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Bevezetés

A kiilonb6z6 tumoros megbetegedésekre jellemzé a nagy térbeli heterogenitas. Ez
kiilondsen nehézzé teszi a megfeleld diagnozis és terapias eljaras meghatarozasat.
Akar egyetlen, a tumor tobbi részétdl eltérd sejt is befolyasolhatja a tumor reakciojat
az alkalmazott kezelésre. A tumor heterogenitas vizsgalatara napjainkban szamos
modszert fejlesztenek, mint példaul a térbeli transzkriptomika és térbeli proteomika,
azonban ezeket Osszetettségiik és koltségességiik miatt diagnosztikdra nem, csak
felfedez6 klinikopatologiai kutatdsokra hasznaljak. A digitalis patologia gyors
fejlodése nem csak szoveti szintli morfologiai felvételek készitését teszi lehetove,
hanem immunhisztokémiai jel6lések alkalmazasaval ezek a morfologiai jegyek egy
vagy két molekula expresszids szintjével is korrelaltathatoak. Napjainkban a
fluoreszcencias patologiai szkennerek megjelenése €s elterjedése zajlik, melyek
lehetové teszik tobb molekula egyszerre torténd, multiplex jeldlésen alapulod
vizsgalatat. Ez a technoldgiai hattér a rutin diagnosztikabol fejlédott ki, igy
kézenfekvd, hogy fontosnak tartott markerek nagy kiterjedésti mintakban - akar ritka
eseményként - valo megjelenésének vizsgalatara alkalmazzuk.

A 3DHistech Kft. Pannoramic Confocal késziiléke az els6 olyan digitalis patologiai
szkenner, amely a hagyomanyos transzmisszios és fluoreszcencias képalkotdson
tulmenden konfokalitast is biztosit, igy vastagabb metszetek térbeli vizsgalatara is
hasznalhatd. Ezt a szkennert a konfokalitas, stabilitis, pontossag, linearitis és az
érzékenység szempontjabol vizsgaltuk. Mivel bizonyos molekuldk kozotti
kolcsonhatas gyakran érzékenyebb mutatdja lehet egy adott sejt allapotanak, mint
ezen molekulak kifejezddési szintje, azt is meg kivantuk vizsgalni, hogy a Pannoramic
Confocal alkalmassa tehet6-e szdvettani metszeteken molekularis interakciok

mérésére Forster rezonancia energiatranszfer (FRET) mérésén keresztiil.

A digitalis patolégia
A digitalis patologia a szoveti biomarkerek kutatdsan tal a rutin diagnosztikéban is
egyre inkabb el6térbe kerill. Ezt a gyorsabba valo teljes targylemez szkennerek,

valamint a tarhely és a szamitasi teljesitmény csokkend ara teszi lehetdvé. A legtobb
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rutin diagnosztikai teriileten jelenleg hagyomanyos transzmisszios modszereket
alkalmaznak. A fluoreszcencias képalkotas, kiilonosen a konfokalis képalkotas, az
automatizalt teljes targylemez szkennelés feltdrekvo teriilete. Még a European Society
of Digital and Integrative Pathology 2021-es kiadasaban, a digitalis patologiara
vonatkozo legjobb gyakorlatra vonatkoz6 ajanlasban is csak a fluoreszcencias
modszerek neve keriil emlitésre, de nem targyaljak azokat. A konfokalis modszerek
bevezetése az automatikus targylemez szkennerekbe javithatja azok képmindségét és
jelentdsen megnovelheti a z iranyu feloldast, ami lehet6vé teszi olyan technikak
alkalmazasat, amelyek korabban teljes targylemez szkennerekkel nem voltak
megvalosithatoak. A digitalis patologia és a teljes targylemez szkennelés egy
folyamatosan fejlod6 teriilet, ahol az 10j miszerek ¢és azok folyamatos

mindségellendrzése elengedhetetlen a magas szinvonal biztositasahoz.

A Pannoramic Confocal képalkotasa

A Pannoramic Confocal egy, a 3D Histech Kft. (Budapest) altal fejlesztett és gyartott,
konfokalis képalkotasra képes fluoreszcencids targylemez szkenner. A késziilék
konfokalis képalkotasat az Aurox cc88 apertira korrelacios konfokalis rendszer
biztositja. Ennek kozponti eleme egy forgd optikai lemez, amely racsmintazatban
atereszt0 €s visszaverd teriileteket hordoz. Erre vetiil a multispektralis Lumencor LED
fényforras fénye egy motorizalt valtoban elhelyezkedd optikai sziir6rendszeren
keresztiil.

A gerjesztd fény a racsmintazat transzparens elemein athaladva az objektiven
keresztiil eljut a mintara. Ezt kovetden az emittalt fény az objektiven keresztiil ismét
a forgd lemezre jut, ahol a fény egy része tovabb halad, egy masik része pedig
visszaverddik. Az optikai rendszer ugy van kialakitva, hogy mindkét frakcio
ugyanannak az sCMOS kamera szenzornak a két felén képzdédjon le. A
rdcsmintazaton atjutd, mintara fokuszalt fény altal a racshoz konjugalt fékuszsikban
gerjesztett fluoreszcencia a transzparens racspontokon at a szenzor egyik felére jut.
Mivel az atereszt6 rész a lemez felét teszi ki, a fokuszsikon kiviilr6l szarmazé fotonok

véletlenszeri fele a racson at ugyanerre a fél szenzorra jut, mig a masik fele a lemez



tiikr6z6 részeirdl visszaverddve masik optikai uton a szenzor masik felére képzodik
le. Emiatt, az ateresztett és a visszavert képbol — Gsszegként, ill. kiilonbségként —
kiszamolhato a teljes latomezds (,,widefield”) és a konfokalis kép. A kijeldlt teriiletrol
a mikroszkép szekvencialisan, néhany pixel atfedéssel felvételeket készit. A
felvételekbdl egy képosszefiizé algoritmus 1étrehozza a digitalis targylemezt, amely
szamitogépes hattértarbol barmikor el6hivhato, és megfeleld progam segitségével ugy

vizsgalhatd, mintha a mikroszkoppal navigalnank a metszetben.

Pontkiterjedési fiiggvény és dekonvolicio

Amikor egy mintat optikai mikroszkoppal vizsgalunk, a kép, ami kialakul, nem a
minta tokéletes leképezddése. A pontszerli fényforrasrdl alkotott kép térbeli
szétteriilését a pontkiterjedési fliggvény (PSF) irja le; a kép a targy és a PSF
konvolucigja. Emiatt a PSF torzitd hatasat egyszeri linearis képfeldolgozasi
modszerekkel nem kiiszobolhetjiik ki, csak dekonvolicioval, melyre szamos

matematikai modszer all rendelkezésre.

Molekularis kolcsonhatasok glioblasztoma daganatokban

Mivel a glioblasztoma multiforme (GBM) mind a kemo-, mind a sugarterapiaval
szemben rendkiviil ellenalld, szamos kutatés iranyul a rezisztencia mechanizmusainak
feltarasara. Tobbek kozott megallapitottak, hogy bizonyos sejtadhézios molekulak és
receptor-tirozinkindzok  kozotti  kolcsonhatds  hozzajarulhat a  kemo- és
sugarrezisztencia kialakuldsdhoz. Az egyik ilyen specifikus kdlcsonhatas az EGFR és
az integrinek kozott 1ép fel. Az integrinek (pl. az a5P1 heterodimer) kiilonb6z6
fehérjékbol allo multimer klasztereket alkotnak a fokalis adhézios komplexekben,
amelyek az apoptdzist megakadalyozo jelatvitelt képesek létrehozni. Az EGFR is
képes elinditani. Ezen feliil az EGFR és a 1 integrin kozotti kolesonhatas fokozza a
tumorsejtek levalasat a tumorrdl, azok motilitdsat és attétképz6 képességét.
Munkacsoportunk egy korabbi kdzleményében kimutatta, hogy az EGFR fokozza a

B1 integrin expresszidjat, valamint azt, hogy a Bl integrin és EGFR magasabb



expressziojanak hatasara csokken az EGFR homoasszociacio, és novekszik az EGFR-
Bl integrin heteroasszociacid, és ez a jelenség hozzajarul a GBM
gradusu asztrocitomakon fokozodik, ezért prognosztikai paraméterként hasznalhato,
mely megbizhatobb, mint az interakcioban résztvevé molekulak expresszios szintje.
Mivel hasonlé prediktiv kdlcsonhatdsok szamos koérfolyamatban jelen vannak, a
molekularis kolcsonhatasok feltehetden egyre nagyobb szerephez juthatnak a

patodiagnosztikaban.

Forster rezonancia energiatranszfer (FRET)

A molekuldk kozotti interakciok meghatarozasara és Osszehasonlitasara a FRET
népszeri eszkdz. Erre az 1-10 nm-es tartomanyban erds tavolsagfiiggése teszi
alkalmassa még olyan optikai eszkdzokben is, amelyek egyébként a diffrakcio miatt

kisebb felbontoképességre korlatozodnak.

A FRET fizikdja

A FRET egy litkozésmentes, erOsen tavolsagfliggd fotofizikai folyamat. FRET soran
egy gerjesztett fluoreszcens molekula (donor) energidt ad at egy megfeleld
akceptornak, amely gyakran szintén fluoreszcens tulajdonsagi. Az energiaatadas
nagy tavolsagl dipol-dipol csatolasi mechanizmuson keresztiil nem radiativ moédon
(foton keletkezése nélkiil) torténik. A FRET létrejottéhez a donor és akceptor
emisszios spektrumanak atfedésben kell lennie az akceptor abszorpcios spektrumaval.
Mivel a FRET-hatékonysag (E) a tavolsag negativ hatodik hatvanyatol fiigg,
,,Spektroszkdopiai mérészalagnak™ tekinthetjiik a molekuléris dimenziéban. A FRET
csak a kozeli mez6ben fordul eld, amely az 1-10 nm-es tartomanyba esik. Ha a donor
¢és az akceptor kozotti tavolsag kisebb, mint 1 nm, akkor kozottiik az energiadtadas
nagy valosziniiséggel litkbzésen keresztiil torténik, ha pedig a tivolsag eléri a ~10 nm-

t, akkor az E 2% ala csOkken €és a donor altal kibocsatott fotonemisszié domin4l.

Mikroszkopos FRET mérési modszerek



A FRET mikroszkopidban torténd mérésére szamos modszer létezik, az egyedi
molekula mérésektdl a tobb molekula atlagos tavolsagat leird megkozelitésekig. Ezek
koziil tobb nem igényel draga miiszereket, és/vagy nem roncsolja a mintat, ilyenek az
intenzitas aranyokon alapuldé modszerek, amelyeket a fluoreszcens fehérje alapt,
ismert donor/akceptor sztochiometridval rendelkezd bioszenzorok egyre boviild
teriiletén lehet a legjobban alkalmazni, valamint az olyan kvantitativ mérési modok,
amelyek a donor/akceptor sztochiometriatol fliggetlen, kalibralt FRET-hatékonysagot
eredményeznek. A spektralis atvilagitasra korrigalt (3 szlirds) FRET modszer egy
koltséghatékony €s sokoldalu megkozelités, amely az aramlasi citometridban és a
hagyomanyos fluoreszcencias mikroszkopiaban is alkalmazhato. A szintén népszer
akceptor fotoelhalvanyitasos technikaval ellentétben ez az eljaras time-lapse és 3D

képelemzéssel egyiitt is alkalmazhato.

A FRET mérési modszerek korlatai

A FRET mérés minden médszerének f6 korlatja a jel-zaj aranyban (SNR, signal to
noise ratio) keresendd. Az 6sszes mért fluoreszcencia-intenzitas zaja tovabb terjed az
abbdl szamitott FRET-hatékonysag zajaba. Feltételezve a detektalt fotonok Poisson-
eloszlasat A varhato értékkel, az SNR értéke VA, igy az alacsonyabb intenzitasok
varhatoan nagyobb mértékben novelik a meghatarozott FRET hatasfok
bizonytalansagat. Az alacsony SNR-rel rendelkezé mintakat a fluoreszcens festékek
kvantumhatékonysaganak  és  fotostabilitdsanak  javitdsaval,  hatékonyabb
detektalassal, a FRET festékparok optimalizalasaval, valamint tovabbfejlesztett
matematikai és statisztikai megkozelitésekkel lehet FRET-analizisre alkalmassa tenni.
A spektralis atvilagitasra korrigalt FRET modszer alkalmazasaval altalaban akkor
lehet biztonsaggal kovetkeztetni a meglévé molekularis kélcsonhatasokra, ha ~5%-0s

vagy annal nagyobb FRET-hatékonysagot latunk.

FRET mérés és az autofluoreszcencia

Az elérhetd SNR-t a sejtek autofluoreszcencidja is korlatozza. Mivel a sejtek

autofluoreszcenciaja jellemzéen kevésbé erds a lathatd fény vords tartomanyaban,



ezért lehet6leg ebbe a tartomanyba esé donor-akceptor festékparokat érdemes
hasznalnunk. Az autofluoreszcencia torzitd hatasanak csékkentésére felhasznalhato,
hogy annak spektruma viszonylag stabil, igy bevilagitisa a FRET mérés optikai
csatornaiba egy fiiggetlen referenciacsatorna értéke alapjan becsiilhetd. Ezt a modszer
munkacsoportunk korabban sikerrel vezette be aramlasi citometrias FRET mérésekre.
Leavesley és munkacsoportja tovabbfejlesztette a megkozelitést a spektralis unmixing
bevezetésével, és kimutatta, hogy a moddszer alkalmazhatdé a kompartmentalis
jelatviteli mechanizmusok vizsgélatira. Egy masik, innovativ megkozelitésben
kvantumdot-okat kombinaltak fluoreszcens fehérjékkel a FRET méréshez, mikdzben
a nativ fluoreszcenciat idékapuzas alkalmazasaval kizartak. Ez utobbi  két
megkozelités  kivitelezése azonban komoly technikai hatteret, specialis

mikroszkopokat igényel.



Célkitiizések

Irodalmi adatok azt mutatjak, hogy szamos patologias folyamatban, beleértve a
tumoros elvaltozasokat, nem csak a jelatviteli folyamatokban résztvevé molekuldk
mennyisége, de az azok kozott mérheté molekularis interakciok mértéke is fontos
diagnosztikai, ill. prognosztikus/prediktiv marker lehet.

A szignalizacids partnerek kozotti interakcid vizsgdlatara kézenfekvé modszer a
FRET mérés, aminek pontossdga javithatdé a jelolési és mérési protokollok
optimalizalasaval, valamint a megfeleld autofluoreszcencia korrekci6 elvégzésével.
A FRET mérés diagnosztikai elterjedésének komoly gatjat képezi, hogy bizonyos
mérési eljarasok specialis miiszereket igényelnek és jellemzden lassu a képalkotasuk.
Ennek megoldasa lehet, ha a napjainkban robbanasszeriien fejlédo digitalis patologia
eszkoztarat felhasznalva, egy automata, konfokalis teljes targylemez szkennerre

implementaljuk a megfeleld6 FRET mérési eljarast.

Ezek alapjan az alabbi célokat tliztiik ki:

1. A Pannoramic Confocal patologiai szkenner képalkotasanak, kvantitativ
mérésekre vald alkalmassaganak vizsgalata.

2. Hatékony autofluoreszcencia korrekcios eljaras kidolgozasa az intenzitas
alapu, spektralisan korrigalt FRET mérésekhez, mely digitalis targylemez
szkennerben is alkalmazhato.

3. A digitalis patologiaban megvaldsitott autofluoreszcencia korrigalt FRET
mérés hagyomanyos konfokalis mikroszkdpos méréssel torténd
Osszehasonlitasa.



Anyagok és médszerek
Kontaktlencsén novesztett tobbsejtrétegii 3D modell

A sejteket hordozo kontaktlencséket felszallo aceton sorban fixaltuk, majd PBS-sel
mostuk. A mintat 2% BSA-t és 0,1% Triton X-100-at tartalmaz6é PBS-sel 1 6ran
keresztiil permeabilizaltuk és blokkoltuk, majd 90 percen keresztiil inkubaltuk a
kovetkez6é primer antitestekkel: Alexa Fluor 647 anti-citokeratin 19; tengerimalac
anti- citokeratin 3 és Cy3 konjugélt egér anti-vimentin. Hiromszori PBS/Triton X-
100-zal torténé mosas utan a mintakat Alexa Fluor 488 konjugalt anti-tengerimalac
antitesttel jeloltiik 1 oran keresztiil, majd Gjra haromszor mostuk. A sejtmagokat
DAPI-val jeloltik. Végiil a mintdkat 1%-0s formaldehiddel PBS-ben 10 percig
fixaltuk, leoblitettiik és Mowiol antifade segitségével a kontaktlencsét fedd- és

targylemez koz¢é rogzitettiik.

Immunfluoreszcencias jelolés FRET méréshez

Az A172 glioblasztoma és SK-BR-3 emlérak sejteket 10 % FBS-sel kiegészitett
DMEM-ben, 37 °C-on, 5 % CO, mellett, parasitott inkubatorban 2 napon at iiveg
fed6lemezeken tenyésztettilk. A fed6lemezeket jégen 4 mM glitkozzal kiegészitett
HEPES pufferrel mostuk, 15 percig fixaltuk 1 %-os formaldehiddel, majd haromszor
mostuk. Minden ezt kdvetd 1épést szobahdmérsékleten végeztiink. A direkt jeloléshez
a sejteket donor és akceptor jeldlt antitestekkel jeloltik, mindkettot telitd
végkoncentracioban alkalmaztuk, 2% BSA-t tartalmazé HEPES pufferben 30 percig,
a kovetkezé kombinaciokkal: ab528-Alexa Fluor 546 + BIIG2-Alexa Fluor 647;
ab528-Alexa Fluor 647 + BIIG2-Alexa Fluor 546; ab528-Alexa Fluor 546 + TS2-
Alexa Fluor 647; ab528-Alexa Fluor 647 + TS2-Alexa Fluor 546. Az intramolekularis
FRET mérések pozitiv kontrolljaihoz az ab528-Alexa Fluor 546, BIIG2-Alexa Fluor
546 és TS2-Alexa Fluor 546 primer antitesteket ugyanigy hasznaltuk. A sejteket ismét
haromszor mostuk, ezt egy hasonlo jelolési ciklus kovette a primer ellenanyaghoz
megfeleld Alexa Fluor 647 konjugalt masodlagos ellenanyaggal. Az utols6 mosast

fixalas, majd Mowiollal Superfrost targylemezekre torténd rogzités kovette.



A fagyasztva metszett N87 tumorokat és livegfeliiletre novesztett SK-BR-3 sejteket
intramolekularis FRET méréséhez a fenti direkt jelolési protokolban leirtak szerint
készitettilk a kovetkez6, HER2 ellenes monoklonalis antitest kombinaciokkal:
trastuzumab-Alexa Fluor 546 + pertuzumab-Alexa Fluor 647; pertuzumab-Alexa
Fluor 546 + trastuzumab-Alexa Fluor 647.

Lézerpasztaz6 konfokalis mikroszképia

Minden konfokalis mikroszkdpos mérésiinket egy LSM 880 1ézer pasztazo konfokalis
mikroszkoppal, (Carl Zeiss GmbH) végeztik. A haszndlt objektiv egy 40x C-

Apochromat vizimmerziés (NA=1,2) volt.

FRET mérések

A FRET mérésekhez a mikroszkopot sorpasztazé lizemmoddban hasznaltuk, és az
Osszes fluoreszcens emisszids csatorndt a miiszer 32 csatornas GaAsP detektoraval
egyidejilleg detektaltuk. A konfokalis apertira 1 Airy egység volt, a pixelméretet
pedig 100 nm-re allitottuk. Az autofluoreszcencia csatornaban a gerjesztés 488 nm, a
detektalasi tartomany pedig 499-535 nm volt. A donor és a transzfer csatornat
egyidejlileg 543 nm-es 1ézerfénnyel gerjesztettiik és 553-615 nm, illetve 651-695 nm
kozott detektaltuk. Az akceptor csatornat 633 nm-en gerjesztettiik és a 651-695 nm-

es tartomanyban detektaltuk.

Aramlasi citometria

Az 4ramlési citometrids fluoreszcencia- és FRET méréseket NovoCyte RYB (Acea
Biosciences / Agilent) citométerrel végeztiik. Az autofluoreszcencia méréséhez a
miiszer elére meghatdrozott FITC-H csatorndjat hasznaltuk (488 nm gerjesztés és
515-545 nm detektalas); a donor csatorna a PE-H volt (561 nm gerjesztés és 576-596
nm detektalas); a transzfer csatorna PE-Cy5 mPlum-H (561 nm gerjesztés és 650-670
nm detektalas); és az akceptor csatorna APC-H (640 nm gerjesztés és 650-670 nm
detektalas). A kiértékelés, kapuzas és a korrekcios faktorok meghatarozasa az FCS

Express (De Novo Software) v7 programmal tortént.
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Pannoramic Confocal

A targyasztal stabilitasanak és relokalizdcios pontossaganak mérése

Az 500 nm atmérdji TetraSpeck gydngyoket a Pannoramic Confocal widefield
képalkotasi modjaban vettiik fel. A stabilitas vizsgalatdhoz 120 percen keresztiil
percenként képeket vettiink fel ugyanarrol a 1atotérrél. A relokalizécios pontossag
méréséhez 10-10 képet készitettink Ugy, hogy minden kép rdgzitése utan
elmozditottuk a targyasztalt egy latotérnyit, majd visszaléptettiik a helyére. Ezt a
miiveletsort mindkét transzlacios tengely mentén mindkét iranyban elvégeztiik.

Minden esetben 15 gydngy mozgasat kovettiik a TrackMate Fiji plugin segitségével.

A megvilagitas homogenitasanak mérése
A megyvilagitas homogenitasat kék fluoreszcens referencia targylemezeken mértiik
(Ted Pella). Minden csatorndhoz 20 képet rogzitettiink, és a zaj csokkentése

érdekében atlagoltuk azokat.

Mérési linearitdas meghatarozdsa

A miszer intenzitisvalaszanak linearitdsat InSpeck green linearitas kalibracios
gyongyokkel (ThermoFisher) mértiik. A gydongyodket 15 fokuszsikban, egymastol 1,2
pm nagysagu lépéskdzzel mértiik, atlagolt intenzitasu Z projekciot végeztiink, és az
atlagos hattér kivonasa utan az egyes gyongyok intenzitasat megmértiik, majd ezeket

atlagoltuk.

Szenzitivitds meghatdrozdsa

A miiszer érzékenységét QIFIKIT kalibraciés gyongyokkel hataroztuk meg. A
QIFIKIT 5 gydngypopulaciot tartalmazott, amelyek feliiletére kiilonboz6, ismert
szamu egér 1gG antitestet konjugaltak. A gydngyoket szortercsében  telitd
jeloltink, 300 g-n mostuk, majd egy éjszakan keresztiil targylemez felilletére

szaritottuk és Mowiollal fedtiik. A mintarol készilt felvételeken a hattér kivonasa utan
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widefield médban 1190 gyongy, konfokalis modban 3196 gyongy intenzitasat
hataroztuk meg.

A pontkiterjedési fiiggvény meghatdarozasa és dekonvolicio

A Pannoramic Confocal konfokalis pontkiterjedési fiiggvényét (PSF, point spread
function) PS Speck gyokkel hataroztuk meg. A mikroszkép minden csatorndjaban 20x
és 40x objektivvel is 100 szeletet készitettiink 200 nm-es Z-1épéskoézzel. A PSF
szimmetriaeloszlasi térképét és az elméleti PSF méreteit a PSFj Fiji plugin
segitségével allitottuk eld. A mért képekbdl az empirikus PSF létrehozasahoz a
Huygens szoftvert (SVI, NL) hasznaltuk. A dekonvoluciét a Huygens Classic
Maximum Likelihood Estimation (CMLE) algoritmussal végeztiik, maximum 50

iteraciora korlatozva azt.

Képelemzés

A képelemzés a Fiji program segitségével tortént. A korabban a laboratoriumunkban
a hagyomanyos intenzitas alapu, spektralisan korrigalt FRET mérés kiszamitasara
l1étrehozott plugin-t atirtuk, hogy pixelenkénti autofluoreszcencia-korrekciora is
alkalmas legyen, valamint, hogy nagyobb képhalmazok teljesen automatikus
feldolgozasat tegye lehetévé, tovabba, hogy kompatibilis legyen az ImageJ 2.0-val.

Az 1ij plugin a Fiji-n beliil a FRET Imaging frissitési oldalan keresztiil érhetd el.
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Eredmények

A Pannoramic Confocal automata patologiai szkenner tesztelése

A Pannoramic Confocal egy automata konfokalis patoldgiai szkenner, amely
potencialisan alkalmas lehet molekularis interakcidk gyors és automatizalt
vizsgalatara. Ennek feltétele, hogy képalkotas sordn térben stabilan tartsa a mintat,
intenzitasvalasza linearis legyen és elég érzékenyen detektaljon alacsony expresszios

szinti fehérjéket is

A targyasztal stabilitdsa és relokalizacios pontossaga

A megfeleld0 mindségli digitalis targylemezek Iétrehozasahoz elengedhetetlen
elofeltétel a nagy stabilitasti €s precizitdsu motorizalt targyasztal. A targyasztal
stabilitasanak vizsgalatahoz fluoreszcens gyongyokr6l percenként felvételeket
készitettiink két oran keresztiil. Csak az elsé tiz percben tapasztaltunk enyhe mozgast
az X és Y tengely mentén; az elmozdulas nagysaga nem érte el egy pixel méretét
(<325 nm). A mozgis megsz(inésének magyarazata lehet a bedlld a termalis
egyensuly.

A mikroszkop relokalizacidés pontossdganak meghatarozasahoz tizszer oda-vissza
mozditottuk egy-egy latotérrel a mintat, €s minden ciklus végén felvételt készitettiink.
A mérést a stk mind a 4 kitlintetett iranyaban elvégeztik. A relokalizacid
pontatlansaga minden esetben kisebb volt egy pixel nagysaganal, a hiba nagysaga
mindig az elmozdulas tengelyén volt nagyobb.

Meéréseink alapjan a Pannoramic Confocal mintakezelése mind id6ben, mind térben

elég stabil a j6 mindségl digitalis targylemezek felvételéhez.
A megyvilagitias homogenitisa
Kvantitativ mérések végzéséhez, valamint a digitalis targylemez létrehozasakor

torténd képosszefliizés jo mikodéséhez kelléen homogén intenzitds eloszlast

megvilagitd fény sziikséges. A Pannoramic Confocal megvilagitasi fényerdsség
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eloszlasat fluoreszcens targylemezeken widefield modban mind a 20x, mind a 40x
objektivekkel megvizsgaltuk a hasznalt négy fluoreszcencia csatornaban. A
megvilagitas kozéppontja nem esik egybe a rogzitett kép kdzéppontjaval, aminek oka
a mikroszkop specialis optikai rendszerében keresendd. A megvilagitas homogenitasa
mindkét objektiv esetében egyenetlennek tekinthetd, valamint enyhe hulldmhossz
fiiggést mutat. Ezek alapjan levonhato a kovetkeztetés, hogy a megfeleld miikodéshez
korrekcids eljards hasznalata sziikséges. Az altalunk bevezetett korrekciés modszer
alkalmazasakor egy homogén fluoreszcens mintardl csatornanként, szlir6készlethez
¢és objektivhez rendelten felvett képekkel végezziik az intenzitas korrekcidét minden
nyers képen. Ez a modszer alkalmas kisebb teriiletrdl és térben valtozatos mintakrol
késziilt felvételek megfeleld korrekcidjara, valamint kvantitativ mérések esetén is

megbizhat6 eredményeket ad.

Linearitas és szenzitivitas

Ahhoz, hogy egy mikroszképpal kvantitativ méréseket végezhessiink, az adott
képpontban mért intenzitasnak egyenes aranyban kell allnia az ott keletkezd fotonok
szamaval. Ez a feltétel kiilonosen fontos, ha a mért intenzitasok aranyat vizsgaljuk,
tipikusan ilyennek tekinthetdek példaul az intenzitas alapti FRET mérések. Ahhoz,
hogy ezeket a méréseket biologiailag relevans mintakon is elvégezhessiik, a
mikroszkopnak alacsony expresszios szintek mellett is kellden érzékenynek kell
lennie. A mikroszkop intenzitasvalaszanak linearitasat InSpeck green fluoreszcencia
linearitds kalibracios gyongyok segitségével hataroztuk meg. A miiszer
intenzitasvalasza linearis volt widefield és konfokalis modban is, az illesztés josagat
mutatd R? paraméter 0,9996 a widefield, és 0,9997 a konfokalis képalkotasi modban.
A mikroszkop szenzitivitasinak meghatarozasahoz QIFIKIT gyongydket hasznaltunk
teljes latoteres és konfokalis mddban. A gyongyok 5 kiilonbozé intenzitdsu
alpopulaciobol allnak, a mikroszkép mind az 5 alpopulaciot képes volt kimutatni
mindkét képalkotasi modban. A QIFIKIT gyongyok atlagos atmérdje 10 um,
hasonléan egy atlagos sejthez, igy feltételezhetjiik, hogy a QIFIKIT-en kimutathato
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2000 epitdp / gyongy fluoreszcensen jelolt sejtek esetében is hasonld nagysagrendii

epitop-stiriiségnek felel meg.

Mérések nagy teriiletil és vastagsagii mintakon

A Pannoramic Confocal 3D-s képalkotasi képességeit egy kontaktlencse feliiletén
ndvesztett, tobb sejtrétegbdl felépiild, limbalis dssejthiany transzplantacios kezelésére
szolgald mintan teszteltilk. A minta mezenchimalis jellegii, vimentin pozitiv ,,taplald”
sejtrétegbbl, valamint citokeratin 19 és citokeratin 3 pozitiv, eltéré iranyba
differencialodo epitelialis sejtekbdl all. Ezt a harom differenciacios markert
immunofluoreszcencidsan jeldltiik, tovabba a magi DNS-t DAPI jeloléssel tettiik
lathatova. A negyed kontaktlencsér6l konfokalis modban felvételt készitettiink a
Pannoramic Confocallal a minta teljes vastagsagaban, ami ebben az esetben 50 pm
volt, a kontaktlencse beagyazas utan is megmarado gorbiilete miatt. A minta egy Kis
teriiletér6l LSM 880 mikroszkoppal is felvételeket készitettink. A felvételeken
megvizsgaltuk a sejtmentes és magas intenzitasu sejtes teriileteken mérhetd
intenzitasokat. Ezek alapjan a Pannoramic Confocal két csatornaban jobb, masik két
csatornaban pedig azonos kontrasztot mutat mint az LSM 880 mikroszkop.
Egyértelmii elénye a Pannoramic Confocalnak, hogy az LSM 880 10 us-0s voxel

idejével szemben hasonl6 képmindséget 1 ps-os voxel id6vel tudtunk elérni.

Konfokalis teljesitmény és dekonvoliicio

A Pannoramic Confocal mért PSF értékei minden iranyban jelentdsen nagyobbak a
konfokalis leképezés elméleti értékeinél, valamint a szimmetria is jelentdsen elmarad
az optimalis 1-es értékt6l. Emiatt elméleti PSF modellel nem lehetséges a
dekonvoluciés algoritmusok futtatdisa a Pannoramic Confocallal készitett
felvételeken. Bar a PSF nem szimmetrikus, annak térbeli eloszlasa homogénnek
tekinthetd, ami megteremti annak a lehetdségét, hogy csatornanként egy-egy
empirikusan meghatarozott rendszer-PSF-et felhasznalva elvégezheté legyen a
dekonvolucio. A feloldas hataranal kisebb gyongyokboél a Huygens programmal

illesztett empirikus PSF fiiggvény méréseink szerint alkalmasnak bizonyult a
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dekonvolucidhoz, felsziniikkon szinezett kalibraciés gyongyok esetén mindharom
dimenzidban egy pixelen beliil helyezkedett el a fluoreszcencia forrasa. Erre alapozva
az automatikus, mérés kozbeni dekonvolicié — a mikroszkop gyartdjaval koézos

fejlesztés eredményeként — elérheté a mérészoftver részeként.

Pixelenkénti autofluoreszcencia korrigdalt FRET

A spektralis atvilagitasra korrigalt kvantitativ (3 szlir6s) FRET moddszer egy
koltséghatékony és sokoldalu mérési eljaras, ami alkalmazhat6 dramlasi citometridban
és a fluoreszcencia mikroszképia kiilonbdzé modozataiban, de pontossagat
csokkentheti a minta autofluoreszcencidja. Ennek kikiiszobolésére implementaltuk és

teszteltlik a pixelenkénti autofluoreszcencia korrekciot.

Pixelenkénti autofluoreszcencia korrekciés algoritmus

A pixelenként korrigadlt FRET hatasfok kiszamitdsdhoz négy fluoreszcencias
csatornara van sziikségiink: Az lo, amiben az autofluoreszcencia intenzitasat mérjiik.
Az 11 a donor csatorna. Az I, a transzfer csatorna, amelyben a donor festéknek
megfeleld gerjesztés mellett detektaljuk az akceptor emisszidjat. Az I3 az akceptor
csatorna.

A FRET hatasfok a donor és akceptor antitesttel jelolt mintdn mért intenzitasokbdl az
alabbi egyenlet szerint szamolhato:

A
o a'(epsR—1)'[8210544'31!256"'11(52—3256)—B]_IUSZ —1254]+A

Ahol
A =58,{B,Iy + IS, + 155, — Sy (B3l + I, S3) + B11y(S,S3 — S1) + (Bsly — 13)8,S, +
(B3ly — B1I5)(S,55 — 5,S¢) + I;[B1S5 — B35455 + B35¢ + 55(S4 — B1S¢) — 1] —

B, [14S384 + I5(Sg — 54S5) + I (S5 — S356)1}
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Az epsR a donor és akceptor festékek egymas gerjesztési hullamhosszan mért molaris
abszorpcids egylitthatdjanak szorzata, osztva a sajat gerjesztési hullamhosszukon mért
molaris abszorpcios egyiitthatokkal.

Az Sy, S3 és S5 donor festékre jellemz6 atvilagitasi faktorok a csak donor festéket, mig
az Sz, Ss4 és Se akceptorra jellemzo atvilagitasi faktorokat a csak akceptor festéket
tartalmazd mintan hatarozzuk meg. A Bi, Bz és Bs értékek az autofluoreszcencia
atvilagitasat mérik, ezeket jeldletlen sejtes mintdkon hatarozzuk meg

Az o paraméter korrigalja az akceptor és donor kvantumhatékonysaganak, illetve azok
detektalasi hatékonysaganak eltérését. Meghatarozasahoz egy csak donor és egy csak
akceptor festéket tartalmazo minta sziikséges.

Mivel a hagyomanyos mérési mod esetén ezeket a faktorokat jelolt sejtes mintakon
hatarozzak meg, a sejtek autofluoreszcenciajanak ismeretlen aranya hozzajarulasa a
jelhez véletlen hibat eredményez. Ennek elkeriilésére sejtmentes, hosszutavon
eltarthato kalibracios standard lemezeket fejlesztettiink a méréshez, melyek egyben a
Pannoramic Confocal megvilagitisi homogenitas korrekcidjahoz is hasznalhatoak.
Ha nem t6rténik autofluoreszcencia korrekcio, akkor minden csatornabdl csak a
miszer hatterét vonjuk ki (nem autofluoreszcencia korrigalt kiértékelés). Lehetdség
van tovabba arra, hogy jeldletlen mintdkon meghatarozzuk az atlagos
autofluoreszcencia intenzitast az Iy, I2 és I3 csatornakban, majd ezeket az értékeket
mindhdrom csatornabdl  konstansként levonjuk; ezt a moddszert atlagos

autofluoreszcencia korrekcionak nevezziik.

Autofluoreszcencia korrekeié jeloletlen mintikon

Annak eldontésére, hogy mennyire hatékony a pixelenkénti autofluoreszcencia
korrekcié az atlag autofluoreszcencia korrekcidhoz viszonyitva, a két modszert
eloszor jeloletlen A172 és SK-BR-3 sejteken teszteltiik. A korrekcios modszerek
hatékonysagat mind a hdrom, spektralisan korrigalt, intenzitas alapti FRET méréshez
hasznalt csatornaban elvégeztiik. Jeldletlen mintaknal azt varjuk, hogy tokéletes

autofluoreszcencia korrekcio esetén az eredményként kapott képek atlag intenzitasa 0
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értéket vesz fel, a pixelenkénti szdéras pedig alacsony. A sejtenként integralt
autofluoreszcencia intenzitdsok mindkét modszerrel kozel keriiltek a 0 értékhez a
harom vizsgalt fluoreszcencia csatornaban (donor, transzfer, akceptor), vagyis
atlagokat vizsgalva mindkét modszer eltavolitja a cellularis hattér fluoreszcenciat.
Atlag autofluoreszcencia korrekcio esetén azonban az atlagok nagyobb tartomanyban
szorodnak a 0 érték koriil, hiszen a térben ingadozo értékeket egy atlagos konstanssal
korrigaljuk. Ezt aldtdmasztandé meghataroztuk a pixelenkénti és az atlagos
autofluoreszcencia korrekcioval kapott képek szorasainak aranyat, melynek alapjan
A172 esetében a pixelenkénti korrekcid 50-60% -kal csokkenti a szorést, mig SK-BR-
3 sejtek esetében ez az érték 20-40%. Ezek alapjan kijelenthetd, hogy a pixelenkénti
korrekcié az elvartnak megfeleléen nullara csokkenti az atlag autofluoreszcencia
intenzitast, és nagymértékben csokkenti a sejtenkénti és a pixelenkénti szorast.
Természetesen a detektalas Poisson zaja tovabbra is terheli az egyes pixelekben mért
értékeket, igy teljesen egyenletes korrigalt intenzitast nem varhatunk. Ezzel egyiitt
varhatdan a szarmaztatott paraméterek, mint pl. a FRET hatasfok meghatarozasa

pontosabba valik pixelenkénti korrekcioval.

FRET mérések biolégiailag relevans molekulaparok kozott

A tovabbiakban A172 sejteken mértiik a FRET hatasfokokat EGFR és ITGAS
valamint ITGB1 kozott. Mivel ezek az integrinek 5-szoros és 8-szoros mennyiségben
talalhatoak az A172 sejtek felszinén az EGFR-hez viszonyitva, az epitopok kozotti
FRET hatékonysagot mindkét EGFR-integrin par esetén kétféleképpen mértiik: az
egyik mintan az EGFR-hez volt kdtve a donorral jelolt antitest, mig a masik mintan
az integrinhez. Ezzel az eljaréssal kikiiszobolheto az akceptor/donor arany esetleges
torzitd hatdsa, amely pl. nagyszamu akceptorral vald véletlenszerii egyiittallas miatt
novelheti a FRET E értékét. A kiértékelést elvégeztiik autofluoreszcencia korrekcio
nélkiil, valamint atlag és pixelenkénti korrekcidval is. Ezeken a mintdkon a FRET
hatasfokok jol kovették az akceptor/donor aranyokat, vagyis azokban az esetekben,
ahol az EGFR mint akceptor volt jelen, alacsonyabb FRET hatasfokokat mértiink,

mint mikor donorként. A korrekcié nélkiil és a pixelenkénti korrekcioval kapott
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értékek viszonya az egyes esetek kozott koherens, viszont az atlag korrekcidval kapott
FRET hatasfok az ITGA5S—EGFR ¢és ITGB1—EGFR mintadkban 1ényegesen
alacsonyabb a masik két modszerhez képest, eldbbi esetben kevesebb mint -0,1. Ez
azt mutatja, hogy az atlagos autofluoreszcencia korrekcio erés negativ miitermékeket
képes kialakitani, kiilondsen alacsony FRET hatasfokt mintak esetében.

Amikor az ITGB1 volt az akceptor, az atlagos autofluoreszcencia korrekcié nagyon
magas FRET hatasfokot eredményezett, és 0-t, amikor a donor volt az ITGBI.
Ugyanezeken a mintakon a pixelenkénti korrekcio mindkét mérési iranyban nullatol
magasabb FRET hatasfokot eredményezett, amelyek ardnya a donor és akceptor
festékek aranyat is jol kovette. Ez megerdsiti, hogy az atlagos autofluoreszcencia
korrekcios eljaras rosszabbul miikddik, mint a pixelenkénti autofluoreszcencia
korrekcio. Megfigyelhetd még, hogy az Osszes biologiailag relevans mintan a
pixelenkénti autofluoreszcencia korrekcié a masik két korrekcios modszerrel mért
eredmények kozott helyezkedik el. Az, hogy az atlag autofluoreszcencia korrigalt és
a korrigalatlan FRET E a legmagasabb vagy a legalacsonyabb értéket vette fel,
Osszefiiggést mutatott az adott minta szignal/autofluoreszcencia aranyaval. Azokban
az esetekben, amikor a szignal/autofluoreszcencia arany a donor csatornaban volt
magasabb, a korrekcio nélkiili FRET értékek voltak magasak, mig azokon a mintakon,
ahol a szignal/autofluoreszcencia az akceptor csatornaban volt magas, az atlag

autofluoreszcecnia korrekcio adott magas FRET hatasfokokat.

FRET mérések pozitiv kontrollokon

A donorral konjugélt primer antitestekhez akceptorral jeldlt szekunder antitesteket
kotve alacsony és magas expresszioju epitopok esetén olyan pozitiv kontrollokat
nyertiink, ahol minden mintan azonos volt az akceptor/donor arany, igy a FRET
hatasfokban potencidlisan mért kiilonbségek nem fakadhattak a festékek kozotti
aranyok valtozasabol. Az atlag autofluoreszcencia korrigalt FRET hatasfokok
kovették a szignal/autofluoreszcencia aranyokban tapasztalhaté trendet, ami az
atlagos korrekcio tendeciozus torzitd hatisara utal. Ilyen Osszefiiggést a korrekcid

nélkiil és a pixelenkénti autofluoreszcencia korrekcioval kapott FRET hatasfok
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esetében nem talaltunk. Ugyanakkor a pixelenkénti korrekciéval a FRET hatasfokok
nagyon hasonloak voltak két egér monoklonalis antitest esetében (anti-EGFR és anti-
ITGBI1), de ezektdl kiilonbozott a patkany monoklonalis anti-ITGAS esetében mért
FRET hatasfok. Feltételezve, hogy a donorral jeldlt els6dleges €s az akceptorral jelolt
masodlagos antitestek komplexei hasonlobbak, ha a masodlagos antitestek azonos
keverékét hasznaljuk, a patkdny- és egérellenes antitestet tartalmazé FRET-
komplexek kozotti kiilonbség elfogadhat6. Ugyanakkor az alacsony és magas szignal
esetén hasonlo, egér-anti egér immunkomplexben azonos autofluoreszcencia mellett
mért kozel azonos FRET E értékek egyértelmien jelzik, hogy a pixelenkénti
autofluoreszcencia korrekcido jobb, mint az atlag korrekcid, vagy mintha nem
hasznalnank semmilyen korrekciot.

A tovabbi elemzésként az EGFR és ITGB1 alapu pozitiv kontroll mintak képpontjait
Osszesitettiik, majd autofluoreszcencia intenzitas szerint harom csoportba osztottuk
Oket. Az autofluoreszcencia korrekcid nélkiil szamolt FRET értékek forditottan
aranyosak az autofluoreszcenciaval, alacsony autofluoreszcencia mellett a FRET
hatasfok atfed a pixelenként korrigalt FRET hatasfokkal, de ahogy né az
autofluoreszcencia, egyre alulkorrigaltabba valik a mérés. Atlag autofluoreszcencia
korrekcioval a globalis atlag tavol van egymastol az EGFR és az ITGB1 esetében.
Ebben az esetben a magas autofluoreszcenciaju pixelek FRET hatasfoka fed at a
pixelenkénti  korrekcioval mért FRET hatasfokokkal, és az alacsony
autofluoreszcenciaju pixelek talkorrigaltak. A pixelenkénti autofluoreszcencia
korrekcioval mért FRET hatasfok fiiggetlen volt az autofluoreszcencia nagysagatol.
A bemutatott eredményekbdl arra kovetkeztettiink, hogy a pixelenkénti
autofluoreszcencia korrekcié noveli a FRET szamitas pontossagat és megsziinteti a
torzitast, amelyet a korrekci6 hianya, ill. az atlagos korrekci6 alacsony, ill. magas jel

/ autofluoreszcencia arany mellett okoz.
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FRET mérés a Pannoramic Confocal automata patologiai szkennerrel

Arra alapozva, hogy a Pannoramic Confocal automata patologiai szkennert optikai
tulajdonsagai alkalmassa teszik kvantitativ mérések végzésére, implementaltuk a
késziilékre a pixelenkénti autofluoreszcencia korrekcios FRET mérési eljarast.

Az N87 eredetli egérben ndvesztett tumorbol készitett fagyasztva metszett mintakon
a HER2 onkoproteint két, egymas kozelében talalhatd epitdpot jelold, donorral, ill.
akceptorral konjugalt monoklonalis antitesttel jeloltiik. Ezutan a mintat a szkennerrel
¢s LSM 880 konfokalis mikroszkoppal is lemértiik, és pixelenkénti autofluoreszcencia
korrekcioval 1étrehoztuk a FRET hatasfok térképeket. A két miiszerrel mért FRET
medianja kozel megegyez6 volt, a Pannoramic Confocallal hasonlé mérési sebesség
mellett keskenyebb FRET eloszlast mértiink.

A fedblemezre novesztett SK-BR-3 sejt monolayeren ugyanilyen jelolést kovetden
mért FRET hatasfokok is kozel azonosnak adodtak, mint a fagyasztva metszett
mintdkon. Ebben az esetben sem taldltunk szignifikans kiilonbséget a két
mikroszkoppal mért FRET hatasfokok kozott. Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy a
Pannoramic Confocal alkalmas pontos FRET mérésre, mind adherens sejtkultirak,
mind fagyasztva metszett szovetek esetében. Erre alapozva az altalunk kidolgozott

mérési és képfeldolgozasi algoritmus beépitésre keriilt a késziilék vezérld szoftverébe.
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Megbeszélés

A Pannoramic Confocal egy automata konfokalis patologiai szkenner, amely
potencialisan alkalmas lehet molekuldris interakciok gyors és automatizalt
vizsgalatara. Ennek eldontésére megvizsgaltuk a Pannnoramic Confocal fébb
képalkotasi paramétereit. Azokban az esetekben, ahol ez relevans volt, a Pannoramic

Confocalt egy LSM 880 1ézer pasztazd konfokalis mikroszkoppal hasonlitottuk 6ssze.

A Pannoramic Confocal motorizalt mintakezeléssel rendelkezik. Ennek vizsgaltuk az
idobeni stabilitasat valamint a relokalizaciés pontossagat. A mikroszkop idében
stabilnak tekinthetd, kétoras id6tavon a minta elmozdulasa kevesebb volt, mint egy
pixel; a relokalizacids pontatlansag 10 ismétlést kdvetden egyszer sem érte el az egy
pixelnyi tavolsagot. Mivel a targyasztal pontatlansagai szubpixeles nagysaguak, ez a

gyakorlatban nem befolyasolja a Pannoramic Confocallal végzett mérések mindségét.

Kvantitativ mérések végzéséhez, valamint a digitalis targylemez létrehozasakor
torténd képosszeflizés jo miikodéséhez homogén intenzitas eloszlasi megvilagitd
fény sziikséges. A Pannoramic Confocal megvildgitasi fényerdsség eloszlasat
vizsgalva azt talaltuk, hogy a mikroszkép minden csatorndjaban eltért a megvilagitas
kozéppontja a rogzitett kép kozéppontjatol, ennek oka az Aurox cc88 konfokalis
egység specialis optikai rendszere. A megyvilagitas minden csatorndban inhomogén
volt enyhe hullamhossz fiiggés mellett, emiatt elengedhetetlen a megfelel korrekcios
eljaras hasznalata, kiilondsen kvantitativ mérések végzéséhez. A mikroszkopban a
tapasztalatunkra épiil6 fejlesztés eredményeként jelenleg mar egy olyan szoftveres
korrekcios eljaras all rendelkezésre, amely egy homogén fluoreszcens mintarol
minden optikai Gthoz kiilon felvett képpel végzi az intenzitaskorrekciot, még a
konfokalis kép kiszamitasa elétt. Ez a modszer alkalmas kisméretii felvételek
megfeleld korrekcidjara, valamint kvantitativ mérések esetén is pontosabb
eredményeket ad, mint a klasszikus, teljes minta felvételét kdvetd statisztikus alapu

korrekcio.
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Minden mikroszkop kritikus tulajdonsaga, hogy az adott képpontbol érkezd fotonok
szamaval milyen aranyban all a mért intenzitas. Idealis esetben egy mikroszkop
intenzitasvalasza linearis. A linearis intenzitasvalasz kiilonésen fontos, amikor két
spektralisan eltéré fluoreszcens csatornaban mért intenzitdsok aranyat hasonlitjuk
ossze. llyenek példaul a FRET mérések is. Mivel a mikroszkdp intenzitasvalasza
minden képalkotdsi moddban linearis, igy feltételezhetjiik, hogy a mikroszkdp
alkalmas kvantitativ mérésekre. A linearitds mérés elvégzése utan megvizsgaltuk a
mikroszkop szenzitivitasat. A megfeleld szenzitivitds kiemelkedd fontossagu a
szokvanyos expressziot mutatd biologiai mintakon végzett kvantitativ mérésekhez. A

Pannoramic Confocal esetében ~2000 epitop/sejt mar megbizhatdéan kvantitalhato.

A Pannoramic Confocal képalkotasat vizsgalva azt talaltuk, hogy a mikroszkép még
olyan kihivasokkal teli mintadk esetében is, mint egy targylemezre rogzitett negyed
kontaktlencse, lathato illesztési hibak nélkiill képes a digitalis targylemez
létrehozasara, annak ellenére, hogy ez a minta komplex 3D-s strukturaval és nagy
teriilettel rendelkezik. Ezen a mintan 6sszehasonlitva a Pannoramic Confocal és a
kontroll LSM 880 mikroszkop kontrasztaranyat azt talaltuk, hogy a Pannoramic
Confocal két csatornaban jobb a masik két vizsgalt csatornaban pedig megegyezd
kontrasztaranyt képeket rogzitett. Kiemelend6 tovabba, hogy ezt tized annyi voxel
id6 alatt volt képes elérni, mint a kontroll mikroszkdp. A mikroszkép gyors
képalkotasa rendkiviil elényds lehet nagyméreti mintak esetében, de sziikség esetén

hosszabb expozicidra és jobb jel/zaj arany elérésére is hasznalhato.

Ezen feliil a konfokalis képmindség dekonvolicioval tovabb javithato, felhasznalva a
pontkiterjedési fiiggvény térbeli homogenitasat, és azt, hogy bar elméleti PSF nem
modellezhetd, megfeleld kalibracidos mintaval empirikus rendszer-PSF fiiggvények

generalhatok minden optikai csatornadhoz.

Osszegezve az eddigieket, a Pannoramic Confocal képalkotdsa - a megvilagitas

inhomogenitasanak megfelelé korrekcidja mellett - alkalmas kvantitativ mérések
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elvégzésére, ezen belill pedig spektralis atvilagitdsra korrigdlt FRET mérések

kivitelezésére.

Az altalunk valasztott spektralisan korrigalt (harom-sziirés) FRET egy
koltséghatékony és sokoldalt mérési eljaras molekularis interakciok mérésére, mely
az aramlasi citometria mellet a fluoreszcencia mikroszkopia kiilonbozé
modozataiban, akar id6fiiggésben és 3D képalkotasban is alkalmazhat6. Azonban az
ilyen mérések eredményeit befolyasolhatja a minta autofluoreszcencidja. A
szovetekre gyakran jellemz6 a magas és térben valtozatos autofluoreszcencia, ezért
mieldtt implementaltuk volna a spektralisan korrigalt FRET mérést a Pannoramic
Confocalra, egy masik mikroszképon teszteltiik a lehetséges megoldasokat az

autofluoreszcencia zavaro6 hatasanak kikiiszobolésére.

Az atlagos autofluoreszcencia korrekcid egy egyszeri megkozelités, ami szinte
minden intenzitas alaptit FRET mérés esetén konnyen hasznalhatd, azonban, mivel a
térben heterogén eloszlasu jelet egy konstanssal korrigélja, hibalehetdséget hordoz
magaban. Emiatt atalakitottunk ¢és implementaltunk egy kordbban aramlasi
citometriaban hasznalt eljarast, amely a mikroszopos mérés soran pixelenként képes
korrigalni az autofluoreszcencia torzité hatasat. A mérési protokollhoz csatlakoz6 1j
kiértékelési algoritmust a korabban fejlesztett Fiji (ImageJ) RiFRET pluginiinkben is
megvalositottuk, ill. nagy méréshalmazok teljesen automatikus értékelésének a

lehet6ségével is kiegészitettiik.

A korrekciés moédokat eldszor jeldletlen sejteken teszteltiik. Ilyen mintadkon a
tokéletes autofluoreszcencia korrekcio elméletileg zérus atlagos intenzitasu, alacsony
szorasu képeket eredményez. Az atlagos autofluoreszcencia korrekcidé mellett a
korrigalt képek atlag intenzitasa kozel keriilt a O intenzitdshoz, a szorasa viszont
megegyezett a korrigalatlan képek szorasaval. Ezzel szemben a pixelenkénti
autofluoreszcencia korrekcios eljarassal nemcsak az intenzitisok atlaga esett kozel a

nulla értékhez, de jelentésen csokkent a pixelértékek szordsa is.
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A két mddszer dsszehasonlitasara FRET méréseket végeztiink biologiailag relevans
mintdkon, valamint a hozzajuk tartoz6 magas FRET hatasfoki kontrollokon. Az
ITGA5 —EGFR minta esetében az atlag autofluoreszcencia korrekcio erds negativ
miiterméket eredményezett. Mivel itt magas az autofluoreszcencia, alacsony az
akceptor jel, ¢s a FRET hatékonysag is, ez tovabbi bizonyitéka annak, hogy az atlag
autofluoreszcencia korrekcids eljards alacsony szignal/autofluoreszcencia aranyt
mintdk esetében keriilendd, helyette a pixelenkénti autofluoreszcencia korrekcios
eljaras  hasznalata ajanlott. Ezzel szemben az egyenletes, alacsony
autofluoreszcenciaju, magas jelolési intenzitdsi mintak esetében az atlagos

autofluoreszcencia korrekcio is varhatéan helyes eredményre vezet.

A korrekeios eljarasok kozotti killonbségek alaposabb feltarasa érdekében az EGFR
alapt pozitiv kontroll mintdn alacsony és magas autofluoreszcencidju teriileteket
jeloltiink ki, majd meghataroztuk az atlagos, és a pixelenkénti autofluoreszcencia
korrekcioval, illetve korrekcid nélkiil a FRET hatasfokokat. Az igy kapott FRET
hatasfokok eloszlasat megvizsgaltuk a teljes képen, valamint az alacsony és magas
autofluoreszcenciaju teriileteken is. A pixelenkénti autofluoreszcencia korrekcioval
mindharom esetben hasonld normalis eloszlast kovetd FRET hisztogramot kaptunk.
Az autofluoreszcencia korrekcio nélkiil a magas autofluoreszcenciaju teriilet eloszlasa
torzult a korrekcié hidnya miatt, mig az atlagos autofluoreszcencia korrekcios
eljarassal hasonlo torzulast az alacsony autofluoreszcenciaju teriileten tapasztaltunk,

talkorrekcio miatt.

Ezen torzulasok hatterének felderitésére az EGFR és az ITGB1 alapu pozitiv kontroll
mintak Osszes pixelét dsszesitettiik, és autofluoreszcencia szerint alacsony, kozepes
€s magas csoportokra osztottuk dket. Ennek eredményeit megvizsgalva azt talaltuk,
hogy korrekcié nélkiil és atlagos autofluoreszcencia korrekcid6 mellett a FRET
hatasfok nem fliggetlen, viszont a pixelenkénti autofluoreszcencia korrekcioval

fiiggetlen az autofluoreszcencia nagysagatol.
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A bemutatott eredményekb6l arra koévetkeztettiink, hogy a pixelenkénti
autofluoreszcencia korrekcio noveli a FRET szamitas pontossagat és megsziinteti a
torzitast, amelyet az alacsony jel/ autofluoreszcencia aranyt mintdkon figyeltiink

meg.

A Pannoramic Confocalra implementalt pixelenkénti autofluoreszcencia korrekcios
eljarast trastuzumab/pertuzumab intramolekularis FRET mintdkon teszteltik, ugy,
hogy ezt a jelolést tiveg feliileten novesztett SK-BR-3 sejtvonalon, és N87 eredetii
egérben nodvesztett tumorbol készitett fagyasztva metszett mintakon is elvégeztiik.
Kontrollként Zeiss LSM 880 1ézerpasztazd mikroszképot hasznaltunk. A két
mikroszkoppal mért FRET hatasfok kozott nem talaltunk kiilonbséget, ebbdl arra
kovetkeztettiink, hogy a Pannoramic Confocal alkalmas pontos FRET mérésre mind
sejtkultirak, mind szovettani metszetek esetében. Emellett a Pannoramic Confocal
alacsonyabb expozicios idé mellett képes hasonld vagy jobb kontrasztaranyt képek
felvételére, mint a kontroll LSM 880, valamint alkalmas teljes targylemezek
szkennelésére. Osszességében a Pannoramic Confocalra implementalt pixelenkénti
autofluoreszcencia korrekciés FRET mérési modszer megteremti a technikai alapjat
annak, hogy a molekularis interakciok vizsgalata a kutatélaborok wutin a
patodiagnosztika teriiletén is megjelenhessen. A biztatd eredmények alapjan jelenleg

a klinikai mintak gyijtése zajlik az EGFR-integrin interakciok tovabbi vizsgalatahoz.

Emellett az utobbi idében tobb olyan vizsgalatot végeztek, melyek tovabbi,
potencialisan diagnosztikailag relevans molekulaparra hivtdk fel a figyelmet. PI. a
HER2-HER3 heteroasszociacio mértéke magas prediktiv értékkel bir az emlétumorok
metasztazis képzé képességére és kitjulasara, és felvetették ugyanezen interakcio
fontossagat kolorektalis karcindmak esetében is, tovabba a HER2-HER2
homoasszociécio6 is jo prognosztikai markernek bizonyult a korai emlédaganatokban.
a PD-L1 mennyiségétdl, és a magas interakcio rontja a beteg tulélési esélyeit, viszont
nem kissejtes tiidorak és melanoma esetén a noveli a PD-1 és a PD-L1 inhibitorok

terapias hatékonysagat is.
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Mindezen prediktiv interakciok a tovabbfejlesztett Pannoramic Confocal segitségével
teljes metszeteken, ill. metszet microarray-eken potencialisan nagy hatékonysaggal

vizsgalhatok.
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Osszefoglalas

A digitalis patologia gyors fejlddése lehetove teszi szoveti szintli morfologiai
felvételek készitését. Immunhisztokémiai jelolések alkalmazasaval ezek a
morfoldgiai jegyek egy vagy két molekula expresszios szintjével korrelaltathatoak.
Napjainkban a fluoreszcencids patologiai szkennerek megjelenése és elterjedése
zajlik, melyek lehetévé teszik tobb molekula azonos mintaban toérténd, multiplex
jelolésen alaptilo vizsgalatit. A Pannoramic Confocal az elsé digitdlis patologiai
szkenner, amely a hagyomanyos transzmisszids €s fluoreszcencids képalkotason tal
konfokalitast is biztosit. A szkennert a konfokalis képalkotas, stabilitds, pontossag,
linearitas és érzékenység szempontjabol vizsgaltuk. A konfokalis kép pontkiterjedési
figgvényét aszimmetrikusnak, de térben invariansnak mértiik; ennek alapjan
dekonvoluciods algoritmust implementaltunk a miiszerhez. Az X-Y dimenzidban mért
stabilitdas ¢és relokalizaciés pontatlansag joval a felbontasi hatar alatt volt. Az
intenzitasvalasz linearis volt (R? >0,9996). A kalibralt mérések azt mutattak, hogy
indirekt jelolés alkalmazasaval sejtenként > 2000 molekula jol detektalhatd és
leképezhetd. A megvilagitast vizsgalva azt talaltuk, hogy a mikroszkép megvilagitasa
aszimmetrikus és inhomogén. Ennek kikiiszobolésére bevezettiink egy korrekcios
modszert, amely alkalmas kisebb teriiletrél és térben valtozatos mintakrol késziilt
felvételek megfeleld korrekciojara is, valamint megbizhaté kvantitativ eredményeket
ad. Ennek alkalmazasaval, ill. a mérési pontossag ismeretében a Pannoramic Confocal
alkalmas lehet szovettani metszeteken molekularis interakciok mérésére.

A Forster rezonancia energiatranszfer (FRET) népszerti eszkdz a molekularis
kolcsonhatasok tanulmanyozasara, mivel a 1-10 nm-es tartomanyban igen érzékeny a
tavolsagra. Az intenzitas alapu, spektralisan korrigalt FRET mérési modszer eldnye,
hogy haromdimenzios, valamint id6fiiggd mérésekre is alkalmas. Annak érdekében,
hogy hasznalhat6 legyen magas autofluoreszcenciaji metszetek mikroszkopos mérése
soran pixelenkénti autofluoreszcencia korrekcioval, az 4aramlasi citometridban
hasznalt sejtenkénti korrekcids algoritmust adaptéaltuk. A kidolgozott pixelenkénti
autofluoreszcencia korrekcio javitja a mérések pontossagat és kiilondsen alacsony

szignal/autofluoreszcencia értékek, valamint térben valtozatos autofluoreszcenciaju
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mintak esetében ajanlhat6. Az analizis elvégzésére irt Fiji/Image] plugin szabadon
elérhetd.

A mérési eljarast a Pannoramic Confocal késziilékkel is teszteltiik, ahol a
sejteken és fagyasztva metszett szoveten mért FRET hatasfokok a kontrollként
hasznalt LSM 880 lézerpasztazdo mikroszkoppal mértekkel egyezést mutattak. Ez
alapjan a pixelenkénti autofluoreszcencia korrigdlt FRET mérés implementalasra
keriilt a Pannoramic Confocal digitalis patologiai szkenner szoftverében,
megteremtve a diagnosztikai céli FRET mérések metodologiai és instrumentalis

alapjat.
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