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Bevezetés

A kiilonb6z6 tumoros megbetegedésekre altalanosan jellemzd a nagy térbeli heterogenitas. Ez
a tulajdonsaguk kiilondsen nehézzé teszi a megfeleld diagndzis ¢és terdpids eljaras
meghatarozasat, hiszen akar egyetlen, a tumor tobbi részétdl eltérd sejt is befolyasolhatja a
tumor reakciojat az alkalmazott kezelésre. A tumor heterogenitds vizsgalatara napjainkban
szamos modszert fejlesztenek. Ezek kozé tartozik példaul a térbeli transzkriptomika és térbeli
proteomika, melyekkel az adott metszet kiilonb6z6 teriileteinek mRNS, ill. fehérjeszintii
expresszios profilja vizsgalhatd, azonban ezeket oOsszetettségiik és koltséges voltuk miatt
diagnosztikara nem, csak felfedezd klinikopatologiai kutatasokra hasznaljak. Ugyanakkor a
digitalis patologia napjainkra bekovetkezett gyors fejlédése nem csak szoveti szintil
morfologiai felvételek készitését, digitalis tarolasat és elemzését teszi lehetévé, hanem
immunhisztokémiai jel6lések alkalmazasaval ezek a morfologiai jegyek egy vagy két molekula
expresszios szintjével IS Kkorrelaltathatoak. Napjainkban a fluoreszcencids patologiai
szkennerek megjelenése és elterjedése zajlik. Ezek lehetové teszik egy mintaban tobb molekula
multiplex jelolésen alapuld vizsgalatat is. Ez a technologiai hattér a rutin diagnosztikabol
fejlodott ki, igy kézenfekvd, hogy fontosnak tartott markerek nagy kiterjedésii mintdkban - akar
ritka eseményként - vald6 megjelenésének vizsgalatara alkalmazzuk. A Pannoramic Confocal
(amelyet a magyarorszagi 3DHistech Kft. fejleszt) az els6 olyan digitalis patologiai szkenner,
amely a hagyomdnyos transzmisszios képalkotason tilmenden nemcsak multiplex
fluoreszcencias detektalast, hanem konfokalitast is biztosit, igy vastagabb metszetek térbeli
vizsgalatara is hasznalhatd. Ezt a szkennert a konfokalitas, a stabilitas, a pontossag, a
fényhatékonysag, a linearitas és az érzékenység szempontjabdl vizsgaltuk. Mivel bizonyos
molekulak kozotti kdlesonhatas gyakran érzékenyebb mutatdja lehet egy adott sejt allapotanak,
mint ezen molekuldk kifejezodési szintje, azt is meg kivantuk vizsgalni, hogy a Pannoramic
Confocal alkalmassa teheté-e szovettani metszeteken molekularis interakciok mérésére Forster
rezonancia energiatranszfer (FRET) mérésén keresztiil. A FRET népszertii eszkéz a molekularis
kolcsonhatdsok tanulmanyozasdra, mivel az 1-10 nm-es tartomanyban igen érzékeny a
tavolsdgra. Az intenzitds alapu, spektralisan korrigalt FRET mérés hatékony és sokoldalu
modszer, amelynek f6 gyakorlati limitacidja az elérheté jel-zaj (SNR) arany, és a sejtek
autofluoreszcenciajanak torzitdo hatdsa. Annak érdekében, hogy a modszer jol hasznalhatod
legyen magas autofluoreszcenciaji metszeteken is, az aramlasi citometriaban leirt sejtenkénti
autofluoreszcencia korrekcids algoritmust pixelenkénti autofluoreszcencia korrekcioként

adaptaltuk a mikroszkopos mérésekhez, és az eljarashoz kalibracids standardot fejlesztettiink.



Irodalmi attekintés

A digitalis patologia

A digitalis patologia a szoveti biomarkerek kutatasan tal [1] a rutin diagnosztikaban is egyre
inkabb eldtérbe keriil [2]. Ezt a fejlédést a gyorsabba valo teljes targylemez szkennerek,
valamint a tarhely és a szamitasi teljesitmény csokkend ara teszi lehetové [3]. A legtobb rutin
diagnosztikai teriileten jelenleg hagyomanyos transzmisszidos modszereket alkalmaznak. A
fluoreszcencia képalkotas, kiilondsen a konfokalis képalkotés, az automatizalt teljes targylemez
szkennelés feltorekvo teriilete. Még a European Society of Digital and Integrative Pathology
2021-es kiadasdban, a digitalis patoldgiara vonatkozo legjobb gyakorlatra vonatkozé
ajanlasban is csak a fluoreszcencias modszerek neve kertil emlitésre, de nem targyaljak azokat
[4]. Ekdzben szamos fluoreszcens technika van fejlesztés alatt, vagy var arra, hogy bekertiiljon
a digitalis patologia vagy a tudomanyos kutatas mindennapi eszkoztaraba [5]. A konfokalis
modszerek bevezetése az automatikus targylemez szkennerekbe javithatja azok képmindségét
¢s jelentdsen megndvelheti a z irdny( felolddst, ami lehetévé teszi olyan technikak
alkalmazasat, amelyek korabban teljes targylemez-szkennerekkel —nem  voltak
megvalodsithatoak, mint példaul a 3D FISH (fluoreszcens in situ hibridizacio) [6]. A digitalis
patologia és a teljes targylemez szkennelés egy folyamatosan fejlédd teriilet, ahol az yj
miszerek és azok folyamatos mindségellendrzése elengedhetetlen a magas szinvonal

biztositasahoz.

A Pannoramic Confocal képalkotasa

A Pannoramic Confocal egy konfokalis képalkotasra képes fluoreszcencids targylemez
szkenner. A késziilek konfokalis képalkotasat az Aurox cc88 apertira korrelacios konfokalis

rendszer biztositja (1./a abra).
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1. abra. Pannoramic Confocal képalkotasa

a, A LED fényforrasbol érkezo fény athalad a gerjesztési szlirdn és a dikroikus tiikkron, majd a
konfokalis egységbe jut. A konfokalis egység egy forgd lemez segitségével az objektiven
keresztiil rdcsmintazat gerjeszto fényt vetit a mintara. A mintardl érkezo emisszios fény az
objektiven keresztiil a forgod lemezre jut, amin a fény egy része tovabbhalad és az emisszios
szlirén keresztiil az sSCMOS detektor egyik oldalara vetiil. A fény fennmaradé része a forgo
lemezrél visszaverédik, és egy alternativ optikai itvonalon keresztiil az sCMOS detektor
masik felére vetiil.

b, Kép rekonstrukcio soran a konfokalis kép az ateresztett és a visszavert kép kiilonbsége, a
hagyomanyos ,,widefield” kép azok 6sszegeként allithato eld.

A cc88 képalkotasanak kozponti eleme egy forgd optikai lemez, amely racsmintdzatban
ateresztd €s visszaverd teriileteket hordoz. Erre vetiil a multispektralis Lumencor LED
fényforras fénye egy motorizalt valtoban elhelyezkedd optikai sziirdrendszeren keresztiil. A
LED spektralis tulajdonsagai az 1. tablazatban lathatoak, a valtoban elhelyezkedd gerjesztési
¢és emisszios sziirdk, valamint a dikroikus tiikor ezekhez a gerjeszté spektrumtartomanyokhoz

kerilnek kivalasztasra.

csatorna neve excitacids fény (nm)
DAPI 386/23
CFP 438/24
FITC 475/28
YFP 512/25
TRITC 550/88
Cy5 650/13

1. tablazat A Pannoramic Confocal fényforrasai.



A gerjeszté fény a cc88 racsmintazatdnak transzparens elemein athaladva az objektiven
keresztiil eljut a mintara. Ezt kdvetden az emittalt fény az objektiven keresztiil ismét a cc88
forgd lemezére jut, ahol a fény egy része tovabb halad, egy maésik része pedig visszaverddik.
Az optikai rendszer Gigy van kialakitva, hogy mindkét frakcié ugyanannak az sCMOS (pco.edge
5.5 2560 x 2160 felbontés; 6,5%6,5 um fizikai pixel méret; > 60 % kvantumhatasfok) kamera
szenzornak a két felén képzodjon le. A racsmintazaton atjutd, mintara fokuszalt fény altal a
racshoz konjugalt fokuszsikban gerjesztett fluoreszcencia a transzparens racspontokon at a
szenzor egyik felére jut. Mivel az ateresztd rész a lemez felét teszi ki, a fokuszsikon kiviilrdl
szarmazo6 fotonok véletlenszer(i fele a racson at ugyanerre a fél szenzorra jut, mig a masik fele
a lemez tiikr6z6 részeirdl visszaverédve masik optikai uton a szenzor masik felére képzodik le.
Emiatt, ahogy az 1./b abran lathato, az ateresztett (I1) és a visszavert (Iz) képb6l szamolhato a
teljes latomez6s (,,widefield”) (1) és a konfokalis (I) kép az alabbi egyenletek segitségével
(1. és 2. egyenlet):

Ly = Ir + kig (1)
Ic = Ir — kiR (2)

Ahol a k egy kisérletesen meghatarozott korrekcids faktor (~ 0.9), amelyre a két fényutban
talalhato reflektiv és transzmissziv optikai komponensek eltéré fényhatékonysaga miatt van
sziikség. A forgdlemez eltavolithatod a fényutbol, ebben az esetben a késziilék konvencionalis
epifluoreszcencias mikroszkopként tizemel [7]. A targylemezek kezelése automatikusan
torténik egy 12 hellyel rendelkezd targylemez tart6 talcardl. A képalkotashoz egy 20x Plan-
Apochromat (NA=0,8; kat. sz.: 420650-9901 Carl Zeiss Jena) vagy egy 40x C-Apochromat viz
immerzios (NA=1,2; kat. sz.: 421767-9971) objektiv all rendelkezésre. Az immerzios viz
adagolasa szintén automatikusan torténik. A kijelolt teriiletrél a mikroszkdp szekvencialisan,
né¢hany pixel atfedéssel felvételeket készit. A felvételekbdl egy képdsszefiizd algoritmus
létrehozza a digitalis targylemezt [8], tehat a digitalis targylemez egy targylemez teljes
teriiletének digitalizalasaval jon 1étre [9, 10], szamitogépes hattértarbol barmikor el6hivhato, és
megfeleld progam segitségével (pl. a 3D Histech Kft. SlideViewer, vagy a szabad hozzaférési

Qpath [11]) Ggy vizsgalhat6, mintha a mikroszkoppal navigalnank a metszetben.

Pontkiterjedési fiiggvény és dekonvoliicio
Amikor egy mintat optikai mikroszkoppal vizsgalunk, a kép, ami kialakul, nem a minta

tokéletes leképezddése; a mikroszkop optikai jellemzoi és korlatai befolyasoljak a képalkotast



[12]. A pontszerii fényforrasrol alkotott kép térbeli szétteriilését a pontkiterjedési fliggvény
(PSF) irja le [13]. Mivel minden targypont egyidében vetiil — a PSF-nek megfeleléen — a
képsikba, a kép a targy és a PSF konvolucidja. Emiatt a PSF torzitd hatdsat egyszeri linearis
képfeldolgozéasi modszerekkel nem kiiszobolhetjiik ki, csak dekonvolucioval, melyre szamos

matematikai modszer all rendelkezésre [12].

A glioblasztoma multiforme

A glioblasztoma multiforme (GBM) a leggyakoribb primer agydaganat felnétteknél, és
Osszességében az egyik legnagyobb mortalitasu daganatos megbetegedés. Az Egészségiigyi
Vilagszervezet (WHO) a GBM-et IV. gradust asztrocitoma tumorként hatarozza meg, amelyet
rosszindulatl, mitotikusan aktiv és nekrézisra hajlamos daganatként jellemez. A nekrézis a
GBM egyik legfontosabb jellemzdje, a IV gradusba sorolas feltétele [14]. A GBM esetében a
terapias cél a lehetd legteljesebb sebészi eltavolitas, de kdzponti idegrendszeri elhelyezkedése
¢és infiltrativ jellege miatt teljes eltavolitasa gyakorlatilag lehetetlen. Emiatt a miitét utan
kemoterapiat és/vagy sugarterapiat is végeznek. Azonban a GBM rendkiviil ellenall6 a kemo-
¢s sugarterapiakkal szemben, igy a molekulérisan célzott kezelések kidolgozasa ezen a teriileten

is kiemelt figyelmet kap [15].

Patomechanizmus

Az alacsony gradusu asztrocitomakra jellemzd a szomszédos agyi struktardk diffuz invazioja,
ebbdl szarmazik az a tulajdonsaguk, hogy szinte mindig kitujulnak. Erre a kitijulasra jellemzd,
hogy gyakran a tumor egy magasabb gradusara vald attéréssel egyiitt torténik, mig végiil
kialakulnak a GBM-re jellemz6 bioldgiai és szovettani jellemzok. Mas glioblasztoémak nagyon
gyorsan fejlodnek ki (azaz egy kevésbé rosszindulatu prekurzor elvaltozas klinikai, radiologiai
vagy morfoldgiai bizonyitékai nélkiil), ezeket elsddleges vagy de novo glioblasztomaknak
nevezik. Az elsddleges és masodlagos asztrocitomak megkiilonbdztetését klinikailag nem
hasznaljak rutinszertien. Ennek oka, hogy a két tipus megkiilonboztetése szdvettanilag nem
trividlis. Széles korben elfogadott azonban, hogy a primer glioblasztomak sokkal gyakoribbak
[16]. A legtobb rakos megbetegedéshez hasonloan a GBM karcinogenezise is tobblépcsds
folyamat, melyben tobb gént is azonositottak, ezek vagy protoonkogének vagy tumor
szuppresszor gének. A protoonkogének funkcidonyerése szabalyozatlan jelatvitelt és ezaltal

tulzott sejtnovekedést okozhat. GBM esetén tipikus példaik a vérlemezke eredetii novekedési
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faktor receptor (PDGFR) valamint az epidermalis névekedési faktor receptor (EGFR) [16]. A

funkcidjukat vesztett tumor szuppresszor gének jellegzetes példaja a TP53 [16].

A GBM molekularis profilja

Az asztrocitiomak kiilonb6z6 fokozataihoz kiilonb6z6 molekularis valtozasok tarsulnak. Ezen
belill a IV. gradusa (GBM) tumorok a hasonld szovettan ellenére is kiilonboz6 genetikai
elvaltozasokat és ennek kovetkeztében valtozatos molekularis profilokat mutatnak, ami
prognosztikai jelentdséggel bir [16]. A leggyakoribb (60-80%) genetikai eltérés mind primer
mind szekunder GBM esetében a 10-es kromoszéma hosszu karjanak heterozigdtasag vesztése
(LOH 109g25-qter) [17]. Az EGFR amplifikacidja és a foszfataz és tenzin homoldg gén (PTEN)
mutécioi az elsddleges glioblasztomakra jellemz6 genetikai elvaltozasok, mig a TP53 mutaciok
korai ¢és gyakori genetikai elvaltozasok a maésodlagos glioblasztomakhoz vezetd
tumorevolucioban. Ezek az elvaltozasok néha prognosztikai markerként hasznalhatok. A
GBM-ben szamos egyéb prognosztikai markert azonositottak, mint példaul az O6-metilguanin-
DNS-metiltranszferdz (MGMT) promoterének metilacids statusza, az izocitrat-dehidrogendz
enzim 1/2 (IDH1/2) mutacidi, a glioma-CpG-sziget-metilator fenotipus (G-CIMP) és egyéb
gének funkcionyeréses/vesztéses mutacioi [16, 18], beleértve az EGFR-gént hordoz6 7p

kromoszdémaallomany megtobbszorozodését [19, 20].

Az emlotumorok

Az emlétumor ndkben a leggyakoribb tumoros elvaltozas, amely a teljes populaciot vizsgalva
a 3 leggyakoribb tumortipus egyike [21] Tudomanyos szempontbol az emlétumorok legalabb
10 csoportra oszthatoak [22]. Az osztalyozasban klinikai szempontbdl legfontosabb markerek
az Osztrogén receptor, a progeszteron receptor €¢s a human epidermalis novekedési faktor 2
(HER2) receptor kifejezddése. E tényezOk mindegyike befolydsolja az invaziv emldrdkban
szenvedd betegek prognozisat, és a kezelési lehetoségek egyénre szabasara szolgal [23]. Az
emldtumorok molekularis profil szerinti osztalyozéasa és az erre alapozott j kezelési irdnyok
az elmult évtizedekben nagyban hozzajarultak a betegség mortalitasanak csokkenéshez [24].
Ennek ellenére gyakran el6forduld jelenség, hogy a kezdeti pozitiv terapias reakciot kovetden
a tumor kidjul és rezisztensé valik a terapiara. A jelenség mogott a megvaltozott szignal utak

és molekularis kolcsonhatasok mellett gyakran a tumor &ssejtek allnak[25].
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Az epidermalis novekedési faktor receptor csalad

Az EGFR az eritroblasztos leukémia B receptor tirozinkinaz csalad (ErbB) tagja, ErtbB1 néven
is ismert. A csalad tovabbi tagjai az ErbB2 (mas néven human epidermalis ndvekedési faktor

2: HER2), ErbB3 és ErbB4 [26, 27].

A EGFR jelentosége glia tumorokban

Az EGFR-amplifikacié kiilonleges jelentésége abban keresendd, hogy ez a maésodik
leggyakoribb genetikai elvaltozas, amely az 6sszes GBM 34%-aban fordul el [28], tovabba
igéretes terapias célpont [29, 30]. Az EGFR egy receptor tirozinkinaz, amelynek jelatviteli
utvonalai a sejtek szamos funkciojat befolydsoljak, beleértve a novekedést, a migraciot és a
tulélést. Az EGFR specifikus ligandok, példaul az epidermalis ndvekedési faktor (EGF) és a
transzformald novekedési faktor alfa (TGFa) kotddése révén aktivalodik. Aktivalodast
kovetden az EGFR dimerizalodik vagy egy masik EGFR-rel homodimert alkotva, vagy az ErbB
csalad egy masik tagjaval heterodimert alkotva [31]. A dimerizaciot kovetden az EGFR
molekulak transzfoszforilaljak egymast azok intracellularis tirozin aminosavmaradékaikon. Ez
aktivaciot és jelatvitelt valt ki szdmos mas fehérje altal, amelyek a foszforildlt tirozin
aminosavmaradvanyokhoz sajat foszfotirozin kétd (PTB vagy SH2) doménjeiken keresztiil
kapcsolodnak. Ezek a fehérjék szamos jelatviteli kaszkadot inditanak el, amelyek
fehérjeszintézist, sejtmigraciot, adhéziot, sejtproliferaciot €s antiapoptozist eredményeznek.
Ezeknek a sejtvalaszoknak a kialakitasaban, kiilonb6z6 enzimek jatszanak kozponti szerepet,
egy példa erre a mitogén aktivalt protein kindz (MAPK) csalddja, amely leginkabb a
sejtosztodas eldsegitésében jatszik szerepet. Az EGFR altal aktivalt masik fontos jelatviteli

utvonal szintén nagy jelent6séggel bir a daganatellenes terapiak szempontjabodl, ez a PI3K-

novekedési faktorok éltal szabalyozott szerin/treonin kinaz. A PI3K 4ltal 1étrehozott foszfatidil-
inozitol-3,4,5-trifoszfat az Akt-ot a plazmamembranhoz rekrutalja, ahol az tovabbi kinazok,
koztiik a foszfoinozid-fiiggd kinaz 1 (PDK1) altali foszforilacid révén aktivalodik. Az aktivalt
Akt a Bad és a kaszpaz-9, valamint a FOXO3A transzkripcids faktor inaktivalasan keresztiil
gatolja a kiilonb6z0 stresszhatdsok, koztiik a kemoterdpias szerek altal kivaltott apoptozist, és
elosegiti a sejtek talélését [32, 33]. Az EGFR kinaz doménje mas szomszédos receptorok
tirozin-oldallancait is képes foszforilalni, és maga is hasonld6 médon aktivalodhat mas tirozin-
kinazok altal. Kimutattak példaul, hogy az EGFR képes foszforilalni a PDGFRp-t, amely egy

masik receptor-tirozinkinaz alcsalad tagja, és ilyen modon aktivalni azt [34]. Tovabba
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kimutattak, hogy az EGFR nemcsak mas receptor-tirozinkinazokkal, hanem teljesen mas
csaladba tartoz6 receptorokkal, példaul a G-fehérje kapcsolt receptorokkal is képes
kolcsonhatasba 1épni [35]. A sejtciklusban betoltott ilyen befolyasos szerepe miatt nem
meglepd, hogy az EGFR génamplifikacidja igen széles korben jelen van szamos raktipusban,
példaul tiid6- és emldrakban [36, 37]. Ami a GBM-et illeti, j01 dokumentaltak, hogy az EGFR
funkcionyerése a tumor kialakulasanak gyakori oka. De az EGFR nem csak a karcinogenezisért
lehet felelds, azt is kimutattak, hogy overexpresszidja korrelal a gliomak sugarterapiaval

szembeni rezisztenciajaval [38].

A HER? jelentosége emlétumorokban

A HER?2 jelatvitele hasonlé az EGFR-hez az aktivalt jelutak szempontjabol, azonban nem
igényel ligandumot az aktiv konformacié és kovetkezményes dimerizacio elérésé¢hez. Mind
homo-, mind heterodimerjei hatékonyan aktivaljak a sejtek osztodasat és migracidjat, igy
tumorok patogenezisében betoltott szerepe kiemelkedd [39]. Az emlétumorok nagyjabol 20%-
a HER2 pozitiv [40]. Mivel egyéb szovetekben kifejez6dése elhanyagolhatd, kivalo
molekukaris terdpids célpont, ennélfogva felfedezése ota ez az egyik legatfogdbban
tanulmanyozott tumorantigén [41].

humanizalt antitest, a trastuzumab (Herceptin) hasznélatit engedélyezték. A kemoterapias
szereket trastuzumabbal egyiitt alkalmazva sokkal jobb hatast lehetett elérni, mint a
kemoterapia egyediili alkalmazasa esetén; a tulélési id6 megnott, a halalozas kockézata mintegy
20%-al csokkent [42]. Ezen javulas ellenére a HER2 pozitiv emldtumorok kézel 30%-aban
eléforduld jelenség, hogy a kezdeti terapids sikert kovetden a tumor rezisztenssé valik a
kezelésre. lyen esetekben a HER2 statusz vizsgalata ¢és a HER2 jelatvitelének,
internalizacidjanak analizise befolyasolhatja a tovabbi terapiat. Az egyik, még kevésbé
kiaknézott lehetéség a poliklondlis antitestterdpia, mely a monoklonalisndl hatékonyabb
leszabalyozast tesz lehetdvé hiperkeresztkotés utjan [43]. A masik, egyre népszeriibb
megkdzelités az antitest-gyogyszer konjugatumok (ADC) alkalmazasa, melyek egy
monoklonalis antitestbdl és a hozzajuk kotott erds citotoxikus hatasu gyogyszerbdl allnak [44,
45]. A masodik generacios ADC-K, példaul a trastuzumab deruxtecan bevezetésével
lehetségessé valt az alacsony HER2 expresszioji tumorok sikeres kezelése is [46]. Azokban az
esetekben, ahol a szabadon diffundalé antitest tumorsejtekhez valo kotédését az extracellularis
matrix gatolja, biztatdo eredményeket értek el a trastuzumab egyldnct varidbilis fragmentumat

kiméra antigén receptorukban (CAR) hordoz6z6 génmodositott T sejtekkel [47].
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Az integrinek

Az extracellularis matrix (ECM) fontos tényez6 a tumorbiologiaban, amely befolyasolhatja a
tumorsejtek sorsat. Az ECM topografidja és mechanikai tulajdonsagai tdimpontokat nyujtanak
a beagyazott sejtek szamara [48]. Lényeges, hogy a sejtek megtalaljak a kiilvilaggal valo
kommunikéacié modjat, és képesek legyenek a kornyezetiikben bekovetkezd valtozasokat
érzékelni és reagalni rajuk. Ennek egyik kiemelkedéen fontos szerepldje az integrin csalad [48,
49]. Az integrinek heterodimer fehérjék, amelyek egy alfa és egy béta alegységbdl allnak. Az
integrin o és B alegységeknek szamos kiilonb6z0d izoformaja ismert. A kiilonb6zd o alegységek
kiilonboz6 P alegységekkel képesek dimert alkotni, igy nagyszamu lehetséges integrin dimer
létezik. Az integrinek két funkcidval rendelkeznek, abban az értelemben, hogy a sejteket az
ECM-hez rogzitik, valamint jeleket tovabbitanak az ECM-bdl a sejtek felé. Az integrinek
tobbek kozott a fibronektin, a kollagén és a laminin ECM komponensekhez kotddhetnek. Az
integrinek (pl. az a5B1 heterodimer) kiilonbozd fehérjékkel multimer klasztereket alkotnak
fokalis adhéziés komplexekben. Az ilyen klaszterek fontos alkotd eleme a fokalis adhézios
kinaz (FAK), amely antiapoptotikus jelatvitelt indit el [50]. Az integrin medialt adhézio a
fibronektinhez egyszerre eredményezi az src-kinaz aktivalodasat és a PI3K-termékek
felhalmozddasat, valamint az ebbdl kovetkezé downstream szignalizaciot a Raf-1, Mek-1, Erk-
2 és Akt/PKB kinazok altal [50]. Mivel az integrinek ennyire fontos szerepet toltenck be az
antiapoptotikus jelatviteli folyamatokban, nem meglepd, hogy az integrinek tulzott expresszidja
hozzajarulhat a tumor névekedéséhez ¢€s a terapias rezisztenciahoz. Ami a GBM-et illeti, az
a5B1 integrin esetében mar kimutattak, hogy hozzajarul a GBM temozolomid kezeléssel

szembeni rezisztenciajahoz [51].

Az epidermalis novekedési faktor receptor és integrinek kolcsonhatasai

Mivel a GBM mind a kemo-, mind a sugarterapiaval szemben rendkiviil ellenalld, tobb
kisérletet is tettek a rezisztencia mechanizmusainak feltarasara. Tobbek kozott megallapitottak,
hogy bizonyos sejtadhézios molekuldk é€s receptor-tirozinkindzok kozotti kolcsonhatas
hozzajarulhat a kemo- €s sugarrezisztencia kialakulasahoz [52, 53]. Az egyik ilyen specifikus
kolcsonhatas az EGFR és az integrinek kozott van. Amint azt korabban emlitettiik, az integrinek
(pl. az a5B1 heterodimer) kiilonbozd fehérjekbdl 4ll6 multimer klasztereket alkotnak a fokalis

adhézids komplexekben, amelyek az apoptdzist megakadalyozé jelatvitelt képesek 1étrehozni
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[50, 54]. Az EGFR is eléfordul ezekben a strukturakban, és potencialisan ugyanazt a talélési
jelatvitelt képes elinditani. Ezen feliil az EGFR és a 1 integrin- kozotti kolcsonhatas fokozza
a tumorsejtek levalasat a tumorrol, azok motilitasat és attétképzo képességét. Ezt ugy éri el,
hogy az EGFR leszoritja a tenzin-3-at a Bl integrin citoplazmatikus régidjardl, ami az aktin
citoszkeleton depolimerizacidjahoz vezet [55, 56]. Munkacsoportunk egy korabbi
koézleményében kimutatta, hogy az EGFR fokozza a 1 integrin expresszidjat. Megallapitottak,
hogy a Bl integrin és az EGFR magasabb expresszidjanak hatasara csokken az EGFR
homoasszociacié és novekszik az EGFR- 1 integrin heteroasszociacid, tovabba ez a jelenség
hozzajarul a GBM sugarrezisztenciajahoz az AKT antiapoptotikus jelatviteli Utvonal
asztrocitomakban fokozodik, ezért prognosztikai paraméterként hasznalhato, mely
megbizhatobb, mint az interakcidban résztvevé molekulak expresszios szintje [57]. Az a5
integrin a Bl integrin gyakori dimerizacids partnere, az altaluk alkotott dimer az egyik

fibronektin receptor, mely hasonl6 szerepet jatszik a GBM kemoterapia rezisztenciajaban [51].

Forster rezonancia energiatranszfer

Az 1960-as évek végétdl kezdve a Forster rezonancia energiatranszfer (FRET) fokozatosan
népszerll eszkozzé valt a makromolekuldk kozotti interakciok meghatarozasara és
Osszehasonlitasara. Erre az 1-10 nm-es tavolsag tartomanyban erds tavolsag fliggése teszi
alkalmassa még olyan optikai eszkdzokben is, amelyek egyébként a diffrakcié miatt kisebb
felbontoképességre korlatozodnak [58]. Még a felbontasi hatart egyre lejjebb és lejjebb szorito,
rohamosan fejlddd szuperrezolucios technikak mellett is rengeteg hely maradt a FRET szamara
[59].

A FRET fizikdja

A FRET egy titkozésmentes, erdsen tavolsagfiiggd fotofizikai folyamat. FRET sordn egy
gerjesztett fluoreszcens molekula (donor) energiat ad &t egy megfeleld akceptornak, amely a
gyakorlati megfontolasok miatt altalaban szintén fluoreszcens tulajdonsagu. Az energiadtadas
nagy tavolsagi dipo6l-dipol csatoldsi mechanizmuson keresztiil nem radiativ modon (foton

keletkezése nélkiil) torténik (2. abra) [60].
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2. abra. A FRET jablonski diagramja
A gerjesztési energiat a donor és akceptor elektronjai nyelik el, ennek soran alapallapotb6l
gerjesztett allapotba keriilnek. A gerjesztett allapotbol alap allapotba fluoreszcencian keresztiil
a donor Kjyp), az akceptor Ksa) sebességi allandoval jut. A nem fluoreszcens relaxaciés modok
Osszességét a Knp) és a Kanfa) sebességi allandok jellemzik. FRET esetén a donor Kerer
valoszinliséggel az akceptornak adja at a gerjesztési energiat.

crer

kell lennie, valamint a donor emisszids spektrumdnak atfedésben kell lennie az akceptor
abszorpcios spektrumaval [61]. Minél nagyobb a spektralis atfedés a két molekula kozott, annal
kisebb a Forster-tavolsag (Ro), amelyet a donor és az akceptor azon tavolsagaként hataroznak
meg, amelynél a FRET hatékonysaga 50% (3. abra) [60].

A FRET hatékonysag (E) tavolsagfiiggése nagyon erés, mivel E a donor és akceptor kozotti R
tavolsag negativ 6. hatvanyatol fiigg (3. abra).
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3. abra. A FRET tavolsagfiiggése
Az E FRET hatasfok a donor és az akceptor R tavolsaganak fliggvényében. Az Ro az az adott
festékparra jellemzd tavolsag, ahol a FRET hatasfok 0,5.

A spektralis atfedésen és a donor-akceptor tavolsagon kiviil azok relativ térbeli orientacidja is
befolyasolja a FRET hatékonysagot. A legtobb bioldgiai mintaban azonban, ahol a fluoreszcens
molekuldk szabad mozgasa nem akadalyozott, a donor gerjesztett allapotanak ¢€lettartama alatt
a két molekula minden megfeleld orientaciot felvehet, ami a relativ orientacids tényezd
dinamikus atlagoldsahoz vezet, és egy allandot eredményez. A FRET csak a kozeli mezdben
fordul el6, amely az 1-10 nm-es tartomanyba esik [62]. Ha a donor és az akceptor kozotti
tavolsag kisebb, mint 1 nm, akkor kozottiik az energiadtadas nagy valdszinliséggel iitkdzésen
keresztiil torténik, mig ha a tavolsag eléri az Ro kétszeresét (szokvanyos donor-akceptor parok
esetén ez ~10 nm), akkor E 2% ala csokken ¢s a donor altal kibocsatott fotonemissziéo dominal

[60].

Mikroszkopos FRET mérési modszerek

A FRET mikroszkopiaban torténd mérésére szamos megkozelités 1étezik [63], az egyedi
molekula mérésektdl [64, 65] a tobb molekula atlagos tavolsagat leir6 megkozelitésekig,
melyek koziil sok nem igényel draga miiszereket, és/vagy nem roncsolja a mintat [60, 66, 67].
Ezek kozé tartoznak az intenzitas aranyokon alapulé modszerek, amelyeket a fluoreszcens
fehérje alapu, ismert donor/akceptor sztochiometriaval rendelkez6 bioszenzorok egyre boviilo
teriiletén lehet a legjobban alkalmazni [68], valamint az olyan kvantitativ mérési modok,

amelyek a donor/akceptor sztochiometriatol fiiggetlen, kalibralt FRET hatékonysagot
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eredményeznek [69]. Ezek koziil a fluoreszcencia élettartam-képalkotas (FLIM) természetébdl
adodoan kvantitativ modszert jelent, de fejlett miiszerezettséget igényel [70, 71]. A spektralis
atvilagitasra korrigdlt (3 sziir6és) FRET modszer egy koltséghatékony és sokoldalu
megkozelités, amely az &ramlasi citometridban ¢és a hagyomanyos fluoreszcencias
mikroszkopiaban is alkalmazhato. A szintén népszeri akceptor fotoelhalvanyitasos technikaval
[72, 73] ellentétben ez az eljaras time-lapse és 3D képelemzéssel egyiitt is alkalmazhato [69,
74].

A FRET mérési modszerek korldatai

A FRET mérés minden modszerének f6 korlatja a jel-zaj aranyban (SNR) keresendé. Az SNR
a jel véarhato értéke osztva annak szorasaval. Az Osszes mért fluoreszcencia-intenzitds zaja
tovabb terjed az abbdl szamitott FRET hatékonysag zajaba. Feltételezve a detektalt fotonok
képpontonkénti Poisson-eloszlasat A varhato értékkel, tovabba, hogy a szisztematikus zaj
elhanyagolhatd, akkor az SNR értéke VA, igy az alacsonyabb intenzitdsok varhatoan nagyobb
mértékben novelik a meghatarozott FRET hatasfok bizonytalansagat. Az alacsony SNR-rel
rendelkezd mintakat a fluoreszcens festékek kvantumhatékonysadganak és fotostabilitdsanak
javitasaval, hatékonyabb detektalassal [75], a FRET festékparok optimalizalasaval [76, 77],
valamint tovabbfejlesztett matematikai és statisztikai megkozelitésekkel [78-81] lehet FRET
analizisre alkalmassa tenni. A spektralis atvilagitasra korrigalt FRET modszer alkalmazasaval
altalaban akkor lehet kdvetkeztetni a meglévé molekularis kolcsonhatasokra, ha ~5%-0s vagy

annal nagyobb FRET hatékonysagot latunk, ami ~ R/Ro <1,6 esetén kdvetkezik be.

FRET mérés és az autofluoreszcencia

Az elérhetd6 SNR-t a sejtek autofluoreszcencidja 1is korlatozza. Mivel a sejtek
autofluoreszcenciaja jellemzdéen kevésbé erds a lathatd fény vords tartomanyaban, ezért
lehetdleg ebbe a tartomanyba esd donor-akceptor festékparokat érdemes haszndlnunk, mint
példaul az Alexa Fluor 546 - Alexa Fluor 647 [82]. Az autofluoreszcencia torzitd hatasanak
csokkentésére felhasznalhato az is, hogy annak spektruma viszonylag stabil, igy bevilagitasa a
FRET mérés optikai csatornaiba egy fliggetlen referencia csatorna értéke alapjan becsiilheto.
Ezt a modszer munkacsoportunk kordbban sikerrel vezette be aramlési citometrids FRET
mérésekre [83]. Leavesley és munkacsoportja tovabbfejlesztette a megkdzelitést a spektralis
unmixing bevezetésével [84], és kimutatta, hogy a mddszer alkalmazhatd a kompartmentalis

jelatviteli mechanizmusok vizsgalatara 3D spektralis képalkotas segitségével [75]. Egy masik,
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innovativ megkozelitésben Cardoso Dos Santos és munkatarsai kvantumdot-okat kombinaltak
fluoreszcens fehérjékkel a FRET méréshez, mikdzben a nativ fluoreszcenciat fluoreszcens
¢lettartam mikroszkopiaban idékapuzast alkalmazva kizartak [85]. Ez utobbi két megkdzelités

alkalmazasa azonban komoly technikai hatteret, specialis mikroszkopokat igényel.
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Célkituzések

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

A szignalizacids partnerek kozotti interakcio vizsgalatara kézenfekvo modszer a FRET mérés,
aminek pontossaga javithato a jelolési és mérési protokollok optimalizaldsaval, valamint a
megfeleld autofluoreszcencia korrekcio elvégzésével.

A FRET mérés diagnosztikai elterjedésének komoly gatjat képezi, hogy bizonyos mérési
eljarasok specialis miiszereket igényelnek, és jellemzden lassti a képalkotasuk. Ennek
megoldéasa lehet, ha a napjainkban robbanasszerlien fejlodd digitalis patologia eszkodztarat
felhasznalva egy automata, konfokalis teljes targylemez szkennerre implementaljuk a

megfeleld FRET mérési eljarast.

Ezek alapjan az alabbi célokat tiiztiik ki:
1. A Pannoramic Confocal patoldgiai szkenner képalkotasanak, kvantitativ mérésekre valo
alkalmassaganak vizsgalata.
2. A megfelelé autofluoreszcencia korrekcios eljaras kidolgozasa az intenzitas alapu
spektralisan korrigalt FRET mérésekhez.
3. A (digitalis patologidban megvalositott FRET mérés hagyomanyos konfokalis

mikroszkopos méréssel torténd dsszehasonlitisa.
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Anyagok és modszerek

A kiilon nem jeldlt vegyszerek a Sigma Aldrich termékei. Amennyiben masképp nincs

jelolve, az anyagok tarolasa 4 °C-on tortént.
Antitestek konjugalasa fluoreszcens festékkel

A Trastuzumab (Herceptin®) és Pertuzumab (Perjeta®) HER2 ellenes antitestek a Roche
termékei. A TS2/16.2.1 anti- B1 integrin (hibridoma: ATCC cat# HB-243); BIIG2 anti- a5
integrin (hibridoma: DSHB AB_528155); és ab528 anti- EGFR (hibridoma: ATCC cat# HB-
8509) antitesteket laborunkban allitottuk el hibridoma feliiluszobol. Ezeket egyes esetekben
direkt immunofluoreszcens jeloléshez Alexa Fluor 546 (ThermoFisher cat# A-20002) és Alexa
Fluor 647 (ThermoFisher cat# A-20006) monofunkcionalis aminreaktiv festékekkel
konjugaltuk, a festék gyartoi protokollja szerint. A jeldlt antitesteket Sephadex G50 (cat# 9048-

crer

ND-1000 spektrofotométerrel hataroztuk meg.
Fluoreszcens gyongyok PSF meghatarozasahoz

A PS-Speck gyongyoket (Thermo Fisher/Invitrogen cat# P7220) poli-L-lizin bevonata
fedolemezre tapasztottuk. A négyszogletes feddlemezeket (24 x 40 mm, Thermo Fisher)
acetonnal zsirtalanitottuk, poli-L-lizin (cat¥ P1666) oldatba helyeztik 2 orara, majd
megszaritottuk. A PS-Speck torzsoldatbol 2 pl-t mértiink 500 ul BSA VWR (9048-46-8) 1%-
os desztillalt vizes oldataba, ezt az oldatot automata pipettaval felvittiik a fedélemezre, majd
egy pipettaheggyel egyenletesen eloszlattuk. Ezt kovetden hagytuk a feddlemezt ujra
megszaradni, majd Mowiol antifade (0,1 M TrisHCI, pH 8,5, 25% (w/v) glicerin és 10%
Mowiol 4-88 Polysciences (cas# 9002-89-5)) segitségével targylemezhez rogzitettik. A
Tetraspeck 0,5 pm-es gyongyok (Thermo Fisher/Invitrogen cat# T7281) esetében ugyanigy

jartunk el, azzal az eltéréssel, hogy itt nem volt sziikség poli-L-lizin bevonatra.
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Sejtkultira és fluoreszcencias jelolés

Mintak dekonvolucio teszteléséhez

Az A172 glioblasztoma sejteket (ATCC cat# CRL-1620) 10 % FBS-sel (fotalis borju szérum,;
VWR: FB-1090/500) kiegészitett DMEM tapoldatban (Dulbecco’'s Modified Eagle's Medium;
4,5 g/l gliikkoz, 3,7 g/l NaHCO, tartalommal, pH 7,35) ThermoFisher (cat# 12800082) , 37 °C-

on, 5 % CO2 mellett, parasitott inkubatorban 2 napon at sterilizalt 25 mm atmérdji kerek iiveg
feddlemezeken (0,17 mm vastagsadg) tenyésztettilk. A sejtkultira immunfluoreszcencias
jelolése eldtt 20 perccel 100 nM Mito Tracker Red-et (Thermo Fisher cat# M7512) adtunk 10
% FBS-sel kiegészitett DMEM-ben a sejtekhez. A sejteket jégen 3-szor mostuk 4 mM gliikozzal
kiegészitett HEPES (20 mM HEPES (N-2-hidroxietilpiperazin-N'-2-etanszulfonsav); pH 7,2;
120 mM NaCl; 5 mM KCI; 1 mMCaCly; 1,5 mM MgSOs; 5 mM Na-piruvat desztillalt vizben
oldva.) pufferrel. Ezutan jégen 10 pg/ml HEPES pufferben higitott TS2/16.2.1 (81 integrin
ellenes) antitesttel 25 percig inkubaltuk a sejteket. Az els6dleges antitestet 3-szor 5 percig
glikozos HEPES pufferrel mostuk, a mintakat 3 percig acetonnal jégen fixaltuk, majd az
acetont szobah6n 3-szor HEPES-sel mostuk. Ezt kdvetden 25 percen keresztiil a mintakat
szobah6n 5 png/ml Alexa Fluor 647 konjugalt kecske anti-egér IgG-t (H+L), ThermoFisher (cat#
A-21235), 0,5 pg/ml DAPI-t Merck (D9564) és 0,5 pg/ml FITC-falloidint tartalmazé HEPES
pufferben jeldltiik. 3-szor 5 perces HEPES pufferes mosas utan a fed6lemezeket Mowiol

antifade segitségével targylemezhez rogzitettiik.

Kontaktlencsén novesztett tobbsejtrétegii 3D modell

A konjunktiva eredetli tobbrétegii sejtkulturakat a [86, 87] hivatkozasokban részletesen leirtak
szerint hoztuk létre (etikai engedély szama: 1X-R-052/00016-28/2012). A sejteket hordozo
kontaktlencséket felszallo aceton sorban (10, 20, 40, 70 és 100%) fixaltuk, majd PBS-sel
mostuk. A mintat 2% BSA-t és 0,1% Triton X-100-at (cas# 9036-19-5) tartalmazo PBS-sel 1
oran keresztiil permeabilizaltuk és blokkoltuk, majd 90 percen keresztiil inkubaltuk a kovetkez6
primer antitestekkel: 20 pg/ml Alexa Fluor 647 anti-citokeratin 19 IgG Abcam (cat#
ab205446), EPR1579Y klon; 5 ng/ml tengerimalac anti-citokeratin 3 1gG Fitzgerald, (cat# 20R-
2642) és 5 nug/ml Cy3 konjugalt egér anti-vimentin Sigma Aldrich, (cat# C9080), V9 klon.
Haromszori PBS/0,05%-0s Triton X-100-zal torténé mosas utan a mintakat 1 pg/ml Alexa
Fluor 488 konjugalt anti- tengerimalac 1gG (H+L), ThermoFisher (cat# A-11073) antitesttel
jeloltiik 1 oran keresztiil, majd Gjra haromszor mostuk PBS/0,05%-0s Triton X-100-zal. A
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sejtmagokat 0,01 mg/ml DAPI-val a masodik mosasi 1épés soran jeloltiik. Végiil a mintakat
1%-o0s formaldehiddel Molar Chemicals (cas# 50-00-0) PBS-ben 10 percig fixaltuk,
leoblitettiik és Mowiol antifade segitségével a kontaktlencsét fedd- ¢és targylemez kozé

rogzitettiik. (A minta készitése tarsszerzok munkaja.)

Immunfluoreszcencids jelolés szuszpenzioban FRET méréshez

Az A172 glioblasztoéma (ATCC cat# CRL-1620) és SK-BR-3 emlérak (ATCC cat# HTB-30)
sejteket 10 % FBS-sel kiegészitett DMEM-ben, 37 °C-on, 5 % CO:; mellett, parasitott
inkubatorban 2 napon at T75-0s sejttenyészto flaskaban novesztettiik. A flaskat 4 mM gliikozzal
kiegészitett HEPES pufferrel 6blitettiik, majd 1 ml sterilizalt PBS-ben 0,5 g/dm? tripszinnel
(cat# 27250018) és 0,2 g/dm® EDTA-val (cat# 15576028) kezeltiik 5 percig 37 °C-on. A felvalt
sejteket Osszegytijtottiik és 5 percig 4 °C-on centrifugaban, 4 mM gliikdzzal kiegészitett HEPES
pufferben 200 g-n mostuk standard 15 mi-es centrifugacsében. A feliiliszot eltavolitottuk, az
iiledéket ujra szuszpendaltuk és 1 ml 1%-os formaldehid és HEPES-puffer keverékében 15
percig szobahOmérsékleten fixaltuk. A sejteket ismét 5 percig mostuk HEPES pufferben
ab528 antitesttel jeloltiik, az SK-BR-3 sejteket pedig ugyanilyen koriilmények kozott jeldltiik
trastuzumabbal, majd HEPES pufferrel centrifugaban 200 g-n mostuk. A masodlagos
fluoreszcencias jeloléshez az A172 sejteket kiilonbozo aranyban Alexa Fluor 546 konjugalt
kecske anti-egér IgG (H+L), ThermoFisher (cat# A-11030) vagy Alexa Fluor 647 konjugalt
kecske anti-egér 19G (H+L), ThermoFisher (cat# A-21235) antitestekkel jeldltiik, 6sszesen 10
pug/ml koncentraciéban. Az SK-BR-3 sejteket ugyanigy jeloltiik, kivéve, hogy kecske anti-
human antitesteket hasznaltunk: Alexa Fluor 546 konjugalt kecske anti-human IgG (H+L),
ThermoFisher (cat# A-21089; Alexa Fluor 647 konjugalt kecske anti-human IgG (H+L),
ThermoFisher (cat# A-21445). A 30 perces szobahémérsékleten torténd inkubaciot kdvetden a
sejteket a korabban leirt médon mostuk, majd az tiledéket 150 pl 1% formaldehidet tartalmazo
HEPES pufferben Gjra szuszpendaltuk. A nem jeldlt kontrollokat ugyanezzel a protokollal, de
az antitestek elhagyéséaval készitettiik. A Protein G-vel bevont gyongyok (Bangslabs Protein G
Antibody Binding Beads cat# 554) jelolése hasonlo protokollt kdvetett, de az els6 fixalasi 1épés
alkalmazasa nélkiil. A primer antitestek koncentracidja ebben az esetben 100 pg/ml volt.
Minden mintabdl (sejtek és gyongyok) 20 pl-t sszekevertiink 20 ul Mowiol antifade-del.
Ebbdl a keverékbdl 30 pl-t egy Superfrost liveg targylemezre pipettaztunk, és acetonnal
tisztitott 12 mm atmérdjli, kerek liveg feddlemezzel (0,17 mm vastagsag) fedtik le. A

targylemezeket egy éjszakan at szobahémérsékleten szaritottuk, majd 4 °C-on taroltuk. A
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targylemezekrol Zeiss LSM 880 1ézerpasztazd mikroszkoppal készitettiink felvételeket. A

maradék mintaszuszpenziokat ACEA NovoCyte RYB aramlasi citométerrel mértiik.

Adherens sejtek fluoreszcencids jelolése FRET méréshez

Az A172 glioblasztoma (ATCC cat# CRL-1620) és SK-BR-3 emlérak (ATCC cat# HTB-30)
sejteket 10 % FBS-sel kiegészitett DMEM-ben, 37 °C-on, 5 % CO:; mellett, parasitott
inkubatorban 2 napon 4t 12 mm atmérdjii kerek iliveg feddlemezeken tenyésztettiik. A
feddlemezeket a sejttenyésztd médiumbol parafinnal bevont jéghideg fémfeliiletre helyeztiik,
¢s 4 mM gliikozzal kiegészitett HEPES pufferrel mostuk 5 percig. A sejteket 4°C-on 15 percig
fixaltuk 1 %-o0s formaldehiddel HEPES-pufferben, majd szobahdmérsékleten haromszor
mostuk HEPES-pufferrel (2, 3 és 7 percig). Minden ezt kdvetd 1épést szobahdmérsékleten
végeztiink. A direkt jeloléshez a sejteket donor és akceptor festékekkel konjugalt antitestekkel
jeloltiik, mindkettdt 20 pg/ml végkoncentracidoban alkalmaztuk, 2% BSA-t tartalmazé HEPES
pufferben 30 percig, a kovetkez6 kombinaciokkal: ab528-Alexa Fluor 546 + BlIIG2-Alexa
Fluor 647; ab528-Alexa Fluor 647 + BI1G2-Alexa Fluor 546; ab528-Alexa Fluor 546 + TS2-
Alexa Fluor 647; ab528-Alexa Fluor 647 + TS2-Alexa Fluor 546. Az Intermolekularis FRET
mérések pozitiv kontrolljaként az ab528-Alexa Fluor 546, BIIG2-Alexa Fluor 546 és TS2-
Alexa Fluor 546 primer antitesteket ugyanigy hasznaltuk, 20 pg/ml végs6 koncentracidban.
Ezutan a jelolési 1épés utan a sejteket ismét haromszor (2, 3 és 7 percig) mostuk HEPES
pufferrel. Ezt egy hasonlo jeldlési ciklus kovette a primer ellenanyaghoz megfelelé 10 pg/ml
Alexa Fluor 647 konjugalt kecske anti-egér (ThermoFisher cat# A-21235), vagy anti-patkany
(ThermoFisher cat# A-21247) 1gG (H+L), masodlagos ellenanyaggal, amelyet 2% BSA-t
tartalmazé HEPES-ben higitottunk és 30 percig hagytunk a mintdn. Az utolsé mosast 1 %-0s
HEPES pufferben 1évé formaldehidben torténd 15 perces fixalas kovette, majd Mowiollal
Superfrost targylemezekre torténéd rogzités. Egyszeresen jelolt és nem jelolt kontrollokat is
készitettlink a korrekcios faktorok és az emisszids spektrumok meghatarozasahoz.

A trastuzumab-pertuzumab jel6lésre alapuld intramolekularis FRET mintakat a fenti direkt
jelolési protokolban leirtak szerint készitettiik a kovetkezd antitest kombinaciokkal:
trastuzumab-Alexa Fluor 546 + pertuzumab-Alexa Fluor 647; pertuzumab-Alexa Fluor 546 +
trastuzumab-Alexa Fluor 647.

A fagyasztva metszett N87 sejtvonal eredetli mintak egy kezdeti PBS + 0,05% Triton X-100-at

tartalmazo6 rehidracios 1épést leszamitva szintén ugyanezzel a protokollal késziiltek.
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Lézerpasztazo konfokalis mikroszképia

Minden konfokalis mikroszkopos mérésiinket egy LSM 880 1ézerpasztazd konfokalis
mikroszkoppal (Carl Zeiss GmbH, Jena, Németorszag) végeztiik, egy 40x C-Apochromat
vizimmerzids objektiv (NA=1,2, cikkszam: 421767-9971) segitségével.

Fényhatékonysag és nagyméretii 3D mintdik ésszehasonlito mérései

A fényhatékonysag 6sszehasonlito méréseit, valamint a nagyméreti 3D mintak 6sszehasonlito
mérését konfokalis 1ézerpasztazo mikroszkoppal végeztiik. A DAPI gerjesztése 405 nm-en, az
Alexa Fluor 488-¢ 488 nm-en, a Cy3-¢é 543 nm-en és az Alexa Fluor 647-é 633 nm-en tortént.
A fluoreszcencia emissziot egy 32 elemii GaAsP detektor segitségével spektralisan felbontottuk
¢s optimalizaltuk a detektalas hullimhossz tartomanyait ugy, hogy szekvencialis gerjesztés
mellett minimalis legyen a csatornak kozotti atvilagitas. Minden felvétel esetében Nyquist
szerinti optimalis mintavételezést alkalmaztunk, a konfokalis apertara pedig teljesen nyitott,

vagy 1 Airy egység volt.

Autofluoreszcencia karakterizdldsa

A mérések soran a konfokalis apertira 1 Airy egység volt, a pixelméretet pedig 100 nm-re
allitottuk be (Nyquist-alapu optimalis mintavételezés). Az autofluoreszcencia spektralis
felbontasahoz a festetlen sejtek emissziojat a mikroszkop 32 elemii GaAsP spektralis detektoran
oldottuk fel 8,92 nm-es 1épésmérettel. Szekvencialisan 488, 543 és 633 nm-es 1ézer gerjesztés

mellett is felvettiik a spektrumokat.

FRET mérések

A FRET mérésekhez a mikroszkdpot sorpasztazod tizemmodban hasznaltuk, és az Osszes
fluoreszcens emisszios csatornat a miszer 32 csatornas GaAsP detektoraval egyidejiileg
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 lézerfénnyel 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.
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Aramlasi citometria

Az aramlasi citometrias fluoreszcencia- és FRET méréseket NovoCyte RYB (Acea Biosciences
/ Agilent, Santa Clara, CA) citométerrel végeztiik. Az autofluoreszcencia méréséhez a miiszer
elére meghatarozott FITC-H csatornajat 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 a PE-Cy5 mPlum-H (561 nm gerjesztés és 650-670 nm detektalas); az
akceptor csatorna az 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. A kapuzott FRET mintakat CSV formatumba exportaltuk, a FRET-
szamitasi képleteket (lasd alabb) MS Excelben alkalmaztuk, majd az Gjonnan létrehozott FRET

adatokat vizualizalas céljabol visszaimportaltuk az FCS Express-be.

A Pannoramic Confocal vizsgalata

A pontkiterjedési fiiggvény meghatdrozdsa és dekonvolucio

A Pannoramic Confocal konfokalis pontkiterjedési fiiggvényét PS Speck gyokkel hataroztuk
meg. A mikroszkop minden csatorndjdban 20x és 40% objektivvel is 100 szeletet készitettiink
200 nm-es Z-1épéskozzel. A PSF szimmetriaeloszlasi térképét és az elméleti PSF méreteit a
PSFj Fiji plugin [13] segitségével allitottuk eld6. A PSF szimmetriajat a legkisebb és a
legnagyobb lateralis, félmagassdgnal mért atmérdk (FWHM, full width at half maximum)
aranyaként hataroztuk meg. A mért képekbdl a PSF létrehozasahoz a Huygens szoftvert (SVI,
NL) hasznaltuk. Minden csatorndban 25 gyongydt vagtunk ki és atlagoltunk, majd az atlagolt
gyongyokbdl l1étrehoztuk a PSF-et. A bioldgiai mintdkat 100%-o0s gerjesztési intenzitassal és
20 ms expozicios iddvel vettiik fel a DAPI-csatornaban, és 200 ms expozicios iddvel minden
mas csatorndban. A dekonvoluciot a Huygens Classic Maximum Likelihood Estimation

(CMLE) algoritmussal végeztiik, maximum 50 iteraciora korlatozva azt.

A targyasztal stabilitasanak és relokalizdacios pontossdgdanak mérése

Az 500 nm atmérdjii TetraSpeck gyongyoket a Pannoramic Confocal widefield képalkotési
modjaban vettiilk fel. A stabilitas vizsgalatahoz 120 percen keresztiil percenként képeket
vettiink fel ugyanarrol a latotérr6l. A relokalizdcids pontossag méréséhez 10-10 képet

készitettiink Gigy, hogy minden kép rogzitése utan elmozditottuk a targyasztalt egy latotérnyit,
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majd visszaléptettiik a helyére. Ezt a muveletsort mindkét transzlacios tengely mentén mindkét
iranyban elvégeztiik. Minden esetben 15 gyongy mozgasat kovettiik a TrackMate Fiji plugin
[88] segitségével.

A megvilagitas homogenitisanak mérése

A megvilagitas homogenitasat kék fluoreszcens referencia targylemezeken mértiik (Ted Pella,
Redding, CA, USA, Fluor-Ref, Prod#: 2273). A 20x objektiv esetében a DAPI, FITC, TRITC
¢s Cy5 csatornakat a kovetkezd expozicios idokkel és gerjesztési intenzitasokkal képeztiik le:
20 ms / 4%; 20 ms / 70%; 100 ms / 100%; 20 ms / 50%. A 40x objektiv esetében a vonatkozo
adatok a kovetkezOk voltak: 20 ms / 8%; 40 ms / 100%; 300 ms / 100%; és 60 ms / 100%.

Minden csatorndhoz 20 képet rogzitettiink és a zaj csokkentése érdekében atlagoltuk azokat.

A mérési linearitis meghatdarozdsa

A miszer intenzitds valaszanak linearitasat InSpeck green linearitas kalibracios gyongyokkel
(ThermoFisher, cat# 114785) mértik. Az InSpeck green hat kiilonb6z6 intenzitast
gyongypopulaciot tartalmaz, melyek intenzitds aranyait ismerjilk. A gyongyoket 15
fokuszsikban, egymastol 1,2 um nagysagu lépéskozzel mértiik. Az expozicidos id6 és a
gerjesztési teljesitmény 160 ms, ill. 100% volt a TRITC csatornaban widefield tizemmodban,
¢s 20 ms ill. 4% a FITC csatornaban konfokalis iizemmodban. A csatornak valtasa a két
tizemmod kozott azért volt sziikséges, hogy a teljes intenzitdstartomanyt azonos expozicios
idovel és megvilagitassal lehessen leképezni. Az elkésziilt felvételeken atlagolt intenzitasu Z
projekciot végeztiink, majd az atlagos hatteret kivontuk. Az egyes gyongyok intenzitasat Fiji
programban megmértiik, majd a mért értékeket atlagoltuk mind widefield, mind konfokalis

képalkotasi modban.

A szenzitivitdas meghatdarozdsa

A miszer érzékenységét QIFIKIT kalibraciés gyongyokkel hataroztuk meg. A készlet 5
gyongypopulaciot tartalmazott, amelyek feliiletére kiilonboz6 szamt (2200; 14000; 48000;
169000; 724000) egér 1gG antitestet konjugaltak. 30 ul QIFIKIT gyongyot szortercsében, 20
egér IgG-vel (H+L), ThermoFisher (cat# A-32723) HEPES pufferben jeldltiink. Ezt kovetéen
centrifugaban 300 g -n HEPES-sel mostuk a mintat. A feliiliszot eltavolitottuk, majd a
gyongyoket 100 ul HEPES pufferben Ujra szuszpendaltuk, ezt a szuszpenzidt egy éjszakan
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keresztlil targylemez feliiletére szaritottuk, majd Mowiollal fed6lemezt rogzitettiink a
targylemezhez. A mintar6él 100%-os gerjesztési intenzitassal és 20 ms expozicids iddvel
widefield moddban, illetve 600 ms expoziciés idOvel konfokalis modban felvételeket
készitettlink. A hattér kivonasa utan widefield médban 1190 gyongy, konfokalis médban 3196

gyongy intenzitasat hataroztuk meg Fiji programban, majd a mért értékeket atlagoltuk.

A fényhatékonysdag meghatdarozdsa

A gerjesztési intenzitasokat az optikai ut tobb pontjan is meghataroztuk egy Thor Labs s170C
mikroszkopos targylemez formatumu fényteljesitmény-mérdvel, 365, 488, 543 és 633 nm-t
beallitva a DAPI, FITC, TRITC és Cy5 csatornak esetében. Az objektiveken és az Aurox cc88
forgd lemezén bekovetkezo fényveszteséget MS Excelben szamitottuk Ki. Az emmittalt fény
detektalasi hatékonysaganak meghatarozasdhoz FocalCheck fluoreszcencia mikroszkop teszt
lemezek (Thermo Fisher/Molecular Probes cat# F36909) 1 um atmérdji gyongyeit hasznaltuk.
A gyongyokrdl a Pannoramic Confocallal és referenciaként a Zeiss LSM 880 mikroszkoppal
200 nm-es Iépéskodzzel harminc fokuszsikot vettiink fel. A felvételeken Z projekciot végeztiink,
majd levontuk a hatteret és meghataroztuk a gyongyok atlagos intenzitdsat. Ezeket az atlagos

intenzitasokat dsszehasonlitottuk a kiilonb6z6 mikroszkopok és képalkotasi modok kozott.

Standard targylemezek készitése FRET méréshez

A standard targylemezek létrehozasdhoz 5 pl fluoreszcens festékkel konjugalt antitest oldatot
45 pl oldoszerben higitottunk, amely 30% ban tartalmazott 1 m/m% BSA-t PBS-ben és 70%
Mowiol-t. Ebbdl a higitott ellenanyagbol 30 pl-t pipettaztunk egy targylemezre, és acetonnal
tisztitott 12 mm atmérdjii, kerek tiveg fedélemezzel (0,17 mm vastagsag) fedtiik le. A mintakat
egy ¢jszakan at szobahdmérsékleten szaritottuk, majd ezt kovetden 4 °C-on taroltuk. A
miiszerhattér meghatarozasahoz nem fluoreszkalo targylemezt készitettiink igy, hogy az 5 pl

antitest-konjugatumot ugyanolyan mennyiségii 1 m/m%-0s BSA-val helyettesitettiik PBS-ben.

Képelemzés

Minden képelemzés a Fiji [89] program segitségével tortént. A korabban a laboratéoriumunkban
a hagyomanyos intenzitas alapt, spektralisan korrigalt FRET mérés kiszdmitasara 1étrehozott
plugin-t atirtuk ugy, hogy pixelenkénti autofluoreszcencia-korrekciora is alkalmas legyen,

valamint, hogy nagyobb képhalmazok teljesen automatikus feldolgozasat tegye lehetévé és
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kompatibilis legyen az ImageJ 2.0-val. Az 4j plugin a Fiji-n beliil a FRET Imaging frissitési

oldalan keresztiil érhetd el.

Pixelenkénti autofluoreszcencia korrekcios algoritmus

A pixelenként korrigalt FRET hatasfok kiszamitdsdhoz négy fluoreszcencias csatorndra van
sziikségiink: Az lo egy segédcsatorna, amiben az autofluoreszcencia intenzitasat mérjik. Az
altalunk végzett kisérletekben erre a donor csatorndhoz viszonyitva alacsonyabb hullamhossza
gerjesztést alkalmaztunk. Az Iy a donor csatorna, ami spektralisan megfelelé a donor festék
detektalasara. Az I, a transzfer csatorna, amelyben a donor festéknek megfeleld gerjesztés
mellett detektaljuk az akceptor emissziojat. Az Iz az akceptor csatorna, ahol az akceptornak
megfeleld hullimhosszu fénnyel gerjesztiink, és az akceptor emissziojat detektaljuk. Ez a
spektralis elrendezés alkalmassa teszi a modszert Alexa Fluor 488 / 546 és Alexa Fluor 546 /
647 vagy hasonl6 tulajdonsagu festékparok kozotti FRET mérésre.

A kiértékelés soran az elsd 1épés minden esetben a miiszer hattér levonasa. Ennek méréséhez
egy olyan targylemezt hasznaltunk, aminek mind a 4 csatorndban elhanyagolhat6 a
fluoreszcencidja.

Az 3-6. egyenletek leirjak, hogy milyen komponensekbdl tevodnek Gssze a mérések soran
hasznalt fluoreszcencia csatornakban detektalt intenzitasok. Az AF az autofluoreszcencia az lo
csatornadban. Az Ip és az la a FRET nélkiili donor, valamint az akceptor intenzitdsa a sajat
csatorndjukban mérve. Az egyenletek tovabbi komponensei kalibracios faktorok, amelyeket

keésobb fejtiink ki részletesen.

IO=AF+ID(1—E)-55+IA-56+ID-E-a-j—z ©)
11=AF-Bl+ID(1—E)+IA-S4+ID-E-a-z—: (4)
Lb=AF By +I,(1—E)-S;+1,- Sy +1p E -« (5)
13=AF-B3+ID(1—E)-S3+IA+ID-E-a-i.epsR (6)

Az epsR (7. egyenlet) a donor és akceptor festékek egymads gerjesztési hullamhosszan mért
molaris abszorpcids egyiitthatdinak szorzata, osztva a sajat gerjesztési hullamhosszukon mért
molaris abszorpcids egyiitthatokkal. Ez a legtobb jol hasznalhaté festékpar esetében
elhanyagolhato.
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Az S1, S3 és Ss donor festékre jellemzo atvilagitasi faktorokat a csak donor festéket tartalmazo

minta felhasznéldsaval hatarozzuk meg a 8-10. egyenletekben leirtak szerint.

LB B

=5 (8) S3= 15 9)
1 1
Iy

S5 = iz (10)
1

Az Sy, S4 és S akceptorra jellemzo atvilagitasi faktorokat a csak akceptor festéket tartalmazé

mintan hatarozzuk meg (11-13. egyenlet).

14 1P
S, = ,iA (11) Sy = ,iA (12)
3 3
I§
S6 = I_A (13)
3

A By, B2 és B3 értékek az autofluoreszcencia atvilagitasat mérik, ezeket jeloletlen sejtes

mintakon (NI) hatarozzuk meg (14-16. egyenlet).

B I{Vl INl

2

B, = W (14) B, = W (15)
0 0
13"

B; = ITl (16)
0

Az o paraméter korrigalja az akceptor és donor Qa és Qp kvantumhatékonysaganak, illetve na
és np detektaldsi hatékonysaganak eltérését. Meghatarozasahoz egy csak donor és egy csak

akceptor festéket tartalmazo minta sziikséges (17. egyenlet).

4 By Lp ¢
—Q_An_Azi_D_D_D (17)

a = D
Qp Mp I3 Bap Lap €4

Ha sejtes mintakat haszndlunk erre a célra, a donor és akceptor festékkel jelolt molekulak
expresszios szintjének allandonak kell lenniiik. Ideélis esetben ugyanazt az epitopot hasznaljuk,
amelyet egyszer donor és egyszer akceptor jeldlt antitesttel jeloliink meg. Az 1P és az I4
paramétereket ezeken a mintakon mérjiik, és legaldbb 5-10 felvétel atlagolasa sziikséges a

megfeleld pontossag eléréséhez. Az Lp és La a donor ¢és akceptor festékek atlagos szama
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antitestenként. A Bp és a Ba a donor és akceptor konjugalt antitest altal jelolt receptorok atlagos
szama sejtenként. Az ep és ea a donor €s akceptor festék molaris abszorpcids koefficiense a
donor gerjesztés hullaimhosszan. Az a standard targylemezek segitségével is meghatarozhato,

ebben az esetben a Bp és a Ba paraméterek a donor és akceptor konjugalt antitestek molaris

crcr

A FRET hatésfok a donor és akceptor antitesttel jelolt mintdn mért intenzitdsokbol a 18.
egyenlet szerint szamolhato
A

E = (18)
a"(epSR—1)'[321054"'311256 +11 (Sz _3256)_311052 —1254]+A

ahol az

A = Sy{Byly + 1,8, + 135, — S;(Bzly + 11S3) + B11(S283 — S1) + (B3ly — 13)S5:S, +
(Bs3ly — B113)(S385 — 51S¢) + I[B1S5 — B3S4Ss + B3Sg + S3(S4 — B1Se) — 1] —

B, (1S5S4 + I3(Sg — S455) + 11(Ss — S356)1} (19)

A FRET hatésfok ismeretében a valos (FRET hidnyéaban, spektralis atfedések nélkiil mérhetd)
donor, akceptor és autofluoreszcencia intenzitast a 20-22. egyenletnek megfeleléen

szamithatjuk ki.

1 10'B1—11
= 2
Ip 1-E By-Ss—1 (20)
Iy:B3—11"B3'Ss+13'(B1-Ss—1
IA=031353(15) (21)
By-Ss—1

11-S5—1,

AF = 12520 (22)
B1'55—1
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A FRET pixelenkénti autofluoreszcencia korrekcid nélkiil is kiszamithato, ebben az esetben
ugyanazokat az egyenleteket hasznaljuk fel, de az Ss, S¢ és B faktorok értéke 0, igy a 18. és a
19. egyenlet a 23. egyenletté egyszerlisodik. Ha nem torténik autofluoreszcencia-korrekcio,
akkor minden csatornabdl csak a miiszer hatterét vonjuk ki (nem autofluoreszcencia korrigalt
kiértékelés). Lehetdség van tovabba arra, hogy jeldletlen mintdkon meghatdrozzuk az atlagos
autofluoreszcencia intenzitast az Iy, I2 és I3 csatorndkban, majd ezeket az értékeket mindharom
csatornabol konstansként levonjuk. Ez a kordbban mar alkalmazott mddszeriink, amihez a
kiértékeld program elsé valtozatat fejlesztette munkacsoportunk [74], ezt a modszert atlagos

autofluoreszcencia korrekcidnak nevezziik.

S2(I1S1+1353—S211S3—1351S4+135354,—13)
a-(epSR—l)-(IlSz —1254_)+52 (1151 +I352 —521153 —135154+125354—12)

(23)
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Eredmények

I. A Pannoramic Confocal automata patologiai szkenner tesztelése

A Pannoramic Confocal egy automata konfokalis patologiai szkenner, amely potencialisan
alkalmas lehet molekularis interakciok gyors €s automatizalt vizsgalatara. Ennek feltétele, hogy
képalkotas soran térben stabilan tartsa a mintat, lehetdleg magas fényhatékonysaggal
rendelkezzen, intenzitas valasza linearis legyen és elég érzékenyen detektaljon alacsony

expresszios szintli fehérjéket is.

I.1. A Pannoramic Confocal excitdcidos teljesitményének és fényhatékonysdaganak vizsgalata
A Pannoramic Confocal excitacios fény teljesitményét megvizsgaltuk 20x és 40x objektivvel
a forgo lemez nélkiil, és konfokalis mdédban is. A legmagasabb fényerét a TRITC csatorndban
mértiik (2. tablazat), a kamera maximalis kvantumhatasfoka szintén a TRITC csatorna
hullamhossz tartomadnyaba esik, ezek alapjan kovetkeztethetiink arra, hogy a mikroszkop

detektalasi érzékenysége a TRITC csatornaban a legnagyobb.

maximum excitaciés fény intenzitds (mW)
20x objektiv 40x objektiv
Csatorna
widefield konfokalis widefield konfokalis
DAPI 9,3 4,1 3,3 1,51
386/23 nm
FITC 69,3 31,1 24,1 11,2
475/28 nm
TRITC 92,1 41,5 31 14,2
550/88 nm
Cy5 62,1 27,4 21,3 9,9
650/13 nm

2. tablazat Maximum excitacios fényintenzitas a minta sikjaban.

Megvizsgaltuk a kiilonboz6 optikai komponenseken mérhetd fényhatasfokokat is (maradék
teljesitmény/bemend teljesitmény) (3. tablazat). A kiillonb6zo optikai elemek fényhatasfoka
enyhe hullamhossz fiiggést mutat. A forgd lemezen a fény 44-47% -a jut at. A 20x objektiv
fényhatékonysaga 91-98%, a 40x objektiv esetében ez csak 32-34%, feltehetden a nagyobb

szamu optikai elemnek betudhatoan.
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excitacios fény intenzitas (maradék/bemend %)
konfokalis egység utan objektiv utdn
Csatorna
20x objektiv 40x objektiv 20x objektiv 40x objektiv
DAPI 44,2% 46,0% 91,3% 32,3%
FITC 44,9% 46,5% 97,6% 34,0%
TRITC 45,1% 45,8% 93,9% 31,6%
Cy5 44,1% 46,6% 92,8% 31,8%

3. tablazat A konfokalis egység és az objektivek transzmisszidja.

A teljes optikai rendszer fényhatékonysagat is vizsgaltuk és dsszehasonlitottuk egy Carl Zeiss
LSM 880 mikroszkopon hasonl6 koriilmények kozott mért értékekkel (4. tablazat). Szamitott
widefield modban a valos widefield modban (eltavolitott forgé lemez) mérhetéhoz képest az
intenzitas 29-36 %-a maradt meg azonos expozicios idé mellett, mig konfokalis moédban ez az
érték 4,1%-4,3 %. A referenciaként hasznalt LSM 880 mikroszkop esetében a nyitott konfokalis
apertiraval késziilt felvételeket tekintettiik a Pannoramic Confocal widefield modjaval
ekvivalensnek, mig az egy Airy egységre allitott diafragmaval késziilt képeket a Pannoramic
Confocal konfokalis iizemmodjaval. A referencia konfokalis mikroszkdp esetében az
intenzitasvaltozas nagyon hasonlé a Pannoramic Confocal estében mértekhez (3,3%-4,8%).
Megemlitendé ugyanakkor, hogy a konfokalis rekonstrukciohoz a Pannoramic Confocallal
mért intenzitdsok 4x-5x nagyobbak voltak a referencia mikroszkoppal mért értékeknél, igy jobb

SNR, vagy gyorsabb képakvizicio érheto el vele.

relativ fényhatékonysag kiilonb6z6 képalkotdsi médokban

Pannoramic confocal referencia: Zeiss LSM
880
Csatorna szamitott teljes latoteres / konfokalis / teljes 1 Airy egység diafragma
teljes latéteres [atoteres / nyitott diafragma
FITC 33,7% 4,3% 4,1%
TRITC 35,9% 4,2% 4,8%
Cy5 29,4% 4,1% 3,3%

4. tablazat A Pannoramic Confocal és Zeiss LSM 880 konfokalitasanak fényhatékonysaga.
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|.2. Konfokalis teljesitmény és dekonvoliicio

Meghataroztuk a Pannoramic Confocal pontkiterjedési fliggvényét 4 fluoreszcencia
csatornaban 20% és 40x objektivvel. Az 5. tablazatban bemutatjuk a mért PSF kiterjedését X;Y
és Z dimenzioban, valamint a szimmetria értékét ( tokéletes szimmetria= 1). Osszehasonlitasul

feltlintettiik egy konfokalis 1ézerpasztazo mikroszkdp (CLSM) elméleti értékeit.

20X . elméleti PSF (nm)
mért PSF (nm) (CLSM)
FWHM DAPI FITC TRITC Cy5 DAPI [FITC| TRITC | Cy5

X 749 £103 | 733 +88 846 £85 | 842+112
267 | 330 | 365 |423

Y 579 + 82 716 £ 84 831 +44 866 + 46
Z 1689 + 1689| 4103 £ 244 | 4749 +£ 288 | 4836 =367 | 1150 {1420 1570 |1810
szimmetrial0,852 + 0,01/0,871 + 0,04/0,899 + 0,03|0,931+0,01| 1 1 1 1

40X . elméleti PSF (nm)
mért PSF (nm) (CLSM)
FWHM DAPI FITC TRITC Cy5 DAPI [FITC| TRITC | Cy5
X 529+£10 | 586=+13 702 +£ 19 611+24

184 | 218 | 252 | 282

Y 363+18 | 423+20 | 439+24 592+ 12
Z 1640 + 108 | 2326 +72 | 2560+ 145 | 2649+ 54 | 699 | 829 | 959 1070
szimmetrial0,673 + 0,03/0,697 + 0,06(0,702 + 0,03(0,714 £ 0,02| 1 1 1 1

5. tablazat A Pannoramic Confocal mért PSF dimenzioi = SD 20x és 40x objektivvel, valamint egy
1ézerpasztazd konfokalis mikroszkop elméleti értékei.

A Pannoramic Confocal mért PSF értékei minden iranyban jelentdsen nagyobbak a konfokalis
leképezés elméleti értékeinél, valamint a szimmetria is jelentésen elmarad az optimalis 1-es
értektdl. A PSF tulajdonsagibol levonhatd az a kdvetkeztetés, hogy elméleti modellel nem
lehetséges a dekonvollcids algoritmusok futtatdsa a Pannoramic Confocallal készitett
felvételeken.

A mért PSF ortogonalis vetiiletein (4./a abra) szintén jol lathatdo az aszimmetria. A PSF
szimmetria térbeli eloszlasat vizsgalva (4./b abra), a PSF bar nem szimmetrikus, annak térbeli
eloszlasa homogénnek tekinthetd. A homogén szimmetria eloszlas megteremti a lehetdségét
annak, hogy csatornanként egy-egy empirikusan meghatarozott rendszer-PSF-et felhasznalva

elvégezhetd legyen a dekonvolucio.
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4. abra. PSF és dekonvoliucio
a, Mért rendszer-PSF ortogonalis vetiiletei.
b, A PSF szimmetridjanak térbeli eloszlasa.
c, Egy 15 pum atmér6jii feliiletszinezett fluoreszcens gyongy ortogonalis projekcidja
dekonvolucio eldtt és utan. A dekonvolucidhoz az a abran bemutatott PSF et hasznaltuk.
d, Z iranyu projekcid egy 4 csatornas 3 dimenzids konfokalis 1atotérrél a Pannoramic
Confocallal felvéve, dekonvoluciod elétt és utan.

A dekonvolucio teszteléséhez 15 pm atmérdji, feliiletiikkon fluoreszcensen festett gyongyoket

vizsgaltunk. A 4./c abrén egy ilyen gyongy ortogondlis projekcidja lathatd harom csatorna
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kompozit képén dekonvolucio elott és azt kovetden. A dekonvolucid a varakozasoknak
megfeleléen csokkentette a kép elmosodottsdgat, nagysagrendileg egy képpont vastagsag
gylrit eredményezve, ami kozel all a minta valdsagos fizikai struktirajahoz. Tovabbi tesztelés
céljabol dekonvoluciot végeztiink 4 fluoreszcens festékkel jelolt A172 sejtekrdl késziilt
felvételeken is. A 4./d abran ennek az eredménye lathatd Z irdnyu atlagintenzitas projekciot
kovetden. A gyongyokhoz hasonldéan ebben az esetben is javulast tapasztaltunk a kép
¢lességében, ezaltal nagyban javult a finomszerkezetli szubcellularis struktirak egymastol valod
vizualis elkiilonithet0sége. Az automatikus mérés kdzbeni dekonvolucids eljaras a mikroszkop

gyartdjaval kozos fejlesztés eredményeként elérhetd a mérdszoftver részeként.

1.3. A targyasztal stabilitasa és relokalizdcios pontossdga

A megfeleld mindségli digitalis targylemezek létrehozasdhoz elengedhetetlen eléfeltétel a
megfeleld stabilitdsu és precizitasi motorizalt targyasztal. A targyasztal stabilitasanak
vizsgalatdhoz 0,5 pm atmérdjii Tetraspeck gyongyokrdl percenként felvételeket készitettiink
120 percen keresztiil a 20x nagyitasu objektivvel. 15 gyongy mozgasat kovettiik Fiji TrackMate
plugin segitségével. Az elsé tiz percben enyhe mozgast tapasztaltunk az X és Y tengely mentén,
az elmozdulas nagysaga nem érte el egy pixel méretét (<325 nm). A mozgés megsziinésének

magyarazata lehet a beallo termalis egyenstly (5. abra).
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5. abra. Targyasztal stabilitasa
500 nm atmérdju fluoreszcens gyongyokrol percenként felvételeket készitettiink két oran
keresztiil. Az egyedi gyongyok kozéppontjanak mozgasat a sajat centralis pozicidjukhoz
hasonlitottuk. 15 gyongy X és Y tengely menti elmozdulasanak atlagat = SD abrazoltuk az
1d6 fliggvényében.

A mikroszkop relokalizacios pontossaganak meghatarozasahoz Tetraspeck gyongyokrol
felvételt készitettiink, majd tizszer oda-vissza mozditottuk egy-egy latotérrel a mintat, és
minden ciklus végén felvételt készitettiink. Az elkésziilt felvételeken Fiji TrackMate plugin
segitségével meghataroztuk az elmozdulést a megel6z0 ciklushoz képest. A mérést a sik mind
a 4 kitlintetett iranyaban elvégeztiikk. A 6. abran lathatd, hogy a relokalizacio pontatlansaga
minden esetben kisebb volt egy pixel nagysaganal, a hiba nagysaga mindig az elmozdulas

tengelyén volt nagyobb.
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6. abra. Relokalizaci6s pontossag
500 nm atmérdjii fluoreszcens gyongyokrdl szekvencidlisan 10 felvételt készitettiink ugy,
hogy két felvétel kozott egy latotérnyit oda-vissza mozgattuk a mintat. A kisérletet a
targyasztal mind a négy alap mozgési irdnyaban elvégeztik. Az egyedi gyongyok
kozéppontjanak elmozdulasahoz a kozvetlenill a mozgatas el6tt mért koordinatak adtak a
referenciat. 15 gyongy atlagat = SD abrazoltuk.

Méréseink alapjan a Pannoramic Confocal mintakezelése- mind id6ben, mind térben- elég

stabil jo mindségli digitalis targylemezek felvételéhez.

1.4. A megvilagitas homogenitdsa

Kvantitativ mérések végzéséhez, valamint a digitalis targylemez létrehozéasakor torténd
képosszeflizés jo milkodéséhez kelléen homogén intenzitas eloszlasu megvilagitd fény
sziikséges. A Pannoramic Confocal megvilagitasi fényerdsség eloszlasat Ted Pella fluoreszcens
targylemezeken widefield modban mind a 20x és a 40x objektivekkel megvizsgaltuk a hasznalt

négy fluoreszcencia csatornaban.
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7. abra. A megyvilagitas homogenitasa

a, Fluoreszcens homogén standard targylemez képe (20x objektiv, DAPI csatorna, teljes
latoteres mod)

b, Atlés intenzitas profilok a 4 6 fluoreszcencia csatornaban 20x objektiv.
¢, Atlos intenzitas profilok a 4 6 fluoreszcencia csatornaban 40x objektiv.

A megvilagitas kozéppontja nem esik egybe a rogzitett kép kdzéppontjaval (7./a abra), aminek
oka a mikroszkop specialis optikai rendszerében keresendd. A megvilagitds homogenitasa
mindkét objektiv esetében egyenetlennek tekinthetd, valamint enyhe hulldimhosszfliggést mutat
(7./b;c abra). Ezek alapjan levonhat6 a kovetkeztetés, hogy a megfelelé mitkodéshez korrekcios
eljaras hasznalata sziikséges. A mikroszkopban eredenddleg rendelkezésre allo szoftveres
korrekcids eljaras statisztikai alapu. Ez nagyszami, alul ateresztd sziirdn atengedett kép
atlagaval végzi a korrekciot és nagy teriiletii digitalis targylemezek esetén jo eredményt ad,
kiilonosen, ha nincsenek azokban kisfrekvencidji intenzitds ingadozasok (pl. valtozatos
szOvettani Osszetételek miatt). A tapasztalataink miatt bevezetésre keriilt egy masodik
korrekcids modszer is. Ennek alkalmazasakor egy homogén fluoreszcens mintarol
csatornanként, sziir6készlethez és objektivhez rendelten felvett ,,flat-field” képekkel végezziik
az intenzitas korrekcioét minden nyers képen, ill. konfokalis tizemmodban a két kamera-félen is

kiilon-kiulon. Ez a modszer alkalmas kisebb tertiletrdl és térben valtozatos mintakrol késziilt
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felvételek megfeleld korrekcidjara, valamint kvantitativ mérések esetén is megbizhato
eredményeket ad.

|.5. Linearitds és szenzitivitds

Ahhoz, hogy egy mikroszkoppal kvantitativ méréseket végezhessiink, az adott képpontban mért
intenzitasnak egyenes aranyossagban kell allnia az ott keletkezd fotonok szamaval. Ez a feltétel
kiilonosen fontos, ha a mért intenzitdsok aranyat vizsgaljuk, tipikusan ilyennek tekinthetéek
példaul az intenzitds alapi FRET mérések. Ahhoz, hogy ezeket a méréseket biologiailag
relevans mintakon is elvégezhessiik, a mikroszkopnak alacsony expresszios szintek mellett is

kelléen érzékenynek kell lennie.

a widefield konfokalis
3000 - 500 1

o 2400 400
= V:125-03X-4-2 y=434x-15
C 1800 - R®=0.9996 300 R?=0.9997
£
= 1200 200
-
_
g 600 - 100

0 . r r . ) o T T T T '

0 20 40 60 20 100 0 20 40 60 80 100
b relativ gydngy intenzitas
widefield konokalis
S0 1 120 1
l. Il. . 1v. V. l. 1. 1. 1. V.

(3] .
® 40 100
g 80 -
“ 30 1
Hel 60 A
& 20
c 40 -
S
. ﬁ‘h&_‘ ] "‘*/J\AAM—“‘—

0 . 0 .

150 1500 15000 150 1500 15000

gyongy intenzitds

8. dbra. Linearitas és szenzitivitas

a, A Pannoramic Confocal intenzitas valasza teljes latoteres és konfokalis moédban. InSpeck
green linearitds kalibracios gyongyokkel, 20x objektivvel mérve. Minden mérési pont 30
gyongy atlagintenzitasa =SD.

b, A Pannoramic Confocal szenzitivitasa widefield és konfokalis képalkotasi médban. A
teszteléshez QIFIKIT fluoreszcencia standard gyongyoket hasznaltunk, melyek 5
populacidban ismert szamu egér 1gG Fc fragmentumot hordoznak a felsziniikon, ezekhez
kotottiink Alexa Fluor-488 konjugalt masodlagos antitesteket. Teljes 1atoteres modban 1190
gyongyot, konfokalis médban 3196 gyéngyot abrazoltunk. Az Fc fragmentumok szama az 5
populacidban a kdvetkezo volt: 1:2200; 11:14000; 111:48000; IV:169000; V:724000.

A mikroszkop intenzitds valaszanak linearitdsat InSpeck green fluoreszcencia linearitas

kalibraciés gyongyok segitségével hataroztuk meg. A 8./a abran lathaté a miszer
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intenzitasvalasza linearis widefield és konfokalis modban is. Az illesztés josagat mutatd R2
paraméter 0,9996 a widefield, és 0,9997 a konfokalis képalkotasi modban.

A mikroszkop szenzitivitasinak meghatarozasahoz QIFIKIT gyongyoket hasznaltunk teljes
latoteres €s konfokalis modban (8./b abra). A QIFIKIT gyongydk 5 kiilonb6z6 intenzitasa
alpopulaciobol allnak, a mikroszkop mind az 5 alpopulacidt képes volt kimutatni mindkét
képalkotasi modban. A QIFIKIT gyongyok atlagos atméréje 10 um, hasonldéan egy atlagos
sejthez, igy feltételezhetjik, hogy a QIFIKIT-en kimutathato 2000 epitép / gyongy

fluoreszcensen jelolt sejtek esetében is hasonld nagysagrendi epitopsiiriiségnek felel meg.

1.6. Mérések nagy teriiletii és vastagsdagu mintdkon

A Pannoramic Confocal 3D-s képalkotasi képességeit egy kiillonosen kihivasokkal teli mintan
vizsgaltuk: egy kontaktlencse feliiletén ndvesztett, tobb sejtrétegbdl felépiild, limbalis
Ossejthiany transzplantacidos kezelésére szolgdld mintdn. A minta mezenchimalis jellegi,
vimentin pozitiv ,,taplald” sejtrétegbdl, valamint citokeratin 19 és citokeratin 3 pozitiv, eltérd
iranyba differencidlodé epitelidlis sejtekbdl all. Ezt a harom differenciaciés markert
immunfluoreszcenciasan jeloltiik, tovabba a magi DNS-t DAPI jeloléssel tettiik lathatova. A
negyed kontaktlencsérél konfokalis modban felvételt készitettiink a Pannoramic Confocallal a
minta teljes vastagsagaban, ami ebben az esetben 50 um volt, a kontaktlencse bedgyazas utan
is megmaradd gorbiilete miatt. A mintarol késziilt felvétel atlagos Z iranya leképzése a 9./a

abran lathato.
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1000 pm

9. abra. Multispektralis képalkotas nagy Kiterjedésii mintakon
Conjuctivolimbalis  biopsziabol novesztett tobbrétegli  sejtkészitmény egy negyed
kontaktlencse feliiletén. Vimentin: piros, 20 ms expozicids idd; citokeratin 3: z6ld, 40 ms
expozicids ido; citokeratin 19: kék, 20 ms expozicids idd; DNS: sarga, 300 ms expozicios id6.
25 konfokalis szelet keriilt felvételre 2 pm 1épéskdzzel, 20 nagyitast objektivvel. A digitalis
targylemez 1,14 cm?nagysagu, ami 63.100 exponalt 14totérbol épiil fel, a felvétel 7 6ra 18 perc
36 masodpercet vett igénybe. Osszesen 2 x 10%° voxelt tarolunk 16 bites formatumban egy
78,4 GB méreti MRXS Kkiterjesztésti fajlban. A kumulalt atlagos voxel id6, ami magaban
foglalja a digitalis targylemez 1étrehozasat is 0,97 s volt.
a, A teljes digitalis tdrgylemez z iranyu atlag intenzitds projekcioja.
b, Egy kiemelt konfokalis szelet.
C, A b résszel megegyez0 teriiletr6l késziilt felvétel Zeiss LSM 880 konfokalis mikroszkoppal,
40x viz immerzi6s objektivvel.

Egy kisebb teriiletet a 9./b abran kinagyitottuk a minta nagysaganak érzékeltetése miatt.
Referenciaként a 9./c &bran bemutatjuk a megegyezd tertiletr6l LSM 880 mikroszkoppal késziilt
konfokalis felvételt.

A 9./b;c dbran szerepld latotereket a 10. abran fluoreszcens csatornanként mutatjuk be. Minden
csatorna tartalmaz egy 20 pum hosszusagu savot, ami sejtmentes és magas intenzitasu sejtes
teriileten is athalad, ennek a savnak a normalizalt intenzitas profiljat mindkét mikroszkop

esetében feltiintettiik a képek alatt.
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10. abra. Térbeli lokalizacié
A 9./b;c abra egy teriilete csatornakra bontva. Vimentin: piros, citokeratin 3: zold, citokeratin
19: kék, DNS: sarga. A képek alatt a 20 um hossziisag normalizalt intenzitasprofilok a fehér
vonalakkal jeldlt teriiletekrél szarmaznak.

Az intenzitasprofilokat megvizsgalva a Pannoramic Confocal két csatornaban jobb, masik két
csatornaban pedig azonos kontrasztot mutat mint az LSM 880 mikroszkop. Egyértelmii eldnye
a Pannoramic Confocalnak, hogy az LSM 880 10 ps-os voxel idejével szemben hasonld

képmindséget 1 ps-0s voxel idével tudtunk elérni.
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I1. Pixelenkénti autofluoreszcencia korrigalt FRET

A spektralis atvilagitasra korrigalt kvantitativ (3 szlir6s) FRET modszer egy koltséghatékony
¢s sokoldalu mérési eljaras, ami alkalmazhaté 4ramlasi citometridban és a fluoreszcencia
mikroszkopia  kiilonb6z6 modozataiban, de pontossdgat csokkentheti a minta
autofluoreszcenciaja. Ennek kikiliszobolésére implementaltuk és teszteltikk a pixelenkénti

autofluoreszcencia korrekciot.

11.1. A cellularis autofluoreszcencia vizsgalata

Az autofluoreszcencia korrekcios eljarasok tesztelésének elsé 1épéseként meghataroztuk az
A172 ¢és SK-BR-3 sejtvonalak autofluoreszcencia spektrumait szuszpenzidban és
iivegfeliilethez tapadva is. A letapado sejtek spektrumat a FRET mérések esetében detektalt
relevans emisszios hullamhossz-savokkal egyiitt a 11./a abran mutatjuk be. A tripszinnel kezelt
¢s az lveg feliilethez tapadt sejtek autofluoreszcencia spektrumai annyira kozel voltak
egymashoz, hogy az dbra méretaranyain elkiilonithetetlenek lennének egymastol, ezért csak a
letapadt sejtek spektrumait mutatjuk be. Ebbél levonhatjuk a kovetkeztetést, hogy a tripszines
kezelés nem befolyasolja a sejtek autofluoreszcencia spektrumat. Mivel a tripszines kezelés
nem befolyasolja az autofluoreszcencia eloszlasat, igy lehetdségiink nyilik aramlési citometrias
mérésekkel Gsszehasonlitani a mikroszkopias méréseinket. A sejtvonalak autofluoreszcencia
spektrumai egymashoz képest is csak minimalis eltérést mutatnak. Az autofluoreszcencia
spektralis homogenitasabdl arra kovetkeztettiink, hogy lehetséges FRET mérések soran egy
kiegészitd autofluoreszcencia csatorna hasznalata, aminek a segitségével megvalosithatd a
pixelenkénti autofluoreszcencia korrekci6 a mérések sordn hasznalt fluoreszcencia
csatorndkban. Ez a kiegészitd csatorna excitacios €s emisszios hulldmhosszait tekintve jol
elkiiloniil a FRET hatasfok kiszamolasdhoz hasznalt csatorndktdl, ami eldrelépés a munka
alapjait ado sejtenkénti autofluoreszcencia korrekcids citometrids eljarashoz képest, ahol az

autofluoreszcencia, donor €s akceptor csatorna excitacioja azonos hulldimhosszon tortént.
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11. abra. A172 és SK-BR-3 sejtek autofluoreszcencia tulajdonsagai
a, A172 és SK-BR-3 sejtek autofluoreszcencia emisszios spektrumai LSM 880 konfokalis
mikroszkop spektralis detektoraval mérve, 488 543 és 633 nm excitacidés hullamhosszok
mellett. FRET mérésekhez hasznalt emisszids hullamhossztartomanyokat szines savok jeldlik.
b, SK-BR-3 és A172 sejt szubcellularis autofluoreszcencia eloszlasa.

Vizsgaltuk még az SK-BR-3 és A172 sejtek szubcellularis autofluoreszcencia eloszlasat, amit
a 11./b abran mutatunk be. A sejtek autofluoreszcencia intenzitas eloszlasa nagy térbeli
valtozatossagot mutatott. Ezek alapjan ugy itéltiik meg, hogy van értelme tovabb folytatni a

pixelenkénti autofluoreszcencia korrigalt FRET mérések fejlesztését.

11.2. Autofluoreszcencia korrekcio jeloletlen mintakon

Annak eldontésére, hogy mennyire hatékony a pixelenkénti autofluoreszcencia korrekcio az
atlag autofluoreszcencia korrekcidhoz viszonyitva, a két modszert jeloletlen A172 és SK-BR-
3 sejteken teszteltiik, azok adherens és felszuszpendalt forméjdban is. A korrekcios modszerek
hatékonysagat mind a harom, a spektralisan korrigalt, intenzitas alapti FRET méréshez hasznalt
csatornaban elvégeztiik. Jeloletlen mintdknal azt varjuk, hogy tokéletes autofluoreszcencia
korrekcidé esetén az eredményként kapott képek atlag intenzitasa 0 értéket vesz fel, a
pixelenkénti szoras pedig alacsony. A mért autofluoreszcencia értékeket korrekcio eldtt és a két
korrekcios eljaras elvégzése utdn a 12./a &bran mutatjuk be. A vartnak megfelelden a sejtenként
integralt autofluoreszcencia intenzitasok mindkét modszerrel kozel keriiltek a 0 értékhez a
harom vizsgalt fluoreszcencia csatornaban (donor, transzfer, akceptor), vagyis atlagokat

vizsgalva mindkét mddszer eltavolitja a cellularis hattérfluoreszcenciat. Az abrakon az is jol
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latszik, hogy atlag autofluoreszcencia korrekcio esetén az atlagok nagyobb tartomanyban

szorédnak a 0 érték koriil, hiszen a térben ingadozd értékeket egy atlagos konstanssal

korrigaljuk. Ezt alatdmasztando meghataroztuk a pixelenkénti autofluoreszcencia korrekcioval

kapott képek szorasanak aranyat az atlag korrekcioval mértekhez képest. Ennek eredményét a

12./b abran mutatjuk be. A szérasok elemzésébdl kideriil, hogy A172 sejtek esetében a

pixelenkénti korrekcio 50-60%-kal csokkenti a szoérast, mig SK-BR-3 sejtek esetében ez az

értek 20-40% -ig terjed. Ezek alapjan kijelenthetd, hogy a pixelenkénti korrekci6 az elvartnak

megfeleléen nullara csokkenti az atlag autofluoreszcencia intenzitast, és nagymértékben

csOkkenti a sejtenkénti és a pixelenkénti szorast. Természetesen a detektdlds Poisson zaja

tovabbra is terheli az egyes pixelekben mért értékeket, igy teljesen egyenletes korrigalt

intenzitast nem varhatunk. Ezzel egyiitt varhatoan a szarmaztatott paraméterek, mint pl. a FRET

hatasfok meghatdrozéasa pontosabba valik a pixelenkénti korrekcioval.
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12. abra. Autofluoreszcencia korrekcio jeloletlen mintakon

a, Autofluoreszcencia a FRET mérésekhez hasznalt donor, transzfer és akceptor csatornakban,
korrekcio elott, atlag autofluoreszcencia €s pixelenkénti autofluoreszcencia korrekcié utén,
adherens és szuszpenzioban 1évé A172 és SK-BR-3 sejteken.

b, A pixelenkénti és az atlagos autofluoreszcencia korrekcioval kapott intenzitas értékek

szorasanak aranya.
A grafikonok 6 fiiggetlen minta felhasznalasaval késziiltek.
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11.3. Korrekcios faktorok meghatdrozasa antitest alapu standard lemezeken

Egy spektralisan korrigélt intenzitas alapt FRET méréshez tobb korrekcios faktort is meg kell
hataroznunk: spektralis atvilagitas korrekcids faktorokat (8-16. egyenlet) és az alfa (o)
kalibracios faktort (17. egyenlet). Minden korrekcids faktor meghatarozasahoz egyszeresen
jelolt mintakra van sziikségiink. Mivel az egyszeresen jelolt sejtes mintdknak is van
autofluoreszcencidjuk, amelynek van szorasa sejt €s pixel szinten is, igy az autofluoreszcencia
¢s a spektralis atvilagitas aranya az adott pixelben ismeretlen, ami lehetetlenné teszi a spektralis
korrekcids faktor bizonyossaggal torténd meghatarozast. Ezt a problémat kikiiszobolendd
kidolgoztunk egy modszert, amellyel sejtmentes kalibracios targylemez hozhato 1étre (az
eléallitasi protokoll megtalalhatd az Anyagok és modszerek fejezetben). Ezek a lemezek 4°C-
on legalabb 6 honapig eltarthatoak érzékelheté mindségromlas nélkil. A 13./a és ¢ abran
mintafelvételek lathatoak ilyen standard targylemezekrdl. A standard lemezeket teszteltiik S és
alfa faktor meghatdrozashoz is. A mért atlagintenzitasokat a fotometridsan meghatarozott
fluoreszcens festék koncentracidjaval normalizaltuk (13./b; d abra). Ezek az értékek alacsony
szoras mellett nagy homogenitast mutattak kiilonb6z6 antitestekkel késziilt mintdk kdzott, az
excitacids intenzitdsok széles tartomanyaban. A standard lemezek stabil emisszios intenzitasa
¢s a Pannoramic Confocal linearis intenzitas valasza (8./a abra) alapjan feltételeztiik, hogy a
standard lemezek alkalmasak az S ¢és alfa korrekcios faktorok meghatarozasara mind
1ézerpasztazo konfokalis mikroszkoppal, mind a Pannoramic Confocallal. A standard lemezek
megbizhatdsagat az alfa faktor meghatarozasban 7-7 donor valamint akceptor tartalmu standard
lemezen 49 kombinacidban teszteltiik (6. tablazat). A meghatarozott alfa faktorok variancidja

12,5 % volt.
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alfa

Festék Alexa Fluor 546 (donor)
antitest [ Tr.1 | Tr.2 |Tr.3 |Pr.1 |Pr.2 |Pr.3 |ab528
Tr.1 | 0,305 | 0,393 | 0,356 | 0,347 | 0,347 | 0,360 | 0,370
Tr.2 |0,277 | 0,356 | 0,323 | 0,314 | 0,314 | 0,326 | 0,335
Alexa Fluor | Tr-3 | 0,310 | 0,399 | 0,361 | 0,352 | 0,352 | 0,366 | 0,376
647 Pr.1 | 0,276 | 0,355 | 0,321 | 0,313 | 0,313 | 0,325 | 0,334
(akceptor) | pr.2 | 0,301 | 0,387 | 0,350 | 0,342 | 0,342 | 0,355 | 0,364
Pr.3 | 0,239 | 0,308 | 0,279 | 0,272 | 0,272 | 0,282 | 0,290
ab528 | 0,236 | 0,303 | 0,275 | 0,268 | 0,268 | 0,278 | 0,286

6. tablazat Alfa kalibracios faktorok szamitasa 7 donor és 7 akceptor valamennyi lehetséges
kombinacidja esetére. Az Alexa Fluor 546 donorral és az Alexa Fluor 647 akceptorral harom
trastuzumab (Tr.), harom pertuzumab (Pr.) és egy ab528 antitest preparatumot konjugaltunk, és
mindegyikbdl standard targylemezt készitettiink, melyek megegyez6 akvizicios paraméterek mellett
keriiltek felvételre. A koncentraciok ismeretében a 49 kiilonb6z6 kombinaciobol szamithatd alfa

faktor értékeket a tablazat mutatja. Az értékek atlaga 0,322, SD=0,040, CVV=0,125.

Tovabbi tesztelésként az alfa faktort meghataroztuk BIIG2 ¢s ab528 antitestekkel sejteken és
standard lemezeken is (13./e abra). A standard lemezeken meghatarozott alfa faktorok kisebb
szorast mutattak, és a két kiillonbozé antitesttel meghatarozott alfa faktor kozelebb volt
egymashoz. Mivel az alfa egy spektralis paraméter, elméletileg fliggetlen a felhasznalt
antitestt6l. A sejtes mérések eltérése részben a sejtek autofluoreszcencidjaval magyarazhato,
részben azzal, hogy az antitestek affinitasa az epitopjukhoz megvaltozhat a jelolési aranyuk
fliggvényében [90], igy a sejtes mintan az elméletitdl eltérhet az atlagos jel6lési arany. Ennek

kikiiszobolésére jol alkalmazhato az antitest alapt standard targylemez, mivel ez a torzsoldattal

megegyez0 jelolési aranyl antitesteket tartalmaz.
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13. abra. Standard targylemezek S és a kalibraciés faktor meghatarozasahoz

a;c, Alexa Fluor 546 és Alexa Fluor 647 konjugalt trastuzumab filmréteg és azok intezitas

hisztogramjai.

b;d, Harom kiilonboz6 antitest Alexa Fluor 546 és Alexa Fluor 647 konjugatumainak
koncentracié normalizalt intenzitasa a megvilagitd lézer (543 nm) teljesitményének

fliggvényében. Minden pont 5 mérés atlaga +=SD.

e, a kalibracios faktor BIIG2 ¢és ab528 antitestekkel A172 sejtvonalon ¢€s standard

targylemezen meghatarozva. 6 kép atlaga + SD.

Osszességében ezek a standard lemezek kdnnyen eldallithato és olcsd megoldasok a korrekcios
faktorok meghatirozasara FRET mérések soran. Tovabbi eldnylik még, hogy fiiggetlenek a
felhasznalt antitest fajtajatol, igy a legolcsobb és legkonnyebben hozzaférhet antitestek is

hasznalhatoak a mérések soran, nem sziikséges a jeloléshez idealis antitestet erre a célra nagy

mennyiségben felhaszndlni.

11.3. Modellrendszer FRET mérések teszteléséhez

Annak tesztelésére, hogy a pixelenkénti autofluoreszcencia korrekcid javitja-€ a FRET mérés

pontossagat az atlag autofluoreszcencia korrigalthoz viszonyitva,

modellrendszert. Ennek a rendszernek az alapjat minden esetben egy jeloletlen elsddleges
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antitest képezte (14./a dbra), ehhez az antitesthez masodlagos antitestek keverékét kotottik. A
masodlagos antitest keverékeket ugy allitottuk Ossze, hogy valtozd ardnyban tartalmazzon
donor és akceptor jelolt antitesteket. Igy valtozé donor akceptor aranyd molekulakomplexek
jonnek létre. Kovetkezésképpen a rendszeriink valtozo aranyt FRET hatasfokkal rendelkezik,
az alacsonytol a nagyon magasig. Ezeket az elsddleges antitesteket protein G-vel bevont
gyongyokhoz, A172 és SK-BR-3 sejtekhez kotottiik a 14./b abran lathatd modon. A protein G
gyongyok nagy surliségben tartalmaznak antitestkoté helyeket és extrém alacsony
autofluoreszcenciaval rendelkeznek. A feliiletiikon hordozott protein G képes megkotni a
human IgG trastuzumabot és az egérbdl szarmazo ab528 antitestet is. Az SK-BR-3 sejtek nagy
mennyiségben fejezik ki a HER2 fehérjét (sejtenként ~800.000), ehhez kotddik a trastuzumab,
ezek a sejtek kozepes autofluoreszcenciaval jellemezhetéek. Az A172 sejtek magas
autofluoreszcenciaval rendelkeznek és alacsony, ~80.000/sejt EGFR expresszios szinttel,
amihez kotjiik az ab528 antitesteket. Ebben a kisérleti rendszerben a magas és alacsony FRET
hatasfok, expresszids szint és autofluoreszcencia Gsszes kombinacidja eléallithatd. Ezek a
mintak elkészithetéek adherens és szuszpenzids formaban is, ezaltal a FRET hatasfokok
megmérhetéek aramlasi citométerrel és fluoreszcencias mikroszkoppal is.

A teszteléshez egy bioldgiailag relevans interakcidkon alapuld modellrendszert is 1étrehoztunk.
Ehhez az A172 sejtvonalat hasznaltunk, amely az EGFR-t, a5 (ITGAS) és B1 (ITGB1) integrint
QIFIKIT-es méréseink szerint (14./c abra) sejtenként 80, 420, ill. 615 ezres nagysagrendben
fejezi ki. Ez alapjan az EGFR-integrin interakciokat vizsgaltuk a 14./d abran szereplé modon,
ami lehetdséget adott valtozo donor-akceptor aranyok vizsgalatara is. Ezzel parhuzamosan
pozitiv kontrollokat is 1étrehoztunk, melyekhez egy olyan indirekt jelolést alkalmaztunk, ahol
az elsédleges antitest donor festékkel konjugalt (anti-EGFR ab528 vagy anti-ITGAS BIIG2
vagy anti-ITGB1 TS2) volt, ehhez masodlagos jelolésként a megfeleld specificitast akceptor
festékkel konjugalt masodlagos antitestet hasznaltuk. Az igy kialakitott kisérleti rendszeren
lehetdség van a FRET mérési modszer tesztelésére tobb autofluoreszcencia korrekcids eljaras

mellett, valamint a kiillonbozé mérdmuiszerek 9sszehasonlitasara.
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14. abra. Modellrendszer a pixelenkénti autofluoreszcencia korrekcios FRET mérések
teszteléséhez.
a, Mérési modszerek tesztelésére hasznalt valtozd donor-akceptor aranytt FRET komplexek
sematikus abrazolasa.
b, A panelben szereplé FRET komplexek relativ aranya valamint az autofluoreszcencia
eréssége protein G gyongyokon, SK-BR-3 és A172 sejteken.
¢, Sejtfelszini fehérjék relativ expresszios szintjei A172 sejteken (6 felvétel atlaga + SD).
d, Biologiailag relevans FRET parok és a rajuk jellemz6 akceptor-donor arany Al172
glioblasztoma sejteken.
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11.4. FRET mérések gyongyokon és sejteken valtozo donor/akceptor/autofluoreszcencia
aranyok mellett

A gyongyokkel és a sejtekkel 1étrehozott mintakon lemértilk a FRET hatasfokokat aramlasi
citométerrel és lézerpasztazd fluoreszcencids mikroszkoppal is. A kiértékelés soran atlagos
autofluoreszcencia ¢és pixelenkénti autofluoreszcencia korrekciot is végeztiink. Az atlag
autofluoreszcencia  korrekcioval  kapott eredményeket kivontuk a  pixelenkénti
autofluoreszcencia korrekcioval kapottbol, és a kettd kiilonbségét és annak szorasat az akceptor
festék 0sszes fluoroforon beliili aranyanak fiiggvényében dbrazoltuk (15./a dbra). Az igy kapott
kiilonbségek elhanyagolhatdéak voltak egy esetet, a magas autofluoreszcencidju és egyben
alacsony jelolési intenzitasu (ab528 antitest A172 sejteken) mintat leszamitva. A kiilonbség a
mikroszkoppal végzett mérések esetében volt a nagyobb: 0,1 koriil mozgott, erés emelkedd
tendenciaval az alacsonyabb akceptor aranyok felé.

Annak megallapitasara, hogy melyik korrekcios eljarassal nyert eredmények irjk le jobban a
tényleges molekularis interakciokat, megvizsgaltuk a FRET hatasfokok abszolut értékeit. A
15./b abran az ab528 elsddleges antitesttel A1l72 sejteken és gyongyokon mért FRET
hatasfokokat tiintettiik fel. Az attekinthetdség kedvéért csak a magas intenzitas miatt pontosnak
varhatdé gyongyokon végzett mikroszkdpos, valamint a sejtenkénti atlagolds miatt pontosnak
vart aramlasi citométeres mérést, valamint a pixelenként €s az atlagosan korrigalt sejteken
végzett mikroszkopos méréseket abrazoltuk. A kiilonbozé moddszerekkel mért FRET
hatasfokok — az A172 sejteken atlag autofluoreszcencia korrekcioval, mikroszkdppal mértet
leszamitva — mind egyiitt futnak. Mivel ezeken a mintdkon egymadssal azonos FRET
komplexek helyezkednek el, csak az ezek mellé tarsuld autofluoreszcencia intenzitasaban van
kiilonbség, levonhatjuk a kovetkeztetést, hogy az atlagos autofluoreszcencia korrekcidhoz
képest bizonyos esetekben a pixelenkénti autofluoreszcencia korrekcid jobb mérési
eredményeket ad.

Annak eldontésére, hogy milyen korilmények kozott eldnydsebb a pixelenkénti
autofluoreszcencia korrekcio hasznalata, minden mérés és FRET esetén relevans fluoreszcencia
csatornaban vizsgaltuk a specifikus szignal aranyat az autofluoreszcenciahoz viszonyitva (15./c
abra). Lathato, hogy az Al72 sejteken anti-EGFR ab528 antitesttel mért mintak esetében a
legalacsonyabb a szignal/autofluoreszcencia arany. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy
alacsony szignal és magas autofluoreszcenciaji mintdk esetében javitja leginkabb a FRET

mérések megbizhatosagat a pixelenkénti autofluoreszcencia korrekcio.
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15. abra. Autofluoreszcencia korrekciés modszerek hatisa a gyongyokon és sejteken aramlasi
citométerrel és konfokalis mikroszképpal mért FRET hatékonysagra
a, Kiilénbség az atlag és a pixelenkénti (PBP) korrekciéval mért FRET hatasfokok kozott,
aramlési citométerrel és konfokalis mikroszkoppal mérve. A 12. abra szerinti 2 gyongy és 2
sejt alapt, valtozd sztochiometrigju FRET komplexeket tartalmazé minta keriilt
Osszehasonlitasra. Hattérkapuzas utdn minden mérési pont legalabb 1700 sejt, ill. gydngy,
vagy 5000 pixel atlaga =SD
b, FRET hatasfok az akceptor arany fiiggvényében, azokon a mintakon, ahol gyongyhoz, ill.
A172 sejtekhez kotott ab528 antitest hordozta a FRET komplexeket
¢, Fluoreszcencia jel az autofluoreszcencidhoz viszonyitva, a FRET méréshez hasznalt
csatornékban az 50% akceptor antitest aranytl mintakon.

I11.5. FRET mérések biologiailag relevans molekulaparok kozott és indirekt jelolés alapu
pozitiv kontrollokon
A FRET méréseket biologiailag relevans molekulaparokon is elvégeztiik. Ennek soran A172

sejteken mértiik a FRET hatasfokokat EGFR és ITGAS valamint ITGB1 kozott. Mivel ezek az
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integrinek 6tszorés és nyolcszoros mennyiségben talalhatdak az A172 sejtek felszinén az
EGFR-hez viszonyitva (14./c éabra), igy az epitopok kozotti FRET hatékonysagot mindkét
lehetséges jelolési kombinacioval megmértiik. Ez azt jelenti, hogy adott EGFR-integrin par
esetén két minta késziilt, az egyik mintan az EGFR-hez volt kotve a donorral jeldlt antitest, mig
a masik mintan az integrinhez. Ezzel az eljarassal kikiiszobolhetd az akceptor/donor arany
esetleges torzitd hatdsa, amely pl. nagyszamu akceptorral vald véletlenszerii egyiittallas miatt
noveli a FRET E értékét. A kiértékelést elvégeztiik autofluoreszcencia korrekcid nélkdil,
valamint atlag és pixelenkénti korrekcioval is. Ezeken a mintakon a FRET hatasfokok jol
kovették (16./a abra bal oldal) az akceptor/donor aranyokat (14./d abra), 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 értékek
viszonya az egyes esetek kozott koherens, viszont az atlag korrekcioval kapott FRET hatasfok
az ITGAS—EGFR ¢és ITGB1—EGFR mintdkban lényegesen alacsonyabb a masik két
modszerhez képest, eldbbi esetben kevesebb, mint -0,1. Ez azt mutatja, hogy az atlagos
autofluoreszcencia korrekcio erds negativ miitermékeket képes kialakitani, kiilondsen alacsony
FRET hatasfok mintak esetében (16./a abra bal oldal). Az EGFR és ITGB1 kozott mért FRET
hatasfokok magasabbak voltak, mint az EGFR és az ITGAS kozott, ami arra utalhat, hogy a
jelolések soran az ITGBI1-et jelolé TS2 antitest térbeli orientacidja kedvezobb a FRET
kialakulasdhoz, mint az ITGAS-6t jelold BIIG2 antitesté. Ezt azért feltételezziik, mert az a5B1
integrin heterodimerként fordul eld a sejtek felszinén, igy a két alegység és az EGFR kozott
hasonl6 mértékii interakciot varunk.

Abban az esetben, amikor az ITGBL1 volt az akceptor, az atlagos autofluoreszcencia korrekciod
nagyon magas FRET hatasfokot eredményezett és 0-t, amikor donor volt az ITGB1. Ezeken a
mintdkon a pixelenkénti korrekcid mindkét mérési iranyban nullatol magasabb FRET
hatasfokot eredményezett, amelynek aranya a donor és akceptor festékek aranyat is jol kdvette.
Ez az eredmény megerdsiti, hogy az atlagos autofluoreszcencia korrekciods eljaras rosszabbul
mukodik, mint a pixelenkénti autofluoreszcencia korrekcio. Megfigyelhetd még, hogy az
Osszes bioldgiailag relevans mintan a pixelenkénti autofluoreszcencia korrekcié a masik két
korrekcios modszerrel mért eredmények kozott helyezkedik el (16./a abra bal oldal). Az, hogy
az atlag és a nem autofluoreszcencia korrigalt FRET E a legmagasabb vagy a legnagyobb
értéket vette fel, Osszefiiggést mutatott az adott minta szignal/autofluoreszcencia aranyaval
(16./b abra). Azokban az esetekben, amikor a szignal/autofluoreszcencia arany a donor
csatornaban volt magasabb, a korrekcié nélkiili FRET értékek voltak magasak, azokon a

mintdkon, ahol a szignal/autofluoreszcencia az akceptor csatorndban volt magas, az atlag
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autofluoreszcencia korrekcié adott magas FRET hatasfokokat.
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16. abra. FRET biolégiailag relevans molekulaparok kozott és pozitiv kontrollokban.
FRET mérés eredményei EGFR és ITGAS vagy ITGB1 kozott, direkt immunfluoreszcencias
jeloléssel, mind a két energiatranszfer iranyban. A pozitiv kontroll mintak esetén ugyanezen
molekuldk elleni monoklondlis antitestek hordoztak a donor festéket, mig specifikus
masodlagos antitestek az akceptor festéket.
a, Autofluoreszcencia korrekcio nélkiil, atlag autofluoreszcencia korrekcioval és pixelenkénti
autofluoreszcencia korrekcioval mért FRET hatasfokok. 12 kép atlaga, a hibajelek a 95%
konfidencia intervallumot mutatjak.
b, Fluoreszcens jel az autofluoreszcenciahoz viszonyitva, A grafikonok 12 fiiggetlen minta
felhasznalasaval késziiltek.
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A pozitiv kontrollok esetében is megmértilk a FRET hatasfokokat (16./a dbra jobb oldal). A
mért akceptor/donor aranyok ezeken a mintakon megegyeztek egymassal (14./d dbra), ami arra
utal, hogy a mért FRET hatésfok kiilonbségek nem fakadhatnak a festékek kozotti aranyok
valtozasabol. Az atlag autofluoreszcencia korrigadlt FRET hatasfokok jol kovették a
szignal/autofluoreszcencia aranyokban tapasztalhatdé trendet, ami az atlagos korrekcid
tendenciozus torzitd hatasara utal. Ilyen Osszefiiggést a korrekcid nélkiil €s a pixelenkénti
autofluoreszcencia korrekcioval kapott FRET hatasfok esetében nem talaltunk. Ugyanakkor a
pixelenkénti korrekciéval a FRET hatasfokok nagyon hasonloak voltak mind a két egér
monoklonalis antitest esetében (anti-EGFR és anti-ITGB1), de ezektdl kiilonbozott a patkany
monoklonalis anti-ITGAS esetében mért FRET hatasfok. Feltételezve, hogy a donorral jelolt
elsddleges és az akceptorral jelolt masodlagos antitestek komplexei hasonlobbak, ha a
masodlagos antitestek azonos keverékét hasznaljuk, a patkany- és egérellenes antitestet
tartalmaz6 FRET komplexek kozotti kiilonbség elfogadhato. Ugyanakkor a két egér-ellenes
masodlagos antitest kozel azonos értékei egyértelmiien jelzik, hogy a pixelenkénti
autofluoreszcencia korrekcid jobb, mint az atlag korrekcid, vagy mintha nem hasznalnank
semmilyen korrekciot.

A tovabbi elemzést az EGFR alapu pozitiv kontroll mintat hasznéalva végeztiik. A 17./a dbran
két régiot (ROI) jeloltiink ki, egy magas és egy alacsony autofluoreszcenciajut, majd ezekben
¢s a teljes képen feltiintettiik a harom kiilonb6z6 modszerrel eldallitott FRET hatasfok
eloszlasokat. A pixelenkénti autofluoreszcencia korrekcioval késziilt eloszlasok mindharom
esetben hasonldak voltak. Autofluoreszcencia korrekcié nélkiil a magas autofluoreszcenciaju
teriilet eloszlasa torzult normalis eloszlastol eltéré alakra, ami a teljes kép eloszlasaban is
megjelenik. Az atlagos autofluoreszcencia korrekcios eljarassal torzulast az alacsony

autofluoreszcenciaju teriileten is tapasztaltunk.
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17. abra. Autofluoreszcencia hatisa a mért FRET hatasfokra Kiilonb6zé korrekcios eljarasok
mellett
a, A négy, FRET méréshez hasznalt fluoreszcencia csatorna képe egy EGFR — masodlagos
antitest minta esetében. Régio (ROI) 1: alacsony autofluoreszcenciaju teriilet. ROl 2: magas
autofluoreszcenciaju teriilet.
b. Pixelenkénti FRET eloszlas képe a 3 alkalmazott korrekcios megoldassal, valamint a FRET
E hisztogramok a teljes képen és a kijeldlt régiokban.
¢, EGFR és ITGBI1 alapu pozitiv kontroll mintakrol késziilt 12-12 FRET kép sszes pixelét
Osszegeztilk, majd harom csoportba osztottuk az autofluoreszcencia nagysaga alapjan:
alacsony (-10—1.200), kdzepes (1.200—2.400), és magas (2.400—max). A pontok az adott
csoportban az atlagos FRET intenzitast jelolik hibajelként a 95% konfidencia intervallummal.
A pontozott vonalak az Osszes pixel atlagat, az attetsz6 savok pedig a hozzajuk tartozé 95%
konfidencia intervallumot jelolik.
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Annak felderitésére, hogy mi all a torzult eloszldsok hatterében, az EGFR és ITGBI1 alapt
pozitiv kontroll mintak képpontjait Osszesitettiik, majd autofluoreszcencia intenzitas szerint
harom csoportba osztottuk ¢ket (17./b abra). 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 n6 az
autofluoreszcencia, egyre alulkorrigiltabba valik a mérés. Atlag autofluoreszcencia
korrekcioval a globalis atlag tdvol van egymastdl az EGFR ¢és az ITGBI1 esetében és
Osszességeében tulkorrigalt. A pixelenkénti autofluoreszcencia korrekcioval mért FRET
hatasfok fliggetlen volt az autofluoreszcencia nagysagatol.

A bemutatott eredményekbdl arra kovetkeztettiink, hogy a pixelenkénti autofluoreszcencia
korrekcio noveli a FRET szamitds pontossagat €s megsziinteti a torzitast, amelyet a korrekcio

hianya, ill. az atlagos korrekcio alacsony, ill. magas jel / autofluoreszcencia arany mellett okoz.

1. 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.

111.1. Modellrendszer a FRET mérések teszteléséhez a Pannoramic Confocalon

A Pannoramic Confocal teszteléséhez egy olyan modellrendszert alkalmaztunk, ahol két
egymassal nem kompetald, HER2 specifikus monoklondlis antitest keverékével jeldltiik a
HER2 molekulat (18. abra). Minden esetben két mintat hoztunk Iétre, az egyiken a trastuzumab,
mig a masikon a pertuzumab antitest volt donor festékkel konjugalva. Ezt a jelolést iiveg
feliiletre novesztett SK-BR-3 sejtvonalon, és N87 eredetli egérben ndvesztett tumorbol készitett
fagyasztva metszett mintakon is elvégeztiik. Az igy készitett mintadk mind a Pannoramic
Confocallal mind LSM880 1ézerpasztazd konfokalis mikroszkoppal lemérhetéek, valamint

minden jeldlés esetében hasonld FRET hatasfokot varunk.
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18. abra. HER?2 alapt intramolekularis FRET modell
Meérési modszerek tesztelésére hasznalt FRET komplexek sematikus abrazolasa.

111.2. FRET mérések Pannoramic Confocallal és LSM 880 mikroszkoppal

A mintakat mindkét mikroszkoppal lemértiik, és pixelenkénti autofluoreszcencia korrekcidval
létrehoztuk a FRET hatasfok térképeket. A 19./a abran a Pannoramic Confocallal késziilt
nagyméretli FRET térkép lathatd fagyasztva metszett mintan, valamint a pixelenkénti FRET
hatasfok eloszlasa. Kontrollként feltiintettiik az LSM 880 konfokalis mikroszkdppal ugyanerrdl
a mintarol késziilt felvételek FRET hatasfok eloszlasat. A két miiszerrel mért FRET medianja
kozel megegyez6 volt, azonban a Pannoramic Confocallal keskenyebb FRET eloszlast
mértlink, amit a miiszer jobb fényhatékonysagabol eredd (azonos expozicids 1dok mellett) jobb

jel-zaj aranyanak tulajdonitunk.
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19. abra. Intramolekularis FRET mérés Pannoramic Confocallal és LSM 880 konfokalis
mikroszkoppal

a, Pannoramic Confocallal felvett tobb mm? nagysaga trastuzumab — pertuzumab FRET
térkép N87 eredetii egérben ndvesztett tumorbol készitett fagyasztva metszett mintan.

b, A FRET térkép hisztogramja

¢, Ugyanezen a mintan Zeiss LSM 880 konfokalis mikroszképpal késziilt FRET mérés
hisztogramja.

d, trastuzumab — pertuzumab FRET térkép nagyitva

e, FRET hatasfok trastuzumab és pertuzumab kozott, SK-BR-3 sejteken mindkét iranyban
mérve, Pannoramic Confocallal és Zeiss LSM 880 konfokalis mikroszkoppal. 12 felvétel
atlaga, a hibajel a 95% konfidencia intervallumot jeloli.

Az SK-BR-3 sejtvonalon mért FRET hatasfokokat a 19./b abran mutatom be, a FRET
hatasfokok a fagyasztva metszett mintakon mérttel kozel azonosnak adodtak. Ebben az esetben
sem talaltunk szignifikéns kiilonbséget a két mikroszkdppal mért FRET hatasfokok kozott.
Ebbdl arra kdvetkeztettiink, hogy a Pannoramic Confocal alkalmas pontos FRET mérésre, mind

adherens sejtkulturak, mind fagyasztva metszett szovetek esetében, azonos molekularis
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modellrendszer esetén a minta forrasatol €s elOkészitésétol fiiggetleniil hibahataron beliil

azonos FRET hatasfokot eredményez.
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Megbeszélés

A Pannoramic Confocal egy automata konfokalis patoldgiai szkenner, amely potencialisan
alkalmas lehet molekularis interakciok gyors €s automatizalt vizsgalatara. Ennek eldontésére
megvizsgaltuk a Pannoramic Confocal f6bb képalkotasi paramétereit. Azokban az esetekben,
mikor ez relevans volt, a Pannoramic Confocalt egy LSM 880 1ézerpasztazd konfokalis
mikroszkoppal hasonlitottuk 6ssze. Megallapitottuk, hogy a mikroszkop maximalis
fényhatasfoka a TRITC csatornaban van, ami megegyezik a késébbi FRET mérések donor
csatornajaval.

A mikroszkop fényhatékonysaga nagyon hasonld volt a referencia Zeiss mikroszkophoz.
Megemlitendd tovabba, hogy a konfokalis rekonstrukcidhoz a Pannoramic Confocallal mért
intenzitasok 4x-5% nagyobbak voltak a referencia mikroszkdppal mért értékeknél, igy jobb jel-
zaj arany (SNR), vagy gyorsabb képakvizicio érhetd el vele.

A Pannoramic Confocal pontkiterjedései fliggvényeit vizsgalva azt talaltuk, hogy a PSF
jelentésen eltér a CLSM mikroszkdpok elméleti értékeitdl mind szimmetriaban, mind pedig
méreteit tekintve (5. tablazat). Ez azt jelenti, hogy hagyomanyos konfokalis mikroszképokhoz
képest a Pannoramic Confocal rosszabb konfokalis feloldoképességgel rendelkezik a tér
mindharom iranyaban [12]. Azonban azt is megallapitottuk, hogy minden fluoreszcens optikai
uthoz és objektivhez hozzarendelhet egy empirikusan meghatarozott rendszer-PSF, amelyet
felhasznalva dekonvoluci6 végezhetd a felvételeken. A dekonvoluciot kdvetden nagyban javult
a finomszerkezetli szubcelluléaris struktirdk egymastol valod vizudlis elkiilonithetdsége. Az
automatikus mérés kdzbeni dekonvolucios eljards a mikroszkdp gyartojaval kozos fejlesztés
eredményeként elérhetévé valt a mérdszoftver részeként.

A Pannoramic Confocal automata mintakezeléssel rendelkezik. Ennek vizsgaltuk az id6beni
stabilitasat valamint a relokalizaciés pontossagat. A mikroszkoép idében stabilnak tekinthetd,
két oras id6tavon a minta elmozdulasa kevesebb volt, mint egy pixel; a relokalizacios
pontatlansag 10 ismétlést kdvetden egyszer sem érte el az egy pixelnyi tavolsagot. Mivel a
targyasztal pontatlansdgai szubpixeles nagysagliak, ez a gyakorlatban nem befolyésolja a
Pannoramic Confocallal végzett mérések mindségét.

Kvantitativ mérések végzéséhez, valamint a digitalis targylemez létrehozasakor torténd
képosszeflizés joO mikodéséhez homogén intenzitas eloszlasu megvilagitdé fény sziikséges [8,
91]. A Pannoramic Confocal megvilagitasi fényerdsség eloszlasat vizsgalva azt talaltuk, hogy

a mikroszkop minden csatorndjdban eltért a megvilagitas kozéppontja a rogzitett kép
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kozéppontjatodl, ennek oka az Aurox cc88 konfokalis egység specidlis optikai rendszere. A
megvilagitas minden csatornaban inhomogén volt enyhe hullamhosszfiiggés mellett. Ennek
megfeleléen elengedhetetlen a megfeleld korrekcios eljaras hasznalata, kiilondsen kvantitativ
mérések végzéséhez [92]. A mikroszkdpban a tapasztalatunkra épiil6 fejlesztés eredményeként
jelenleg mar két szoftveres korrekcios eljaras all rendelkezésre. Az els6 egy statisztikai alapt,
amely tobb alul ateresztd szlir6n atengedett kép atlagaval végzi a korrekcidt, ez alkalmas nagy
teriiletti digitalis targylemezek létrehozasahoz. A maésodik modszerrel egy homogén
fluoreszcens mintarél minden optikai Gthoz kiilon felvett képpel végezziik az intenzitas
korrekciot még a konfokalis kép kiszamitasa el6tt, ami alkalmas kisméretii felvételek megfeleld
korrekciojara, valamint kvantitativ mérések esetén is jobb eredményeket ad.

Minden mikroszkop kritikus tulajdonsaga, hogy az adott képpontbodl érkezo fotonok szamaval
milyen ardnyban 4ll a mért intenzitas. Idedlis esetben egy mikroszkdp intenzitasvalasza linearis
[92]. A linearis intenzitasvalasz kiilonosen fontos, amikor két spektralisan eltér6 fluoreszcens
csatornaban mért intenzitasok aranyat hasonlitjuk dssze [93]. Ilyenek példaul a FRET mérések
is. Mivel a mikroszkép intenzitdsvalasza minden képalkotdsi moddban linearis, igy
feltételezhetjiik, hogy a mikroszkop alkalmas kvantitativ mérésekre. A linearitds mérés
elvégzése utdn megvizsgiltuk a mikroszkop szenzitivitdsdt. A megfeleld szenzitivitds
kiemelkedd fontossagu, hogy kvantitativ méréseket végezhessilink normal expresszids szintli
biologiai mintakon [93, 94]. Minél jobb érzékenységii a mikroszkop, annal alacsonyabb
expresszios szintet és / vagy kisebb mértékii interakcidt tudunk kimutatni intenzitas alapa FRET
mérések soran [95]. A Pannoramic Confocal esetében ~2000 epitop/sejt mar megbizhatdoan
kvantitalhato.

A Pannoramic Confocal képalkotasat vizsgalva azt talaltuk, hogy a mikroszkoép még olyan
kihivasokkal teli mintdk esetében is, mint egy targylemezre rogzitett negyed kontaktlencse,
lathat6 illesztési hibak nélkiil képes a digitalis targylemez 1étrehozasara, annak ellenére, hogy
ez a minta komplex 3D-s strukturaval és nagy teriilettel rendelkezik. Ezen a mintan
Osszehasonlitva 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 megegyez0 kontraszt aranyt képeket rogzitett. Kiemelendd tovabba, hogy ezt tized annyi
voxel id6 alatt volt képes elérni, mint a kontroll mikroszkép. A mikroszkdp gyors képalkotasa
rendkiviil elényds lehet nagyméretli mintak esetében, de sziikség esetén hosszabb expoziciora
€s jobb jel-zaj arany elérésére is hasznalhato.

Osszefoglalva a Pannoramic Confocal képalkotdsa a megvilagitds inhomogenitdsanak

megfeleld korrekcidja mellett alkalmas kvantitativ mérések elvégzésére.
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A Pannoramic Confocal optikai rendszere alkalmas a spektralis atvilagitasra korrigalt FRET
mérések kivitelezésére. A FRET egy koltséghatékony és sokoldali mérési eljaras molekularis
interakciok mérésére [68]. Alkalmazhatd aramlasi citometridban és a fluoreszcencia
mikroszkopia kiillonb6z6 modozataiban [61]. Azonban az ilyen mérések eredményét
befolyasolhatja a minta autofluoreszcenciaja [75]. A szovetekre gyakran jellemz6 a magas és
valtozatos autofluoreszcencia [96, 97], ezért miel6tt implementaltuk volna a spektralisan
korrigalt FRET mérést a Pannoramic Confocalra, egy masik mikroszkopon teszteltiik a
lehetséges megoldasokat az autofluoreszcencia zavard hatasanak kikiiszobolésére. Az atlagos
autofluoreszcencia korrekcid egy egyszerli megkozelités, ami szinte minden intenzitas alapti
FRET mérés esetén konnyen hasznalhato [73, 74], azonban, mivel a térben heterogén eloszlasu
jelet egy konstanssal korrigalja, hibalehetdséget hordoz magaban [83, 84]. Emiatt atalakitottunk
¢s implementaltunk egy korabban aramlasi citometridban hasznalt eljarast [83], amely a
mikroszopos mérés soran pixelenként képes korrigalni az autofluoreszcencia torzit6é hatasat. A
mérési protokollhoz csatlakozo 1) kiértékelési algoritmust a korabban fejlesztett Fiji (Imagel])
[89] RIFRET [74] pluginiinkben is megvalodsitottuk, ill. nagy méréshalmazok teljesen
automatikus értékelésének a lehetdségével is kiegészitettiik.

A fejlesztés sordan két sejtvonalon is vizsgaltuk a cellularis autofluoreszcenciat, és azt
tapasztaltuk, hogy annak spektruma még a két sejtvonal kozott is csak minimalis eltéréseket
mutat, am szubcellularis intenzitas eloszlasa valtozatos. A spektrum sejten beliili homogenitasa
fontos feltétele a pixelenkénti autofluoreszcencia korrekcié implementalasahoz, az intenzitas
térbeli heterogenitasa pedig sziikségessé teszi azt.

A korrekcios modokat eldszor jeloletlen sejteken teszteltiik. Ilyen mintdkon a tokéletes
autofluoreszcencia korrekcio elméletileg zérus atlagos intenzitasu, alacsony szorasu képeket
eredményez. Az atlagos autofluoreszcencia korrekcio mellett a korrigalt képek atlagintenzitasa
kozel kertilt a 0 intenzitashoz, a szorasa viszont megegyezett a korrigalatlan képek szorasaval.
Ezzel szemben a pixelenkénti autofluoreszcencia korrekcios eljarassal nem csak az intenzitasok
atlaga esett kozel a nulla értékhez, de jelentdsen csokkent a pixelértékek szorasa is, bizonyos
esetekben akar 60 %-al.

Ahhoz, hogy a FRET mérések soran megbizhatoan meg tudjuk hatarozni az S és o kalibracios
faktorokat a mintdk autofluoreszcencidjanak zavard hatdsa nélkiil, homogén, sejtmentes
standard targylemezeket hoztunk létre. Azt tapasztaltuk, hogy ennek segitségével pontosabban
¢s alacsonyabb szorassal hatarozhatdé meg az a kalibracids faktor, mint mikor erre sejtes
mintakat hasznalunk. Bar mas innovativ a kalibraciés modszerek is rendelkezésre allnak [98],

ezen lemezek tovéabbi eldnye, hogy felhasznalhatéak a Pannoramic Confocal inhomogén
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megvilagitasanak korrekcidjahoz a mar emlitett modszerrel, valamint olcson elkészithetoek és
honapokig felhasznalhatoak.

A tovabbiakban egy olyan modellrendszert hoztunk 1étre, amelyben magas és alacsony FRET
hatasfok, expresszios szint ¢és autofluoreszcencia 0Osszes kombinacidja eldallithatdo és
Osszehasonlithato. Ebben a rendszerben dramlasi citométerrel és konfokalis mikroszkdppal is
mértiik a FRET hatékonysagot, és teszteltiik a két autofluoreszcencia korrekcios eljarast. A két
korrekcios modszer kozott az eltérések magasabbak voltak a mikroszkopos mérés esetében, de
jelent6s eltérést mindkét esetben csak a legalacsonyabb jel/autofluoreszcencia aranyu mintak
esetében tapasztaltunk. A mikroszkdpos €s dramlasi citometrias méréseket 6sszehasonlitva azt
talaltuk, hogy az atlagos autofluoreszcencia korrekcid erds pozitiv miiterméket eredményezett
az alacsony szignal/autofluoreszcencia aranyq, alacsony FRET hatasfokt mintakon.

A két mddszer tovabbi Osszehasonlitdsara FRET méréseket végeztiink bioldgiailag relevans
mintakon, valamint a hozzajuk tartozo magas FRET hatasfoku kontrollokon. Az ITGAS
—EGFR minta esetében az atlag autofluoreszcencia korrekcido erds negativ miiterméket
eredményezett. Mivel itt magas az autofluoreszcencia, alacsony az akceptor jel, és a FRET
hatékonysag Is, ez tovabbi bizonyitéka annak, hogy az atlag autofluoreszcencia korrekcios
eljaras alacsony szignal/autofluoreszcencia aranytl mintdk esetében keriilendd, helyette a
pixelenkénti autofluoreszcencia korrekcios eljaras hasznalata ajanlott. Ezzel szemben az
egyenletes, alacsony autofluoreszcencidju, magas jelolési intenzitasi mintdk esetében az
atlagos autofluoreszcencia korrekcio is varhatdan helyes eredményre vezet.

A korrekcios eljarasok kozotti kiilonbségek alaposabb feltardsa érdekében az EGFR alapu
pozitiv kontroll mintan alacsony és magas autofluoreszcenciaju teriileteket jeldltiink ki, majd
meghataroztuk a FRET hatasfokokat az atlagos és a pixelenkénti autofluoreszcencia
korrekcioval, illetve korrekcid nélkiil. Az igy kapott FRET hatasfokok eloszlasat megvizsgaltuk
a teljes képen, valamint az alacsony és magas autofluoreszcenciaj teriileten is. A pixelenkénti
autofluoreszcencia korrekcioval mindhdrom esetben hasonlé normalis eloszlast kovetd FRET
hisztogramot kaptunk. Az autofluoreszcencia korrekcio nélkiil a magas autofluoreszcenciaji
teriilet FRET eloszlasa torzult leginkabb, mig az &tlagos autofluoreszcencia korrekcids
eljarassal hasonlo torzulast az alacsony autofluoreszcenciaju teriileten is tapasztaltunk.

Ezen torzulasok hatterének felderitésére az EGFR ¢és az ITGB1 alapt pozitiv kontroll mintak
Osszes pixelét Osszesitettiik, és autofluoreszcencia szerint alacsony, kozepes €és magas
csoportokra osztottuk Oket. Ennek eredményeit megvizsgalva azt talaltuk, hogy korrekcid

nélkil és atlagos autofluoreszcencia korrekcid mellett a FRET hatasfok nem fliggetlen az
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autofluoreszcencia nagysagatol, a pixelenkénti autofluoreszcencia korrekcioval mért FRET
hatasfok viszont fiiggetlen volt az autofluoreszcencia nagysagatol.

A bemutatott eredményekbdl arra kdvetkeztettiink, hogy a pixelenkénti autofluoreszcencia
korrekcio noveli a FRET szamitas pontossagat és megsziinteti a torzitast, amelyet az alacsony
jel/ autofluoreszcencia aranyu mintakon figyeltiink meg.

A Pannoramic Confocalra implementalt pixelenkénti autofluoreszcencia korrekcios eljarast
trastuzumab/pertuzumab intramolekularis FRET mintdkon teszteltiik, Gigy, hogy ezt a jeldlést
iiveg feliileten novesztett SK-BR-3 sejtvonalon, és N87 eredetli egérben ndvesztett tumorbol
készitett fagyasztva metszett mintdkon is elvégeztiik. Kontrollként Zeiss LSM 880
1ézerpasztazo mikroszkopot hasznaltunk. A két mikroszkoppal mért FRET hatasfok kozott nem
talaltunk kiilonbséget, ebbodl arra kovetkeztettiink, hogy a Pannoramic Confocal alkalmas
pontos FRET mérésre mind sejtkulturak, mind szdvettani metszetek esetében. Emellett a
Pannoramic Confocal alacsonyabb expozicios id6 mellett képes hasonld vagy jobb
kontrasztaranyl képek felvételére, mint a kontroll LSM 880, valamint alkalmas teljes
targylemezek szkennelésére. Osszességében a Pannoramic Confocalra implementalt
pixelenkénti autofluoreszcencia korrekciéos FRET mérési mddszer megteremti a technikai
alapjat annak, hogy a molekularis interakciok vizsgalata a kutatélaborok utin a
patodiagnosztika teriiletén is megjelenhessen. A biztatdé eredmények alapjan jelenleg a klinikai
mintak gytjtése zajlik az EGFR-integrin interakciok tovabbi vizsgalatahoz. Emellett az utobbi
idében tobb olyan vizsgalatot végeztek, melyek tovabbi, potencidlisan diagnosztikailag
relevans molekulaparokra hivtak fel a figyelmet. P1. a HER2-HER3 heteroasszociacidé mértéke
magas prediktiv értékkel bir az emlétumorok metasztazis képzd képességére €s kinjulasara
[99], és felvetették ugyanezen interakcid fontossagat kolorektalis karcinomak esetében is [100],
tovabba a HER2-HER2 homoasszocicié is jO prognosztikai markernek bizonyult a korai
emlédaganatokban [101]. Szintén emlétumorokban az Akt/PKB aktivacio mértéke potencialis
prognosztikai marker [102]. Itt azonban a FRET mérését nem egy bimolekularis interakcid
meghatarozasara hasznaltak, hanem egy pan-Akt ¢€s egy foszfo-Akt ellenes antitest kozotti
FRET alapjan zartak ki a jelolés soran fellépd aspecifikus kotddést [102].

mennyis€égétél €s a magas interakcido rontja a beteg tulélési esélyeit [103], azonban nem
kissejtes tiidorak és melandma esetén a magas interakcié noveli a PD-1 és a PD-L1 inhibitorok
terapias hatékonysagat is [104].

Ezen felil nemrég hoztak létre egy olyan targylemez formatumit FRET alapu peptid

microarray-t, amivel tobb matrix metalloproteinaz aktivitasa is hatékonyan mérheté. Ezzel
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szamos szervi daganat malignitdsardl ¢és metasztazis képzd képességérdl informaciot
nyerhetiink. Mindezen prediktiv interakciok a tovabbfejlesztett Pannoramic Confocal
segitségével teljes metszeteken, ill. metszet microarray-eken potencidlisan nagy

hatékonysaggal vizsgalhatok [105].
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Osszefoglalas

A digitalis patologia gyors fejlédése lehetdvé teszi szoveti szintli morfologiai felvételek
készitését. Immunhisztokémiai jelolések alkalmazasaval ezek a morfoldgiai jegyek egy vagy
két molekula expresszios szintjével korrelaltathatoak. Napjainkban a fluoreszcencias patoldgiai
szkennerek megjelenése és elterjedése zajlik, melyek lehetévé teszik tobb molekula azonos
mintdban torténd, multiplex jeldlésen alapuld vizsgéalatdt. A Pannoramic Confocal az els6
digitalis patoldgiai szkenner, amely a hagyomanyos transzmisszidés ¢€s fluoreszcencias
képalkotason tul konfokalitast is biztosit. A szkennert a konfokalis képalkotés, stabilitas,
pontossag, linearitds ¢és érzékenység szempontjabol vizsgaltuk. A  konfokalis kép
pontkiterjedési fliggvényét aszimmetrikusnak, de térben invariansnak mértiik; ennek alapjan
dekonvolucids algoritmust implementéltunk a miiszerhez. Az X-Y dimenzidban mért stabilitas
és relokalizacios pontatlansag joval a felbontasi hatar alatt volt. Az intenzitasvalasz linearis volt
(R?>0,9996). A kalibralt mérések azt mutattidk, hogy indirekt jelolés alkalmazéasaval sejtenként
> 2000 molekula jol detektalhato és leképezhetd. A megvilagitast vizsgalva azt talaltuk, hogy
a mikroszkép megvildgitasa aszimmetrikus €s inhomogén. Ennek kikiiszobolésére bevezettiink
egy korrekciés modszert, amely alkalmas kisebb teriiletr6l és térben valtozatos mintakrol
késziilt felvételek megfeleld korrekcidjara is, valamint megbizhato 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) népszerli eszk6z a molekularis kdlcsonhatdsok tanulméanyozasara,
mivel a 1-10 nm-es tartomanyban igen érzékeny a tavolsagra. Az intenzitas alapu, spektralisan
korrigalt FRET mérési modszer elonye, hogy haromdimenzids, valamint idofiiggd mérésekre
is alkalmas. Annak érdekében, hogy hasznalhat6 legyen magas autofluoreszcenciaju metszetek
mikroszkopos mérése soran pixelenkénti autofluoreszcencia korrekcioval, az &aramlasi
citometriaban hasznalt sejtenkénti korrekcidos algoritmust adaptaltuk. A kidolgozott
pixelenkénti autofluoreszcencia korrekcid javitja a mérések pontossagat és kiilonosen alacsony
szignal/autofluoreszcencia értékek, valamint térben valtozatos autofluoreszcenciaji mintdk
esetében ajanlhatd. 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 1ézerpasztazo
mikroszkoppal mértekkel egyezést mutattak. Ez alapjan a pixelenkénti autofluoreszcencia
korrigalt FRET mérés implementalasra keriilt a Pannoramic Confocal digitalis patologiai
szkenner szoftverében, megteremtve a diagnosztikai céli FRET mérések a metodologiai és

instrumentalis alapjat.
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Summary

The rapid development of digital pathology allows morphological imaging at the tissue level.
Using immunohistochemical markers, these morphological features can be correlated with the
expression level of one or two molecules in the same slide. The recent emergence of
fluorescence pathology scanners, however, allows multiplex detection of several molecules in
the same sample. The Pannoramic Confocal is the first digital pathology scanner to provide
confocal imaging in addition to conventional transmission and fluorescence imaging. We
evaluated the scanner for confocal image quality, stability, accuracy, linearity and sensitivity.
The point spread function of the confocal image was asymmetric, but spatially invariant;
therefore, we have implemented a deconvolution algorithm for the instrument. The stability and
relocalisation inaccuracy in the X-Y dimensions were well below the resolution limit. The
intensity response was linear (R* >0.9996). Calibrated measurements showed that > 2000
molecules per cell could be reliably detected and mapped using indirect labelling. We found
that the microscope illumination is asymmetric and inhomogeneous. To overcome this, we
introduced a correction method that is suitable for the proper correction of images also from
small areas as well as spatially diverse samples, and gives reliable results for quantitative
measurements. Based on this and findings on instrument precision, the Pannoramic Confocal
appears suitable for measuring molecular interactions in histological sections.

Forster resonance energy transfer (FRET) is a popular tool for studying molecular interactions
due to its high distance sensitivity in the 1-10 nm range. The intensity-based, spectrally
corrected FRET measurement method has the advantage of being suitable for three-dimensional
as well as time-lapse measurements. To use this method in microscopy with pixel-by-pixel
autofluorescence correction, the flow cytometric cell-by-cell autofluorescence correction
algorithm has been adapted. The implementation of pixelwise autofluorescence correction
improves the accuracy of measurements and is particularly recommended for samples with low
signal/autofluorescence ratios and spatially variable autofluorescence intensities. The
Fiji/lmageJ plugin written to perform the analysis is freely available.

The measurement procedure was also tested with the Pannoramic Confocal, where FRET
efficiencies measured on cells and tissue cryosections were in accordance with those measured
as control with an LSM 880 laser scanning microscope. Based on this, the pixel-by-pixel
autofluorescence corrected FRET measurements have been implemented in the Pannoramic
Confocal digital pathology scanner software, providing the methodological and instrumental

basis for diagnostic FRET measurements.
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