kivalasztdsdval kezdddik. Ekkor kell meghatdrozni — tobbek kozott -
olyan alapvetd koriilményeket mint a fluorokrémokra specifikus sziirdk, adekvat expoziciés idd és
szaturacids teriilet, kameraerdsités, automatikus gyudjtépont-bedllitds, fokuszsikok szdma. Az
automatizacié kovetkezd, kiilondsen nagy sulyud l€pése az uUn. ’training’ azaz a rendszer betanitdsa.
Utébbi folyamat ez esetben iiritett vizeletbdl készitett dtlagos mindségli prepardtum (tdrgylemez)
feliiletes pdsztdzasdval kezdddott. Az igy nyert digitdlis gyakorld (training) mezdkon hédrom,
egymdssal szorosan Osszefliggd 1épés jelentette a rendszer ,betanitdsat”: klasszifikécio, tesztelés és

optimalizacio.
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A klasszifikacié a sejtmagok DAPI csatorndban torténd manudlis meghatdrozdsaval kezdddott; a
gépi magfelismerés késdbbi tesztelései sordn e klasszifikdcié asszocidlta bedllitdsok szolgaltak
referenciaként. A magszegmenticids paraméterek a kromogén fenotipikus elészelekci6hoz hasonléan
kovetkezéek voltak: DAPI csatorndhoz térsitott sziirke-szint kiiszobolési érték, legkisebb és
legnagyobb magteriilet, legnagyobb konkavitds mélység, valamint a legrévidebb és leghosszabb 4tl6
ardnya. A paramétereket addig dllitottuk, amig a detektalds hatékonysdga nem volt optimélis. A FISH
szigndlok észlelését a négy jelcsatorndban kiilon-kiilon optimalizaltuk. A jelfelismerés alapvetd
paraméterei a kovetkezOek voltak: legnagyobb jelméret, legkisebb jeltavolsdg, legkisebb viszonylagos
jelerdsség.

Az automatizalt tesztsorozatok sordn — melyeket szintén az egyes csatorndkban kiilon-kiilon
végeztettiink — a rendszer a kordbban meghatdrozott magokat illetve azokban manudlisan definiélt
szigndlokat abszoltit referenciaként kezelte és a ’sajat teljesitményét’ mintegy ahhoz hasonlitotta. A
téves taldlatok elemzése utdn a felismerési paramétereket mddositottuk a hibak lehetd leghatékonyabb
kikiiszoboléséért, a tesztsorozatot megismételtettiik. A procedira — mely sordn lehetdség nyilt
kiilonbozd digitdlis képmddosité algoritmusok felismerésre gyakorolt hatdsdnak tesztelésére is -
mindaddig ismétlddott, amig a mag illetve a jelfelismerés el nem ért egy optimalis szintet.

Miutdn az egyedi detektdlasi teljesitmény megfeleldnek bizonyult, egy 4tfogd, mind a mag,
valamint mind a négy jelcsatorna szimultdn tesztelését szolgald pasztizast végeztiink. Ez a teszt tobb
szdz digitdlis ’training’ mezd tobb ezer sejtjét érintette, nagyobb statisztikai biztonsdgot biztositva
ezzel. Ez esetben a gép a kordbbi klasszifikaciot figyelmen kiviil hagyta, az eredményeket manuélisan
verifikdltuk a galéridban megjelenitett egyes sejteken. A tesztsorozat ily moédon mintegy
szimulécidjaként szolgdlt a valés mintdkon torténd automatizalt vizsgélatnak.

Eredmények és Kovetkeztetések

Uroepithelidlis sejtek egymast kovetd fél-automatizalt feno- és genotipizdlasa
kromogén immuncitokémia €s sokszondds FISH alkalmazasaval

Az urotelidlis sejtek fenotipizdldsa sordn a kromogén immunjel6l6dés kivdldéan alkalmasnak
bizonyult a fekete-fehér CCD kamera altal készitett felvételeken torténd automatikus szegmentaciora
(azaz immunpozitiv sejtek felismerése), mely elsdsorban sziirke-szint kiiszobolésen alapult. Az
immunjelolés sordn alkalmazott hematoxilines magfestés ugyan lehetséget nyujtott alapvetd
mennyiségi mérésekre, azonban jelentés mértékben megnehezitette a késdbbi differencidlast. A
célsejtek automatizélt szelekcidja sordn a legnagyobb kihivdst azok mind hatékonyabb, de mégis
egyszerl, alapvetden festék erdsségen alapuld szelekcidja jelentette. Gondot jelentettek a gylirddott,
zsugorodott gyulladdsos sejtek, melyek egységnyi teriiletre vonatkoztatott festési intenzitdsa (Mlc)
rendkiviil magas volt, de ugyanekkora problémét okoztak egyes laphdmsejtek is, melyek nagy mérete
miatt kiilonosen nagy teljes festddési intenzitdst (Tlc) mutattak; a megfeleld differencidhoz tehat
sziikséges volt szimultan alkalmazni mind az MIc mind a TIc jellemzdket.

Az egy idében és két alaktani paraméter alapjan torténd sejtszelekcid nagy analitikai
hatékonysaggal (analitikai pontossag 97,1%) kiilonitette el a CK-7 pozitiv elemeket. Az analitikai
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pontossdgot (kiilonds tekintettel a specificitdsra) tovabb lehetett volna ugyan novelni a magfestés
elhagydsaval, azonban akkor értékes mennyiségi sejtanalitikai adatokat veszitettiink volna. A
modositast tehat — az alkalmazds tiikrében — mérlegelés kell, hogy megelézze. Amennyiben a
fenotipizélast genotipizalds koveti, igy a maghattérfestés elhagyasa ilyen magas specificitds mellett
feleslegesnek tlinik; azonban ha ritka, de diagnosztikus jelentOségli (terapia relevans) eseményeket
keresiink pusztan fenotipus alapjan (pl. MRD, CTC), hasznos lehet egy olyan szelekcidés mddszer,
melynek dalpozitivitdsa kozelit a nulldhoz. A fent vizolt tobb paraméteres szelekci6 hasznos lehet
tovdbbi citometriai vizsgdlatokndl, azonban a mddszer hétrdnya, hogy véltozé hatarértékeknél a
szenzitivitdst és a specificitdst egy idOben vizsgalni koriilményes. Az daltalunk alkalmazott, két,
egymadst kolcsonosen nem kizar6é események kozotti dsszefiiggésre vonatkozd egyszerti matematikai
képlettel az egyvéltozds fliggvényabrazolds altalanossdgban azonban kivélthaténak bizonyult, igy a
hatarérték sziikségszeri valtoztatdsanal (pl. igény mutatkozik a FP vagy a FN minimalizalasara) is
konnyedén megallapithat6 a pontossdg. A kontrol sejtpopuldcidkon végzett kisérletek alapjan a FISH
95.9% 95,1% 95,5%
jellemezhetd; kromogén immunfenotipizdldson alapuld eld-szelekcié valamint a konszekutiv FISH

vizsgélat egyiittes szenzitivitdsa illtve specificitdsa 93,3%, és 99,8% volt, mig a kombindlt analitikai

szenzitivitdssal, specificitdssal valamint analitikai pontossdggal volt

pontossdg 97,3% volt.
A célzott-FISH végeredményben tehdt nem csupdn megkonnyitette a vizsgélatot, valamint novelte
annak targyilagossdgat, hanem emelkedett analitikai pontossdgot eredményezett, mely elsésorban az

analitikai specificitds maximalizdldsanak volt koszonhetd.

1. tablazat: A célzott-FISH-t, ondllo-FISH-t valamint a hagyomdnyos illetve statisztikai kiértékelést
magdba foglalo oOsszehasonlito  klinikai vizsgdlatok diagnosztikus hatékonysdga a kiilonbdzo

korszovettani grddusoknak megfeleléen.

Citoldgia FISH
Onall6-genotipizalas Célzott-genotipizalas
Statisztikai Statisztikai
Hagyoméanyos | megfontolasokon | Hagyoméanyos | megfontolasokon |
L, J Atlag L, , Atlag
Interpretacio alapulé Interpretacio alapulé
. ... | (1/ab) . ... | (2/a)b)
(1/a) interpretacio (2/a) interpretacio
(1/b) (2/b)
86%
Specificitas 6/7) 71% (5/7) 100% (7/7) 86% 100% (7/7) 100% (7/7) 100%
60%
Szenzitivitas 21/35) 85% (28/33) 76% (25/33) 80% | 97% (34/35) 89% (31/35) 93%
Szenzitivitds Grade 1 | 67% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
Szenzitivitas Grade 2 50% 78% 61% 69% 95% 85% 90%
Szenzitivitas Grade 3 75% 92% 92% 92% 100% 92% 96%
64%
Pontossag (27/402) 82% (33/40) 80% 32/40) 81% | 98% (41/42) 91% (38/42) 94%

Osszehasonlitva a kiilonbozé FISH kiértékelések diagnosztikus specificitdsait (1. tdbldzat), a

/////
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még a citoldgidndl is magasabb alpozitivitdst mutatott. Jellemzden azok az esetek birtak emelkedett
alpozitivitassal, melyeknél a nem egyértelmti DAPI morfoldgia a minta kiterjedt analizisét igényelte.
Eredményeink rdmutatnak, hogy ez a jelenség konnyedén kikiiszobolhetd olyan hatarérték
alkalmazdsaval, amely — a gydari ajanldssal ellentétben - eredendden figyelembe veszi a mddszer helyi
analitikai 4lpozitivitdsat; a célzott-genotipizalds pedig mar 6nmagdban is elegendonek bizonyult az
dlpozitivitds minimalizdldsara. Erdekes médon mind a hagyomdnyos mind a statisztikai
megfontoldsokon alapuld kiértékelésnél az alapvetden az alacsony sejtszaimnak volt koszonhetd, hogy
a mintdk az elébbinél nem érték el az abszoltit hatarértéket az utébbindl pedig nem tudtak megfelelni a
minimdlis cellularitds kritériumdnak. Figyelembe véve azt is, hogy a korszovettanilag pozitiv
eseteknél csupan kisszdmud mintdrdl volt elmondhaté, hogy barmilyen szempontbdl sejtszegények
voltak, az eredmények aldtdmasztani litszanak azt a kordbbi feltevést, miszerint a spontdn iiritett
vizeletben taldlhat6 exfolidlédott urotelidlis eredetii sejtek alacsony ardnya Onmagdban nem
elhanyagolhat6 negativ prediktiv értékkel bir.

2. tdabldzat: A célzott-FISH-t, ondllo-FISH-t valamint a hagyomdnyos illetve statisztikai kiértékelést
magdba foglalo Osszehasonlito klinikai vizsgdlatok diagnosztikus szenzitivitdsa a kiilonbozo

korszovettani stddiumoknak megfelelden

Citoldgia FISH
Onall6-genotipizalas Célzott-genotipizalas
Statisztikai o e
. . . Statisztikai
Hagyomanyos megfontolasokon Hagyomanyos , )
. L., J . L., megfontolasokon alapulé
interpretacio (1/a) alapulé interpretacio (1/a)

. L, interpretacio (1/b)
interpretacio (1/b)

pTa | 27% (4/15) 71% (10/14) 57% (8/14) 93% (14/15) 87% (13/15)
T1 | 71% (10/14) 85% (11/13) 77% (10/13) 100% (14/14) 86% (12/14)
atlag
(pTa, 48% 72% 91%
T1)
T2 83% (5/6) 100% (6/6) 100% (6/6) 100% (6/6) 100% (6/6)

Az Osszesitett diagnosztikus szenzitivitds tekintetében a citoldgia valamennyi FISH vizsgélatndl
gyengébbnek bizonyult. Utébbiakrél altalanossdgban elmondhaté, hogy a célzott-genotipizalas
érzékenyebbnek bizonyult az 6nall6-FISH —nél; kiilonds tekintettel az alacsony gradust és stadiumi
tumorok esetében. Mi tobb, mivel a Ta stddiumui tumorok az egyik legnehezebben diagnosztizalhatd
csoport a konvenciondlis Urovysion kiértékeléssel, a jelentds érzékenységbeli novekedés ebben a korai
kategéridban jollehet a célzott-genotipizdlds egyik legnagyobb eldnye (2. tdblazat). Az ©nall6-
genotipizdlds statisztikai megfontoldsokon alapuld kiértékelésénél tapasztalt &4lnegativ esetek
elsésorban abbdl fakadtak, hogy a pozitivitds nem érte el a diagnosztikus hatdrértéket. Ez annak
koszonhetd, hogy az ©Ondllo-genotipizdlds alacsonyabb analitikai specificitdsa (tehat magasabb
analitikai alpozitivitdsa) az alkalmazott képlet szerint magasabb diagnosztikus hatdrértéket determinal;
tovabbd a nem egyértelmii DAPI morfolégia konnyedén eredményezheti a minta pozitivitdsdnak

alulbecslését.

13




Amennyiben a targyilagos célsejt-kivdlasztds minden kovetkezményét figyelembe vessziik, jol
latszik, hogy a megnovekedett analitikai pontossdg szintén emelkedett diagnosztikus pontossagban
manifesztdlédik. Ezen til a moddszer lényegesen kevesebb citopatoldgiai ismeretet valamint
idoéraforditast igényel, hiszen a vizsgdld targyilagosan végigpdsztazhatja az egész mintat, anélkiil,
hogy fenotipikus vagy genotipikus véleményt alkotna minden egyes sejtmagrél. Mindezek mellett
amennyiben felmeriil a higyhdlyagtumoron kiviil egyéb neopldzia jelenléte is, egyediil a fenotipizdlds
tisztdzhatja egy rendellenes genotipust mutaté mag eredetét. Természetesen a megfeleld antitest(ek)
kivélasztisa a feltételezett neopldzia fenotipikus jellemzditdl fiigg, ez azonban a mddszer csak
kismértékli véltoztatdsat igényli. Szintén a FISH-t megel6zd fenotipizalds lehet a mddja, hogy
megdllapitsuk, a hélyag faldnak mely részérdl eredeztethetd az aberrdns genotipussal biré mag (pl.
azonositani kiilonbdz6 magas molekuldris tomegl citokeratinokkal [HMWCK] a bazdlis vagy
atmeneti rétegeket, vagy a CK-7-n kiviili egyéb konnyli molekuldris tomegli ciktokeratinokkal
[LMWCK] a felszini esernydsejteket, s ily médon specifikusan meghatirozni ezen sejtek genotipusat).

Osszehasonlitva a diagnosztikus pontossdgot a kiértékelés szempontjdbdl, azt tapasztaltuk, hogy a
konvenciondlis, abszolit hatarértékre épiild értékelés Osszességében valamivel pontosabbnak
bizonyult, mint amelyik a lokdlisan meghatdrozott hatdrértékre tdmaszkodott; a jelenség az utébbi
szenzitivitdsdban tapasztalt csokkenésnek koszonhetd. Mindez arra enged kovetkeztetni, hogy az
altalunk alkalmazott kettds feltételrendszer statisztikailag tdl szigord, és bar 100% specificitdst
eredményez, a szenzitivitds novelése érdekében tovabbi finomitast igényel, jelenlegi ismereteink
szerint a szufficiens cellularitds tekintetében. A kérdés tisztdzasdhoz tovabbi biometriai modellek
megvizsgdldsdra, validdldsukhoz pedig nagyszdmi, tobb egymadstol fiiggetlen laboratérium
0sszehangolt vizsgalataira van sziikség.

Ugyan az éltalunk alkalmazott kettOs feltételrendszer statisztikailag némileg szigorinak bizonyult
(novelve a fals negativitdst), a pozitivitds szdzalékos meghatdrozdsa - szemben a bindris diagnodzist
eredményez6 hagyomdényos kiértékeléssel - hasznos kvantitativ informdcidkat szolgdltatott. Mind az
0nallé-, mind a célzott-FISH analizis esetében ugyanis linedris Osszefiiggés mutatkozott a FISH
pozitiv sejtek ardnya és tumor kdrszovettani osztilyozds (gradus, stddium) kozott. Az onall6-FISH
atlagos pozitivitdsa (%) a G 1-2-3 mintdknal 12,9%, 28,7% valamint 33,7% volt; az egyes csoportok
Kruskal-Wallis teszt alapjan nem kiiloniiltek el egymadstdl szignifikdnsan (p=0,1097). Ugyanezen
értékek a célzott-FISH mddszerével (30,8%, 42,5% és 84,4%) szignifikdnsan elkiiloniiltek (p=0,0019).
Mindez ismét bizonyitja, hogy a nem urotelidlis sejtek kizdrdsdval pontosabb mennyiségi ismeret
nyerhet6 a valés tumortdmeget illetden.

A szdzalékos kiértékelés lehetséges haszniat mar kordbban is hangsilyoztdk, egyes tanulményok
bemutattak, hogy a rendellenes sejtek ardnya prognosztikai jelentdségili lehet mind a recidiva, mind a
progresszié szempontjabol. Osszességében valéban megfontolandd, hogy egy alapvetden kvantitativ
citogenetikai teszttel feldllitott kvalitativ (bindris; pozitiv vagy negativ) diagn6zis nem fosztja-e meg
az adott moddszert a tovdbbi osztilyozdsi lehetdségektdl, valamint terdpia relevins informadci6
biztositdsat6l. Egy mdasik jelentds szempont, melyet érdemes figyelembe venni, az a FISH analizis
ismerten jelentds labor-kozti variabilitdsa. A jelenség lehetséges okai az egyes laborok eltérd analitikai
pontossdgdban, valamint hibridiz4ciés hatékonysdgban keresendok. E tényezOk - hozzaértéstdl
fliggben - viszonylag nagymértékben okozhatnak eltéréseket a minta pozitivitdsanak (%)
meghatdrozdsakor. Kovetkezésképpen egy ugyanazon, elore meghatarozott, abszolut értéken vett
hatarérték alkalmazasa (jelenlegi ajanlds) a kiilonb6zé diagnosztikai laboratériumokban valdszintileg
nem alkalmas arra, hogy hossziitivon konzisztens, dsszehasonlithaté eredményeket produkaljon; azaz
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éppen a rogzitett, igy latszolag egységesitett diagnosztikus hatarérték az, amely val6jaban akadélyozza
az egységesitett kiértékelés létrejottét, s ily médon az egyes tanulminyok valddi jelentdségének
Osszehasonlithatdsagat.

Sokszondds, 16kusz és centromer specifikus FISH jelmintazatok teljes-

automatizalt kiértékelése PFM segitségével

A magfelismerés sordn a f6 célunk a magas analitikai pontossdg volt, melyet elsdsorban a magas
szenzitivitas altal kivantunk elérni. Ez azért fontos mert az dlpozitiv elemek (mint példaul a kiilonbdz6
nem sejtes elemek) természetszertien kizarasra keriilnek a konszekutiv jelmintdzat analizis sordn, azaz
nem befolyasoljadk majd a végsé pontossidgot; ezzel szemben a szegmenticié sordn az analizisbdl
kihagyott (tehdt d4lnegativ) sejtes elemek nyilvdnvaléan csokkenteni fogjdk az analitikai,
végeredményben pedig a diagnosztikus szenzitivitdst. Az automatizalt sejtmagfelismerést a rendszer
7,3% élpozitivitds mellett végezte, mig az dlnegativitds 3,4% volt. A rendszer szignal-felismerési
teljesitményének bedllitdsa sordn a fentihez hasonld preferencidnk a specificitds valamint a
szenzitivitds tekintetében ugyan nem volt, azonban a szonddk 4ltal 1étrehozott szigndlok kozotti
morfoldgiai és intenzitdsbeli kiilonbség eltérd bedllitdsokat igényelt. A CEP szonddkhoz hasznalt
paraméter-bedllitidsok 1ényegében megegyeztek, mig a 16kusz specifikus azonosité (9p21)
detektdlasdhoz eltéré paraméter értékek voltak sziikségesek. Ennek oka, hogy ez a szonda kisebb és
halvanyabb szigndlt eredményez a centromerikus szonddkhoz képest, viszont legalabb olyan fontos,
hogy pontosan detektaljuk, mivel ez az egyetlen szonda melyhez asszocidlt szigndl biallelikus deléci6t
jelzd teljes hidnya - definicid szerint — mdr 6nmagéban patognémikus. Mivel az aranyszinii szignalok
tehat gyengék voltak, a sziikséges expozicid 2-3x hosszabb integraciés idot foglalt magaba, mely
azonban erds jelet, ugyanakkor inhomogén hattérintenzitdst eredményezett. Mivel ezek az
inhomogenitasok egyes esetekben pont- azaz szigndlszeriien jelentek meg, magasabb viszonylagos
(relativ) intenzitdst valamint kisebb jel méretet kellett meghatdrozni a paraméter-bedllitdsok sordn,
hogy a specifikus szignalok kitlinjenek a héttérbdl, optimalis detektdldsi pontossdgot eredményezve
ezzel. A jelfelismerés pontossidga a 3, 7 és 17 centromerikus szonddk esetében 77,3, 82,6 és 81,0%
volt, mig a 9p21 LSI esetében 87,1%; ezzel szemben az Osszesitett jelmintazat felismerési pontossaga
~54% volt. Ez valamivel ugyan magasabb volt, mint amit matematikailag vartunk volna (~45%),
mégis aldtdmasztja, hogy az egyes csatorndkban torténd hibdk tobbnyire egymdstdl fiiggetleniil
kovetkeznek be és csak viszonylag kis ardnyban vezethetk vissza atfogd, a sejt egészét érintd
mindségi hibdkra. Szemben e rendkiviil alacsony Osszesitett mintdzatfelismerési pontossaggal az egyes
magok klasszifikdciéjdnak (azaz rendellenes stitusza megéllapitdsdnak) analitikai pontossidga
kifejezetten magasnak mutatkozott, hiszen mind az analitikai-szenzitivitds, mind a specificitds tobb
mint 90% volt. A jelenség a szondakészletre jellemzd, pozitiv sejtekre vonatkozé dsszetett definicidval
magyardzhatd, ugyanis egy sejt diagnosztikus szintli klasszifikdciéja szempontjabdl nem feltétleniil
jelent determindld tényez6t egy bizonyos csatorndban bekovetkezd detektdldsi tévedés. A szdmszerli
tévesztések mértéke ugyanakkor befolydsolhatja a diagnosztikus értelemben vett klasszifikaciét. Az
esetek tobbségében a centromerikus szondédk tévesztése mérsékelt volt, tehit a valds szigndl-szdmtdl
csak kis mértékben (1 jel) tért el. A jelenség tiikrében varhaté volt, hogy a tévesztés klasszifikdciora
gyakorolt hatdsa a poliszomia mértékével egyenes ardnyban csokkeni fog, mivel jelenlegi ismeretek
szerint nincs 1ényegi diagnosztikus kiilonbség pl. 5 vagy 6 jel kozott, ugyanis mindkettd tumorra utalé
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poliszémidt jelez. Az analitikai szenzitivitisban (97,6%) és specificitdsban (92,2%) tapasztalt
kiilonbségek alatamasztani latszanak ezt a feltevést: automatizalt vizsgélat klasszifikdcids pontossiga
csokkent a tisztdn negativ azaz diploid (kontroll-) sejtpopuldciok esetében, mig a pozitiv, erdsen
aneuploid (els6sorban poliszém) pozitiv sejtpopulacién magasabb volt. Ugyancsak ez a jelenség volt
az oka, hogy a pozitiv sejtekhez képest tobb mint kétszer annyi negativ sejtet kellett kizdrni a
vizsgélatb6l amiért egy vagy tobb CEP asszocidlt szigndlbdl nulla szignalt produkéltak (5,21% =+
1,78% vs. 12,07% *= 2,94%). Amikor a tényleges koriilményeket higitdsi sorok segitségével
modelleztiik az automatizdlt eredmények szoros linedris Osszefiiggést mutattak a vdrt értékekkel
(r"=0,98).

Erdekesség viszont, hogy a fent emlitett *zéré centromerikus szigndl® diszkvalifikdcis szabaly
miatt a negativ populdcidknak ugyan kismértékii, mégis kovetkezetes alulbecslését tapasztaltuk. Ez
elsésorban ismét a kordbban megtargyalt poliszémia fiiggd tévesztésnek volt betudhatd, azonban —
kisebb mértékben — a negativ sejteknél tapasztalt gyengébb jelerdsségnek is kovetkezménye lehetett.

Az eldzetes klinikai tanulmdnyaink szerint a diagnosztikus szenzitivitds ndtt a neoplazidk
kérszovettani besoroldsdnak (stddium, gradus) emelkedésével, mind a manuélis, mind az automatizalt
analizissel. A szoOvettannal torténd linedris Osszefiiggést mdar kordbban is leirtdk, azonban
eredményeink alapjdn ez a kapcsolat szorosabb volt az automatizilt analizis sordn, mely jelenség
valészintileg két okra vezethetd vissza.

Egyrészt mind a poliszomia mértékében, mind a poliszémids sejtek ardnydban tapasztalt
novekedéssel parhuzamosan csokkent a rendszer moderdlt tévesztéseinek klasszifikdciora gyakorolt
hatdsa; tovdbb erdsitve az automatizicié poliszomia dependens tévesztésének gondolatit. Ezek
alapjdn feltételezhetd, hogy olyan, minden 1épésre kiterjedd automatizaciot alkalmazni, mely sordn az
emberi tényezOket teljesen kizérjuk, 1ényegesen konnyebb lesz nagy hatékonysaggal kivitelezni
magas poliszomids eseteknél (magas gradus/stadium).

Misodrészt bizonyos esetekben a nem urotelidlis elemek negativ mintizata ndvelte az
dlnegativitast akar oly mértékig, hogy a minta pozitivitdsa végeredményben emiatt nem érte el a
kordbban megallapitott diagnosztikus hatarértéket. Ugyan utébbi tényezd hatdsa kevésbé volt szoros
kapcsolatban a kérszovettani besoroldssal, a jelenség mégis fontos a kiértékelés szempontjabol. Mivel
egy automatizdlt rendszer nyilvanvaléan csak j6l meghatdrozott alaktani jellemzdk alapjan képes
bizonyos vizsgéilati elemeket azonositani, konnyen beldthaté, hogy egy ilyen szubjektiv
dontéshozatali folyamatban mindenképpen korldtozottabb teljesitményt nyudjt, mint a humén
vizsgdlédds. Kordbbi vizsgdlatainkkal igazoltuk, hogy a fél-automatizilt, targyilagos
(immunofenotipizdldson alapuld) célsejt kivdlasztds noveli a konszekutiv manudlis FISH analizis
pontossdgét. A fentiek értelmében a mddszer 6tvozése az automatizalt jelfelismeréssel novelné utdbbi
analitikai és diagnosztikus pontossdgit. Tovabbd egy atfogéan és teljes mértékben automatizalt
kiértékelést tenne lehetdvé, minimalizdlva ezzel az emberi tényezot.

Osszességében elmondhaté, hogy a Urovysion szondakészlet kiértékelése a felhaszndld 4ltal
modulélhaté rendszer segitségével nagy hatékonysdggal automatizdlhat6. A diagnosztikus pontossig
altalanossdgban a manudlis eredménnyel Osszevethetd, azonban a sejtszintli fals klasszifikéci
poliszomia fiiggése miatt feltételezhetOen inkdbb a kevésbé differencidlt tumorokndl lesz megbizhat6;
a jelenség kikiiszobolése minden bizonnyal a jovOben is kihivast fog jelenteni.

Kordbbi eredményeink alapjdn valdszintsithetd, hogy a fél-automatizalt tdrgyilagos célsejt
meghatarozds alkalmazdsa ez esetben is ndvelné a diagnosztikus szenzitivitist. Egyéb tényezok is
novelhetik a diagnosztikus pontossdgot, vagy csokkenthetik az analizishez sziikséges id6t, azonban az
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ilyen jellegi valtoztatdsok &vatos mérlegelést igényelnek, ugyanis e két jellemzd (pontossag,

sebesség) az egyes modositasok sordn dltaldban egymdshoz képest ellentétes irdnyba valtozik.

Osszefoglalas

Munkéink sordn els6ként dolgoztunk ki olyan automatizalt képalkotd-sejtanalitikai modszert,

mellyel képesek voltunk a vizeletben taldlhaté uroepitelidlis sejtek egymdst kovetd feno- illetve

/////

alkalmaztunk. Munkank soran,

meghatdroztuk a fél-automatizdlt kromogén fenotipikus elOszelekcié részletes specifikdcidit,
mely alapul szolgilhat barmely hasonlé kromogén immunfestddésen alapulé automatizalt
szelekcids mddszer kidolgozasanal.

megallapitottuk, hogy a kombindlt médszer egyszeriisiti a vizeleten végzett FISH vizsgélatot,
tovabba targyilagossa teszi a kezdeti célsejt meghatdrozist, mely ily médon nem igényel kiemelt
citoldgiai ismereteket.

megallapitottuk tovdabba, hogy a kombindlt médszer emelkedett analitikai pontossdggal
jellemezhetd az 6nall6-genotipizalashoz (FISH) képest.

Osszehasonlit6 médon megallapitottuk a médszer diagnosztikus hatékonysagat, mely sordn az

onéll6-genotipizdlds €s a célzott-genotipizdlds 0sszehasonlitds mellett szintén parhuzamot vontunk az

elére meghatdrozott valamint a lokdlisan, statisztikailag szdmitott diagnosztikus hatarértékek

alkalmazdsa kozott; tovabbd rogzitettik a FISH pozitivitds ardnyat valamint vizsgdltuk annak

diagnosztikus jelentségét. Eredményeink alapjan,

megallapithatd, hogy a vizeleten végzett célzott-FISH vizsgalat emelkedett analitikai
hatékonysdga emelkedett diagnosztikai hatékonysdgban is megnyilvanul.

megallapithat6, hogy a célzott vizsgilat egyik legfébb eldnye, hogy nagyobb szenzitivitissal
detektalja a diagnosztikai nehézséget okozd korai, alacsony gradust és stddiumud tumorokat. A
jelenség az egész mintdra kiterjedo vizsgdldddsnak, valamint a magas analitikai specificitds altal
eredményezett alacsony diagnosztikus hatdrértéknek koszonhetd. A mddszer tovdbbi eldnyt

jelenthet hélyagtumoros betegek monitorizaldsanal.

megerdsitettiik azt a kordbbi feltevést, miszerint a FISH pozitiv sejtek ardnya Osszefiiggésbe
hozhaté a tumorok koérszovettani besoroldsaval (gradus, stiddium), azonban megallapitottuk,
hogy statisztikailag is szignifikdns eredményeket a célzott-genotipizdlds eredményezhet, mely
igy pontosabb képet adhat a valds tumortomegrdl; irodalmi adatok alapjdn utébbinak komoly
prediktiv jelentOsége lehet.

Elséként automatizaltunk iiritett vizeleten végzet FISH vizsgélat jelmintazat kiértékelését valddi

moduléris munkadllomds segitségével. Meghataroztuk a mddszer analitikai hatékonysdgat valamint

elséként részletesen kozoltik az automatizicibhoz sziikséges paramétereket. Utébbi alapjiul
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szolgdlhat mds, Osszetett szdmbeli kromoszoma eltérések észlelését megcélzé sokszondds FISH
vizsgélat automatizicidjahoz. Eredményeink alapjin tovabba

- Alatdmasztottuk azt a kordbbi feltevést, miszerint a kiillonb6zé csatorndkban tapasztalt
jelfelismerési hatékonysagok egymdstol szinte teljesen fiiggetlenek, tovabba hogy éppen ebbdl
kifoly6lag a komplex, sokszondés készletek automatizalt jelfelismerési hatékonysidga legaldbb
annyira fligg a pozitiv-sejt definicié Osszetettségétol, mint az egyes jelcsatorndkban tapasztalt
analitikai hatékonysagtol. Mivel a pozitiv sejt meghatdrozas dsszetettségét legfOképpen az adott
entitds genetikai instabilitdsa hatdrozza meg, megallapithaté, hogy a genetikailag instabil
tumorokat vizsgdlé sokszondds rendszerek automatizicidjandl kevésbé meghatirozé az egyéni,
szonddnkénti jelfelismerés, mint azokban az estekben ahol egy (esetleg kettd) szonda asszocialta
mintdzat onmagaban patognémikus.

- Megallapitottuk, hogy amennyiben az egyes csatorndkban tapasztalt jelszdm tévesztések
kismértékiiek, azaz a valés jelszamtdl csak korlatozott mértékben té€rnek el, a szambeli
kromoszoma eltérések észlelésére szolgdld szondakészletek automatizalt jelfelismeréssel torténd
klasszifikdcidjanak hatékonysdga a poliszomia mértékével aranyosan nd.
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