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1. A doktori értekezés el6zményei és célkitlizései

A digitalis patologiat széles kdrben hasznaljak a human orvostudomanyi kutatasokban és
szamos kozlemény jelent meg az allatorvosi teruleten torténd alkalmazasarol is. 2017-es
megjelenése ota a QuPath szamos, allati szOveteket értékel6 tanulmanyban volt digitalis
képelemzb szoftver. Esetlinkben a sertések reprodukcids zavarokkal és légz&szervi tiinetekkel
jaro szindroma virusanak 1-es tipusat (PRRSV-1-et) és a sertés 2-es tipusu circovirusat (PCV-
2-t) hasznaltam modellként, hogy a modszer lehetdségeit feltérképezzem. A szQvettani
metszetek Pannoramic Midi (3D Histech, Budapest, Magyarorszag) szévetszkennerrel valé

digitalizalasat kdvetéen QuPath képelemzé szoftver segitségével céloztuk meg elvégezni a:

¢ PRRSV-1 altal malacokban okozott tlidéelvaltozasokban az ISH-val jelolt, virussal
fert6zott sejtek aranyanak meghatarozasat,

e kil6nbdz6 virulenciaju PRRSV-1-torzsekkel fert6zott kocasuld6k endometriumaban a
gyulladasos és CD163+ sejtek szamanak megallapitasat,

e valamint PCV-2-vel fertézott, PCV-2-h6z kdéthetd szisztémas betegségben (PCV-2-
SD-ben) érintett sertések nyirokcsomo széveteiben az IHC eljarassal jelolt fertézott

sejtek szamanak meghatarozasat.

Az objektiv sejtaranyok és sejtszamok birtokaban statisztikai elemzésekkel kivantuk

meghatarozni:

o az RNAscope szemikvantitativ médszerként valé hasznalhatésagat,
e valamint a PRRS okozta endometritis elbiralasanal és a PCV-2-SD diagnosztikajanal

a digitalis moédszernek a manualis eljarasokhoz viszonyitott hatékonysagat.



2. Osszefoglalas

A digitalis patoldgia (DP), mas néven virtualis mikroszkopia a hagyomanyos kérszdvettani
metszetek digitalizalast kdvetd, monitoron térténd megjelenitését és szamitdégépes elemzését
foglalja magaba. A technologianak megoldando problémai és kdvetelményei ellenére szamos
elénye van a diagnosztikaban, az oktatasban és a kutatasi tevékenységben is. A digitalizalast
elvégz6 metszetszkennerek a rutin hematoxilinnal és eozinnal (H&E), tovabba specialis
korszdvettani eljarasokkal festett, valamint immunhisztokémiai (IHC) és in situ hibridizaciés
(ISH) moédszerekkel jeldlt targylemezeket nagy felbontasban olvassak be. Az igy létrejott
digitalis telies metszetképek (Whole Slide Images, WSIs) digitalis képelemzé (digital image
analysis, DIA) programok segitségével vizsgalhatok, lehetéség nyilik az elvaltozast mutaté (a
tobbitdl eltérd méretd, alaku, festédésl és egyéb tulajdonsagaikban kulonb6zé), tovabba
kulénféle specifikus festési eljarasokkal jelolt sejtek szamanak és aranyanak, valamint egyéb

elvaltozasoknak (pl. fibrézis) az objektiv és megismételheté meghatarozasara.

A DP a diagnosztikdaban egyes patolégiai munkafolyamatok felgyorsitasara, tavmunka
végzeésére, valamint a szemikvantitativ eljarasok helyettesitésére alkalmazhaté leginkabb. Az
utdbbi idében a kvantitativ eljarasok mellett egyre nagyobb teret kapnak az olyan
dontéstdmogaté digitalis patoldgiai rendszerek is, amelyek az esetek elézetes szlirésében és
a végsd diagnozis szempontjabdl relevans régiok azonositasaban segitik a patologusok
munkajat. Tébb nagy diagnosztikai szolgaltatd, orvos- és allatorvostudomanyi egyetem,
preklinikai vizsgalatokat folytatd cég, ill. kérhaz tért mar at teljesen digitalizalt
munkafolyamatra, a szamuk jelenleg is tovabb bdévil. A szkennelt metszetek megosztasa
révén a konzultacios lehetdségek is kibovulnek, azaz egy eset kapcsan kért szakértdi

segitséghez csak internetelérés sziikséges a vilag barmely pontjarol.

A DP kutatasi alkalmazasa manapsag meglehetésen gyakori. A morfolégiai elvaltozasok
és molekularis eljarasokkal lathatova tett szOveti jelek szemikvantitativ elbiralasa
meglehetésen szubjektiv és gyakran nehezen megismételhet. Az objektivitas és
reprodukalhatésag mellett a DIA szoftverekkel nyert numerikus adatok statisztikailag
kdnnyebben kezelheték. A mdédszer szamos paraméter/elvaltozas vizsgalatara alkalmas, ilyen
tobbek kozott a sejttipusok szamanak és aranyanak meghatarozasa, fehérjekifejezédés
valtozasanak mérése, sejtelvaltozasok kimutatasa és kvantifikalasa, szoveti elvaltozasok (pl.
fibrézis, amyloid-plakkok) kiterjedésének vizsgalata. Gydgyszerfejlesztések mellett leginkabb
daganatos és egyéb biomarkerek pontos mennyiségi meghatarozasara hasznaljak potencialis
prognosztikai markereket vizsgaldo kutatasokban. A viszonylag egyszerl sejtszamlalasi
eljarasok mellett egyre tobb olyan kdzlemény jelenik meg, amelyekben mesterséges

intelligenciat (artificial intelligence, Al) és az un. mélytanulasi (deep learning) rendszereket
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felhasznalva a programok képesek hatékonyabban felismerni példaul daganatos, vagy
daganatot megel6z8 elvaltozasokat, tovabba a daganat mintazata alapjan pontosabb

prognosztikai besorolasokat elvégezni.

Az orvosi és allatorvosi oktatasban is egyre elterjedtebb a DP hasznalata. Az oktatasi
tevékenység sokkal interaktivabb, az oktatd képes mindenki szamara egyeértelmden kijeldlni,
bemutatni bizonyos elvaltozasokat, akar tobb specidlis festési eljarast egy monitoron
megjelenitve is. Nincs szukség hallgatonkként kulon mikroszkopra, az elhasznalddott vagy
megrongalodott targylemezek utanpotlasarol sem kell tébbé gondoskodni, a hallgaték pedig
hozzaférhetnek a digitalis metszetekhez barhol, barmikor. Tébb publikacié kdzli a digitalis
oktatasi modszertan pozitiv fogadtatasat a hallgatok korében. A rendszer ezen tulmenéen

vizsgaztatasra is alkalmas.

A QuPath (https://qupath.github.io) egy felhasznaldbarat, nyilt forraskodu asztali
alkalmazas, amelyet digitalizalt szévettani metszetek elemzésére terveztek. A program
rugalmasan fejleszthetd, tobbek kozott képes elvégezni az azonositott sejttipusok
osztalyozasat az altalunk kijeldlt tertlet minden sejtjének részletes fenotipusos leirasaval. A
szOvetrész kvantitativ cellularis térképe is elérhetévé valik, amelyet kivalaszthatunk,
lekérdezhetink és abrazolhatunk is. Mindez a hagyomanyos mikroszképos értékelés soran
nem lathaté azonnal, QuPath szoftverrel viszont percek alatt elérhet6, anélkil, hogy specialis

hardverre lenne szlkség.

A DP és a QuPath elényeinek, valamint széleskorl alkalmazhatésaganak bizonyitasara
virusos sertésbetegségeket hasznaltam modellként, ahol az endometrium gyulladasos sejtjeit,
valamint nyirokcsomokban IHC-val, tiddékben ISH-val jeldlt fert6zott sejteket vizsgaltam. A
sertés reprodukcios zavarokkal és légzdszervi tinetekkel jar6 szindromajanak virusa (porcine
reproductive and respiratory syndrome virus, PRRSV) és a sertés 2-es tipusu circovirusa
(porcine circovirus type 2, PCV-2) egyarant nagy gazdasagi jelent6ségl és vilagszerte
elterjedt korokozok, amelyek kuléndésen az altaluk okozott megbetegedések korfejlédése
tekintetében ma is aktiv kutatas targyat képezik. DP felhasznalasaval a PRRSV-1 altal okozott
reprodukcidés és léguti korkép patolégigjardl és korfejlédésérdl is Ujabb ismereteket
szerezhetlnk, valamint a PCV-2 esetében el6relépést hozhat a mddszer a virushoz kéthetd
szisztémas betegség (PCV-2-SD) diagndzisaban, ahol elengedhetetlen a virusnak az
elvaltozott szévetekben valé megjelenitése és szemikvantitativ szamszerisitése, egy digitalis

modszertan pedig objektivebbé és megismételhetbbé teheti az esetek elbiralasat.

Léguti PRRSV-fert6zéses modelliinkben 20 db, 7 hetes malacot vad, virulens PRRSV-1
torzzsel fertéztek. Mérsékelt foku pozitiv korrelaciot allapitottunk meg az in situ hibridizaciéval

jelolt, virussal fert6zott sejtek aranya és az azonos tudélebenybdl elvégzett, kvantitativ



polimeraz lancreakcioval (quantitative polymerase chain reaction, gPCR) meghatarozott
viruskopiaszam kozott. Kisérleti eredményeink bizonyitjak, hogy az alkalmazott RNAscope
ISH digitalis képanalizissel kombinalva értékes szemikvantitativ adatokat szolgaltathat a tidé

in situ PRRSV-fert6zésére vonatkozoan.

Ezt kdvetben a PRRSV-fertézés szaporodasbiolégiai modelljében vakcinazott és nem
vakcinazott vemhes kocasulddket fertéztek gyenge virulenciaju vagy virulens PRRSV-1-
torzzsel és képelemzd szoftverrel szamszerUsitettem az endometrium lamina propriajanak
gyulladasos sejtes beszlirédését. A gyulladasos sejtszamok és a manualis sulyossagi
kategoriak kozott nagyfoku Osszeflggést allapitottunk meg. Tehat a DIA hatékonyan
alkalmazhaté az endometrium gyulladasanak objektiv értékelésére, igy a szemikvantitativ
manualis pontozas mellett vagy helyett megfelel6 modszer szdvetvizsgalatra hasonlé kutatasi

eljarasokban.

A PCV-2-modell esetében PCV-2-SD-vel érintett allatokbol szarmazo, archivalt
nyirokcsomé FFPE-blokkokbdl (formalin fixed, paraffin embedded, formalinban fixalt
paraffinba agyazott blokkokbdl) ismételt PCV-2 IHC-festést, szemikvantitativ manualis
pontozast, tovabba DIA-mddszerrel sejtszamlalast (fertézott és nem fertézott sejtszam
meghatarozast) végeztunk, valamint a virus genom-kdépiaszamat is meghataroztuk a
blokkokbdél qPCR segitségével. A sejtszamok, a manualis pontozas és a gPCR-eredmények
nagyfoku &sszefliggését allapitottuk meg. Eredményeink igazoljak a digitalis patologiai
mobdszertanunk egyszerli és hatékony alkalmazhatésagat az IHC-jelek objektiv

szamszer(isitésére PCV-2-SD esetekben.



3. Uj tudomanyos eredmények

1. Elészér azonositottuk a PRRSV-1-et RNAscope modszerrel sertés
tuddszovetmintakban és el6szor alkalmaztunk digitalis képelemzést az igy lathatova
tett nukleinsav mennyiségi meghatarozasara. Az RNAscope ISH DIA-vel kombinalva
értékes szemikvantitativ adatokkal szolgalhat a tud6 in situ PRRSV fert6zésére

vonatkozodan.

2. El6szor alkalmaztunk digitalis képelemzést a sertés endometrium gyulladasos
sejtszamanak szamszerUsitésére és hasonlitottuk Ossze a modszert manualis
pontozasi eljarassal. A DIA hatékony modszer lehet a szdvetvizsgalatra hasonld
kutatasi eljarasokban, ahol az endometrium gyulladasat objektiven kell értékelni.
llyenek lehetnek tébbek kdzott a vakcinafejlesztési kisérletek, ahol a [ézidocsdkkentés
mertékét kivanjuk szamszer(siteni, de mddszertanaval Uj ismereteket szerezhetlink a

PRRSV-1 reprodukcios patologiajardl is.

3. El6szor fejlesztettiink ki és alkalmaztunk digitalis patolégiai rendszert a PCV-2-SD
egyedi diagnosztikgjara. A jelenleg alkalmazott manualis médszer hatékonysaga
ellenére egy Uuj, digitalis patoldgiai rendszer potenciadlisan javithatja a betegség
diagnosztizalasat, ahol elengedhetetlen a virus vizualizalasa a beteg szdvetekben, a

digitalis kvantifikacio pedig objektivebbé és reprodukalhatébba teszi az esetértékelést.
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