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Bevezetés

A neuro-onkoldgia definicidja szerint a kozponti és a periférids idegrendszert érintd

tumoros folyamatok kezelésével foglalkozik. A kozponti idegrendszer daganatos megbetegedései
ényegesen nagyobb szamban fordulnak el a neuro-onkologiai gyakorlatban, mint a periférias
idegrendszer daganatai, amelyeknek kezelése inkabb az altalanos onkologiai elveket koveti.
A kozponti idegrendszert érintd folyamatok lehetnek elsddlegesek ¢és masodlagosak. Elsddleges,
primer idegrendszeri tumoroknak az idegrendszert felépité sejtcsoportokbol kialakuld tumorokat
nevezzikk. Masodlagos, szekunder tumoroknak a mas szervekbdl kiinduld daganatok idegrendszeri
attéteit, metasztazisait nevezzik (1).

Megtévesztd lehet, hogy a primer agytumorok kozé tartozdo glioblasztomaknal a
szakirodalomban el6fordul, hogy primer illetve szekunder glioblasztomakrol esik szo. Ezekben az
esetekben a primer glioblasztoma megjelolés barmilyen megel6z6, alacsonyabb gradusu tumoros
allapot nélkill megjelené glioblasztomat jelenti. A szekunder glioblasztoéma pedig az alacsonyabb
gradust asztrocitoma ,jmasodlagos” malignizalodasa soran kialakulo glioblasztomat jelenti (1).

A kozponti idegrendszeri daganatok kezelésekor szamos az idegrendszerre jellemzo
tulajdonsagot kell szem elott tartani. Emiatt a kozponti idegrendszert érinté tumorok kezelési elvei
eltérnek a tobbi szerv daganatos betegségének kezelésétél. Masrészt a kozponti idegrendszert
érintd attétes tumoroknak is eltéré tulajdonsagai vannak a tobbi szerv primer vagy szekunder
tumorainak sajatsagaitol. Alapvetéen a kozponti idegrendszer daganatos betegségeinek mas
szervektdl eltérd tulajdonsdgai ¢és kezelési elvei tették szikségessé egy multidiszciplindris,
specidlis megkozelités Ilétrehozasat, a neuro-onkologia kialakuldsat.

A neuro-onkologiai kezelést befolyasold, a kdzponti idegrendszerre jellemzd legfontosabb
altalanos tulajdonsagok az alabbiak lehetnek:

- Azidegszovet regeneracidja nagyon korlatozott és a funkcionalis plaszticitdsa 4-6 éves kor
utdn csekély.

- Allomanyi, az allomanyon kiviili és a durén beliili, illetve a duran kiviili lokaliziciok eltérd
kezelési elveket igényelhetnek.

- A tumor direkt és indirekt moédon karosithatja a kornyezo teriileteket

- Perifokalis és/vagy generalizalt oedema alakulhat Ki a tumor hatisara az allomanyban

- Zart térben a kompenzacios lehetoségek csekélyek.

- A tumor hatasara Iétrejovo funkciovesztés lehet reverzibilis és irreverzibilis.

- A funkciondlo (elokvens) teriiletek kozelében elhelyezkedd tumorok épben kiterjesztett
biztonsagos eltavolitasa funkcidvesztés nélkill nem lehetséges.

- Az clokvens fteriilet érintettsége és/vagy tumoros infiltracidja erdsen Korlatozza a
biztonsagos reszekcid mértékét.

- Az mnoperabilitds vagy a parcialis eltavolitdis masodik vonalbeli kezelést tesz sziikségessé.

- A wvér-agy gat specidlis kompartmentet képez.

Szamos mas tényezé mellett csak a fentiek alapos figyelembevételével lehet kialakitani az
optimalis terapiat. Magyarorszagi és nemzetkozi gyakorlatban IS a terapias terv kialakitasaro |
multidiszciplindris team dont; optimalis esetben idegsebész, onkologus, sugarterapeuta, neuro-
radiologus, neuro-patologus, neurologus, rehabilitdicids szakember részvételével



A kozponti idegrendszeri tumorok kezelése ma is a kovetkezd harom pilléren alapul:

- Idegsebészeti beavatkozas
- Kemoterapia
- Radioterapia

Az elmult évtizedekben a kezelés mindharom pillére jelentés fejlodésen ment keresztiil. A
lehet6 legjobb idegsebészeti kezelés elérését azonban elsdsorban a preoperativ diagnosztika
fejlodése segitette. A preoperativ diagnosztika legjelentdsebb elérelépése a képalkotasi eljarasok:
nagyfelbontdsi komputer tomografia (CT), magneses rezonancia képalkotds (MR), MR
spektrometria, funkcionalis MR, MR traktografia, képalkotassal kombmalt elektrofiziolo giai
,brain mapping”, PET CT megjelenése és klinikai hozzaférhetésége volt (2-5). A lokalizacio ¢és
kiterjedés mellett ezek az eljardsok a tumor szovettani tipusdnak elOzetes feltételezésére is
alkalmasak. A képalkotok altal feltételezett szovettani diagndzis megerdsitheté a miitét elétt par
nappal torténd sztereotaxias mintavétellel, biopszidval A siirgds beavatkozast igényld esetekben,
azonban biopsziara leggyakrabban nincs id6 (2-5).

Elokvens teriiletek intraoperativ azonositasaban az elektrofiziologia fejlédése és az éber
miitétek jelentettek eldrelépést. Intraoperativ térbeli lokaliziciot segiti a rutinszeriien alkalmazhaté
neuro-navigaci6 (3). Az intraoperativ képalkotasban pedig jelentds szerepe lett az olcso,
ismételheté ultrahangnak (6,7), tovabba intraoperativ. CT, MR is rendelkezésre allhatnak (2-8).

Azonban a miitét kozbeni szovettani azonositas tovabbra is egyetlen elterjedt modja az
mtraoperativ szovettani analizis maradt. Ez a tradiciondlis szOvettani vizsgalat egyszertsitett, igy
gyorsabb valtozata. Idealis esetben, megfelelé infrastruktira mellett is megkdzelitéleg 30-40
percen beliill hoz eredményt. Ez az idGablak egy idegsebészeti miitét sordn meglehetésen hosszu
lehet és a modszer megbizhatosaga is alatta marad a hagyomanyos szovettani analizisnek, tovabba
nem nyujt segitséget a tumorhatarok megitélésében és az infiltrdld tumorok esetében az infiltracio
mértékét sem mutatja megbizhatdan (8-10).

Az idegsebészeti miitétek sordn a tumoros terilleteknek az ¢ép Aallomanytél valo
ekiilonitésében tovabbra is az idegsebész tapasztaltsaganak van kulcsszerepe, habar az elmult
években néhany alternativ modszert is Kifejlesztettek a szovetek in situ, intraoperativ azonositasara
¢és megkiilonboztetésére. Legutoljara kiilonfele fluoreszcens vagy radioaktiv jelolési technikdk -
beleértve a nano-partikulumok alkalmazasat is - keriitek lefrdsra az agytumorok in situ,
intraoperativ lathatova tételére, azonban ezek szOvettani diagndzist Onmagukban tovabbra sem
adnak (10-12). A jeloléses modszerek mindegyike, olyan fluoreszcens vagy radioaktiv molekulak
beadasat igénylik, amelyek a tumor-sejtekben akkumulalodnak. Hatranyuk kozé tartozik, hogy a
jelolés specificitasa gyakran csekély, a beadast kovetd optimalis miitéti idéablak pedig pontosan
meghatarozott és mindig specialis miitéti koriilményeket igényel a detektalas (13-14).

Az elmilt idészakban bemutattak, hogy néhany tomegspektrometriai ionizacidos modszer
potencidlisan alkalmas a tomeg spektrometridn alapuld intraoperativ hisztologiai meghatarozés
kifejlesztésére (15-18). Tovabba kifejlesztettek dedikalt tdomegspektrometrian alapuld intraoperativ
modszereket tumor infiltracid azonositasra hasi sebészeti mitétekhez (18-20).

Az idegsebészet terilletén azonban tovabbra sincs olyan eszkéz, amely gyors, in Situ,
intraoperativ analizist tenne lehetévé. Ezt az idegsebészeti specidlis kovetelmények az ép,
funkcionald allomany védelme és a specidlis miitéti eszk6zok tovabb nehezitik.

Az idegsebészetben mar egy gyors, szovettani diagndzist nyljtd intraoperativ eszkodz is
nagyban tamogatna a helyes sebészeti taktika kialakitasat. Azonban a miitéti reszekcio kivitelezését
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leginkdbb a tumor hatarokat mutatd, az ép allomanyt elkiilonitd6 modszer segitené. Egy ilyen
tomegspektrometrian alapuldé modszer, elsésorban a glioma tipusi daganatok sebészetében
jelenthet igazi elonyt, ahol egyrészt a hatarok és a tumor azonositisa még tapasztalt sebészek
szamara is sokszor bizonytalan (15). Masrészt gliomaknal, azon belill a glioblasztomaknal tovabbra
is az életkor, az altalanos allapot (performance scores) és a sebészi reszekcid mértéke maradtak a
relevans prognosztikai faktorok (21) illetve a glioblasztoma a leggyakoribb malignus, primer
agytumor (1).

Glioblasztoma esetében ismert, hogy a teljes eltdvolitdis a tavoli infiltrdcid miatt
gyakorlatilag nem lehetséges, igy aszovettani diagndzis ismeretében, amennyiben abeteg allapota
megengedi kotelezé az utdkezelés. A jelenlegi glioblasztoma protokoll konkurald kemo-irradiacot
javasol posztoperativ kezelésként, azonban ennek eredményei is csak néhany hoénapos tilélés
novekedést mutatnak a korabbi kezelési rezsimhez képest (22).

Szelektivebb ¢és specifikusabb kemoterapias lehetéség ranyaban intenziv kutatas folyik.
Primer glioblasztomak genetikai markereinek populacid sznten torténd azonositasa, a
gliomagenezisben betoltott szerepikk vizsgilata széleskord, de ez idaig a szamos kisérlet ellenére
genetikai prognosztikai faktort még nem sikeriilt azonositani (23). Egyedi molekularis terapias
célpontot is csak keveset sikeriilt felderiteni és a klinikai vizsgalatok eredményei szerint a tilélés
dramai javuldsa tovabbra is elmaradt, az ilyen tadmadéasponti kemoterapids szerek hasznalatakor
(24-25).

Osszefoglalva: a neuro-onkologiai korképek kezelésében elsésorban a gliomik azon beliil
is a glioblasztoéma kezelésében égetd sziikség van a kezelést €s a kimenetelt javitd 10j eljarasokra.
Habar az elmult években tortént mérsékelt eldrelépés a sebészeti eltdvolitds és a gyogyszeres
utokezelés tekintetében is, azonban Osszességében mind a sebészeti reSzekcid mértékének, mind a
postoperativ  kezelés hatasfokénak javitasara szikség van. Madsrészt a neuro-onkologiai
idegsebészeti ellatasban fontos szerepe lenne egy intraoperativ, in Situ, gyors szovettani jellegii
diagndzist addé modszernek is. Ez kiilonosen olyan korképek esetén hozna gyakorlati hasznot, ahol
a szOvettani diagndzis meghatirozza a valasztandd sebész taktikat.



Irodalmi attekintés

A tumoros terliletek intraoperativ azonositasban az elmult évtizedben felvetették a
képalkotod technikak (leginkabb az ultrahang és a MR) és az infravords spektroszkopia kombina It
alkalmazasat, de az ép €s a tumoros szovetek komplett elkiilonitését sebészeti korilmények kozott
eddig nem tudtak bizonyitani (6, 7, 14).

Az idegsebészetben a jelolési eljarasok kozil a fluoreszcens 5-aminolevulénsav
alkalmaziasat dolgoztdk ki Az 5-ammolevulénsav indukdlja a fluoreszcens protoporfirin IX
tételét agymiitétek soran (13). Azonban ez a modszer IS a jelold szer beadasat és specialis
muiszereket igényel a fluoreszcencia detektalasa. A modszer értékét a gyakorlati hasznalatban
csokkenti, hogy a fluoreszcenciat mutatd teriiletek atfedhetnek ép teriileteket is, valamint a jelo16
agens amiitét soran is kijuthat a sejtekb6l. Tovabba szovettani diagnézist sem nyUjt az eljaras, errél
a mitét elott kell megbizonyosodni (13). A technika széles korben nem terjedt el

A tomegspektrometria a szerves anyagok legérzékenyebb és leghatékonyabb
vizsgaloeszkozének tartjuk mind analitikai, mind strukturdlis tekintetben. Alkalmas a kvalitativ és
kvantitativ  analizisre, jol reprodukéalhatd és rendkiviil kis mintamennyiséget igényel A
tomegspektrometria intraoperativ bevezetését sokaig a spektrométerek jelentds mérete ¢és a
specialis elhelyezési igény akadalyozta. igy a tomegspektrometria az intraoperativ szovettanhoz
hasonlban nem nyujthatott elonyt, mivel a mintdt a spektrométerhez kellett vinni A mobil,
kisméretli tomegspektrométerek megjelenésével ez az akadaly elharult, de a tomegspektrometrias
méréshez a vizsgalni kivant mmnta molekuldit alkalmassd kell tenni az analizishez, azaz -
leegyszerlisitve - gazhalmazallapotba kell hozni ¢€s ionizalni kell éket (16-17).

A rapid evaporacios ionizalas utani tomeg spektrometria (Rapid Evaporative lonization
elektromos disszekcid soran alakulnak ki és azutan torténik az evaporatum analizise. A REIMS
analizis szOvet specifikus, azonos idejii (,real-time”) adatokat nyujt, de az alkalmazasa a termikus
evaporaciot lehetové tevd sebészi beavatkozisokra korlatozodik, ugymint az elektro-sebészet és
lézer sebészet (18-20). Ennck a technikanak az alkalmazhatosaga szamos esetben korlatozott,
kilonosen az idegsebészet teriiletén, mivel amig az eredeti REIMS metddus monopolaris
elektromos sebészeten alapul, addig az agysebészeti beavatkozasok soran elsGsorban bipolaris,
finom, dedikalt eszkozoket hasznalunk. Az idegsebészetben clterjedt bipolaris technika
tomegspektrometridval torténd direkt kombindlasa eddig még nem keriilt leirasra.

Az idegsebészetben szintén gyakran haszndlt normal vakuumos szivd mellett az
ultrahangos szivo (Cavitron Ultra Sound Aspiration (CUSA)) a szovetek finom elvalasztasara és
elszivasara szolgdl. Mindkét esetben az eszkdzoket a kiterjedt szoveti sériilés elkeriilése miatt
haszndljuk. Az ultrahangos elszivasndl a nehezebben szivhaté cellularis komponenst az
ultrahangos rezgés megbontja ¢s alkalmassa teszi az elszivasra (25). Megfeleld beallitasnal és
kéziigyességnél az ultrahangos szivd az ereket sértetleniil hagyja, amelyeket azutan szelektiven
lehet koaguldlni. Tovéabbi elénye az ultrahangos szivonak, hogy elektromos fesziiltség ¢és jelentds
ho terhelés nekkiil képes eltavolitani a tumorszovetet. Ez kiilondsen fontos az agysebészetben, ahol
a kiterjedt hegszovet képzodés kés6bb epilepszidhoz vezethet illetve az athaladd elektromos
fesziiltség és hohatas funkcionalis karosodast okozhatnak (20, 26-28). A CUSA ¢és a
tomegspektrométer parositdsdnak fontossagat mar kordbban felismerték, azonban az elszivott
szovettormelék itt nem alkalmas kdzvetleniil tomegspektrometrids mérésre azt gdzhalmazallapotba
kell hozni és ionizalni kell elébb. Eddig csak a CUSA altal elszivott szovettormelék részletek
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elokésztését és a spektrométerhez vald transzportalast kovetd tomegspektrometriai felhasznalasat
ismertették. A CUSA és tomegspektrométer direkt dsszekapcsolasat eddig nem sikeriilt megoldani
(16, 17). A technika on-line, direkt alkalmazasa feltételezésiink szerint gyorsabb analizist tenne
lehetdvé és az egyk legfinomabb idegsebészeti eszkoz lenne alkalmas a mintavételre. Masrészt
elokvens teriiletek kozelében sem kell héhatastol, elektromos fesziiltségt6l tartani. A miitében akar
a bipolaris csipeszt, akar a CUSA-t spektrométerrel kombinalva eclvieckben egy gyors in situ
hisztologiai analizisre nyilna lehetdség, amely nagyban segitené a sebészi taktika kialakitésat.

Ritka korképek kezelésekor - példaul az altalunk korabban vizsgalt primer kozponti
idegrendszert érintd limfomak esetében - ez jelentds elénnyel jarna (29-34). Ezekben az esetekben
a kemoterapia ¢és, vagy sugarterapia alkalmazisa jo eredménnyel jar és a kezelés alapjat ma mar
ezek a modalitasok alkotjak a térfoglalas nélkiili esetekben (35-38). A térfoglalo esetekben egy
intraoperativ gyors szovettani eredmény jelentdsen befolyasolja asebész technikat, mivel ezekben
az esetekben a szovettan ismeretében elegendé a térfoglalas megsziintetése. Térfoglaldo spinalis
epiduralis limfomak esetében azonban a siirgbsség nem teszi lehetévé a gondos preoperativ
kivizsgalast, hiszen mind a biopszia, mind a kiegészit6 MR spektroszkopia idoigényes (39-46).

A primer agydaganatok koziil a glioma csoport gyakorisaganal fogva is kiilonos figye Imet
igényel. Kiilondsen az infiltrativ gliomak sebészete jelent kihivast, ahol a sebész tapasztalat
kiemelt fontossagi. A tumorhatdrok sokszor nehezen ismerhetok fel ¢és a tumor korabbi
elnevezésének (multiforme) megfeleléen a tumor igen heterogén, allagaban is szElsGséges hatarok
kozott mozog (1). Még tapasztalt sebészekkel is eléfordul, hogy még biztonsagosan eltavolithatod
tumorallomany, ifiltrdlt agyallomany marad vissza. Emiatt a glioblasztomak sebészetében
kiilonosen hianyzik az eltavolitast segité technika. A tomegspektrometria elvieckben az ép és
daganatos szovetek elkiilonitésére az idegsebészetben is alkalmas lehet, ahogy a REIMS technika
a hasi sebészet egyes teriiletein, ha a modszert az idegsebészeti koriilményekhez sikeriil adaptalni
(18-19).

Korabbi kutatasok és sajnos a gyakorlati tapasztalatok is igazoltak, hogy a glioblaszté mak
infiltracios potencialia nagyon jelentés (1, 22). A szolid, 0Osszefliggd tumor részektl tobb
centiméteres tavolsagban is lehetnek migralt, tumoros sejtek. Ezeknek sebészi eltavolitasa
értelemszertien nem lehetséges. Ett6l eltekintve a sebészi reszekcio mértéke a glioblaszto mas
esetekben tovabbra is prognosztikai faktor maradt (25). Egyértelmi, individualis molekularis
genetikai prognosztikai faktort azonban eddig még az intenziv kutatdsok ellenére sem sikeriilt
Kimutatni (25). Masrészt a migralt tumor sejtekbdl a betegség ritka kivételektol eltekintve mindig
kigjul, igy a szovettan ismeretében utokezelés sziikséges. A jelenlegi konkurald kemo-irradiacio
soran hasznalt temozolamid vér-agy gaton torténd penetracidja kivald, de se nem szelektiv, se nem
specifikus kemoterapias szer (22).

Fentiek miatt a miitéti eltavolitdas minél kiterjesztettebb és biztosabb kivitelezése mellett
egy molekularis genetikai prognosztikai faktor és terapias célpont identifikaldsa is égetéen
szikkséges lenne. A glioblasztomak esetében a leggyakoribb genetikai eltérés a receptor tirozin
kinazok (receptor tyrosine kinases (RTK)) aktivacioja, kiilonosen az epidermalis ndvekedési faktor
receptor (epidermal growth factor receptor (EGFR)) aberrans expresszidja (47,48). Az EGFR gén
amplifikacioja és/vagy over-expresszioja a primer glioblasztomak karakterisztikus eltérése (48).
Az EGFR gén amplifikacioja 40%-ukban illetve over-expresszivja 60%-ukban fordul eld. A teljes
EGFR gén amplifikaciéjaval parhuzamosan ndvekszik a mutacid, intragenikus delécid eshetOsége
az EGFR gén 2-7 exonjainak tekintetében (47). Emiatt EGFR lokusz amplifikacidja a vad tipusa
¢s a v3 varians ko- és over-expressziojahoz vezet (23,47). Ez a mutalt EGFR, az EGFRv3-ként
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ismert variansa, amely egy folyamatosan aktivalt, ligandfiiggetlen receptor (47). Azonban
kimutattdk, hogy a vad tipusa és EGFRv3 wvarians gén over-expresszibja Onmagaban nem
transzformald esemény felndtt agyszovetben (47). Human glioblasztdma mintdk kiterjedt
vizsgalata kimutatott olyan genetikai konstellaciot, ahol az RTK-ok aktivacidja tumorszupresszor
gén funkciovesztésével tarsult, mint példaul a PTEN (phosphatase and tensin homologue) gén
funkciovesztése (49, 50). A PTEN gén a 10-es kromoszoma hosszi karjan lokalizalodd gén, amely
a sejtproliferaciot a PIP3 tutvonalon keresztil hatva gatolja (49). A 10q delécidja a leggyakoribb
kopiaszam eltérés glioblasztomaknal, az esetek 85%-ban megtorténik (47, 50-52). A gén
funkcidvesztéssel tarsult mutacidja a primer gliomak 15-40%-ara jellemz6 genetikai eltérés (50-
52).

Az EGFR/PTEN/Akt/mTOR tutvonal az egyik felderitett kulcs genetikai ttvonal a primer
gliblasztomak kialakulasaban (23). Habar az EGFR és PTEN ugy tiinik, kdzponti szerepet tolt be
a gliomagenezisben, a molekularis statuszuk a célzott terapidkra (mint példaul az everolimus vagy
a gefinitib) adott valaszt nem jelzi elére és a tuléléssel sem korrelalnak (24, 25). Ennek ellenére
glioblasztbma sejtvonalakon kimutattak, hogy az EGFRv3 és a PTEN koexpresszidja az EGFR
kindzokra vald érzékenységgel tarsult és, hogy a PTEN gén elvesztése glioblasztomaknal az EGFR
kinaz inhibitorokkal torténd kezelés rezisztenciajahoz vezet (53).

A gliomagenezis kutatasaban kiilonféle peptid hormonok szerepét is intenziven vizsgaljak.
A peptid hormonok kozil a hipotalamusz altal termelt GHRH (growth hormone-releasing
hormone) tumorok novekedésére gyakorolt hatasianak vizsgalata kertilt el6térbe. A hipofizis tipusu
novekedési hormon-felszabaditdé hormon receptor gén (pituitary-type growth hormone releasing
hormone receptor ()GHRHR)) a 7p kromoszoman helyezkedik el az EGFR génje mellett (54-55).
A novekedési hormon-felszabadit6 hormon (growth hormone-releasing hormone (GHRH))
bizonyitottan ndvekedési faktorként viselkedik kiilonféle daganatok esetében. (54, 55). Szamos
human tumoros megbetegedésnél a tilélés novelése érdekében GHRH antagonistakat fejlesztettek
ki (54, 56, 57), amelyeket sikeresen alkalmaztak malignus glioma sejttenyészetekben is (46-59).
Experimentalis tumor modellekben a GHRH anatagonistdk hatésa a hipofizis novekedési hormon
— hepatikus IGF (inzulin-like growth factor) tengelyen keresztiil (60) illetve az autokrin/parakrin
GHRH-nak a tumor pGHRH és/vagy SV1 (splicing varians 1) receptorathoz valo kotédésének
direkt gatlasan keresztiil érvényesiil (61,62). Bizonyitott, hogy a GHRH antagonistak specifikusan,
nagy affinitassal kotddnek a malignus tumorokon €vé GHRH receptorok splicing variansaihoz is
¢és blokkolva az autokrin GHRH kotddését fejtik ki antiploriferativ hatasukat (61,62). Szintén
kimutatott, hogy a perifériaba jutatott GHRH analog (JV-1-42) képes penetralni a kdzponti
idegrendszerbe, azaz atjutni a vér-agygaton (63). Korabban kideriit az is, hogy a GHRH
antagonista  analogok  csokkentk az U-87GM human glioblasztoma  sejttenyészetek
tumorigenicitasat (64, 65).

Az elmilt idészakban az igynevezett splicing mechanizmus megismerésével kideriilt, hogy
a tumorokban a splicing soran szignifikansan tobb hiba torténik. A kodolt receptoroknak gyakran
funkcionald ésnem funkcionald splicing variansai jelennek meg (66, 67). Ezeknek a receptoroknak
specifikus agonistait és antagonistait lehet kifejleszteni, tovabba a splicing varidnsok célzott terapia
lehetdségét teremtik meg (58-67). Ismert, hogy a GHRH f6 splicing variansa az SV1 receptor
tobbfele tumortipusban is megtalalhatdo (60, 62, 66, 68). Ezeken kivill bizonyitottdk, hogy
emltumor sejtvonalak esetében a GHRH antagonistdk az EGFR-Akt utvonalon fejtk ki az
antiproliferativ hatasukat (69). Eddig azonban a GHRH receptor ¢€s a funkcionalod splicing varidnsa,
az SV1 receptor, ¢és a nem funkcionald SV2 expresszidjat human glioblasztdma mintdkon eddig
nem vizsgaltak.



Célkituzések

Kisérleteink elsé részében a tomegspektrometria specialis idegsebészeti adaptalasat tiiztiik
ki célul. A bipolaris csipesszel illetve CUSA-val torténd mintavétel in situ, intraoperativ, direkt
tomegspektrometriai  analizisét  kivantuk megvalositani. Ezen Dbelil egyrészt a tomeg
spektrometrian alapuld in situ, in vivo szovettani azonositds, masrészt a tumoros és ép teriletek
eliilonitése volt a végleges célunk. Fenti célokkal az intraoperativ dontéshozatal és a sebészi
beavatkozas tamogatasat szerettik volna elérni.

Ezrt kiemelten kezeltiik a sebészi szempontbol kihivast jelentd glioma csoportba tartozo
daganatok vizsgalatat és a gliomakon belil kiilonds tekintettel vizsgaltuk az asztrocitomak és
glioblasztomak azonositdsanak lehetdségét, a tumoros szovet ép agyallomanytol vald elkiilonitését
és a modszereink ilyen wranyd felhasznalasi lehetdségett.

Ezen tilmenden, a kozponti idegrendszeri tumoros folyamat szovettani jellegli
azonositdsan kivil, a CUSA/SSI-MS modszer egyéb lehetdségeit is vizsgaltuk, ugymint a
lipidfrakciok ¢és peptidek kimutatdsanak lehetOségeit.

Feltételezésiink szermt az egyes peptidek, fehérje fragmentumok azonositdsa a tumoros
szovet spektruman belil késdbb lehetdvé teszi majd a tomegspektrometriaval torténd egyre
specifikusabb molekularis faktorok gyors kimutatasat is.

A molekularis prognosztikai faktor és terapids target hidnya leginkabb szintén a gliomak,
glioblasztoma posztoperativ terapidja esetében érezhetd. A glioblasztomak miitéti eltavolitisanak
javitasa mellett a posztoperativ kezelésiik szerény lehetOségeit is bdviteni szikséges, emiatt
els6ként egy esetleg prognosztikai faktorként is hasznalhatd terdpias target vizsgalatat tiiztiik ki
célul, egyelére konvenciondlis molekularis genetikai eszkozokkel A glioblasztomak terapidjaban
lehetséges molekularis célpontként a GHRH, a GHRH receptor ¢s GHRH receptor splicing
variansok  megjelenését  vizsgdltuk  humdn  glioblasztdbma  mintdkon a klasszikus, a
gliomagenezisben bizonyitottan szerepet jatszo EGFR és PTEN expresszios mintazatok mellett.

Tovabba kisérleteink soran kideriilt, hogy a tomeg spektrometrian alapuldé moddszerink a
ritka tumorok gyors azonositisaban is szerepet kaphat. [gy disszerticionkban példaképpen
bemutatunk egy ritka korkép a spinalis epiduralis Lmfomak eseteinek retrospektiv vizsgalatat,
amelyeknél eredményeink szerint, ha gyors intraoperativ szovettani diagnozis allna rendelkezésre
az adott helyzetben az a miitéti kezelés stratégiajat is megvaltoztathatna.
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Anyagok és médszerek
Bipolaris koaguldcios csipesz és tomegspektrométer dsszekapcsoldasa (BF-MS)

Kereskedelmi forgalomban 1év6 a mitétek soran egyébként is alkalmazott, eredetileg
vizcsepegtetéses, altalunk modositott bipolaris csipeszt hasznaltunk (ERBE Elektromedizin
GmbH, Tibingen, Németorszag), amely a REIMS technikdhoz hasonléan az ioniziciot is
megvalositotta az in vivo sebészeti beavatkozasok alatt.

A sebészi ionforras ¢€s az ion transzfer felépitését az /. dbra mutatja be. A minta ionizicidja
a sebészeti beavatkozids helyén megtorténik a csipesz kozé keriilt szovetdarab elektromos
disszekcidja soran. A keletkezett sebész ,flistot”, valojaban evaporatumot, még helyesebben
aeroszolt a csipesz hegyétol kissé magasabban 1évO eredetileg a csepegtetésre tervezett réseken
szivtuk el. A csipesz masik végét egy 4 méter hosszi, 1/8 col kiilséatmér6jii és 2mm belséatmérdji
teflon csdvel kotottik 0ssze az LTQ Velos (ThermoScientific, Bremen, Németorszag) vagy LCQ
Deca XP Plus (ThermoFinnigan, San Jose, Kalifornia, USA) tomegspektrométerek altalunk
készitett kapillaris bemeneteivel. A szivasért felelos mikro pumpat stiritett levegével hajtottuk meg
2,5 bar névleges bemeneti nyomassal (a klinka koézponti siritett levegd halozatbol). A pumpa
tomeg spektrométer gyari, ion forrasaval lett 6sszeépitve az atmoszférikus bemenetre merdlegesen
azért, hogy redukdlja a tomegspektrométer belsObb részeit €rd szennyezodést.

Neuronavigacié 1/8” LTQ Velos tomeg- Bipolaris csipesz  Tefloncsé
monitora atmérgji spektrométer kapcsolédasi pontja
teflon csé
Atmoszférikus
c) bemenet
Elektrosebészeti
egység l

] =

N

\

1/8”
Bipolaris tmérsjd
csipesz teflon csé

1. abra: Fenyképek és szerkezeti vazlat az idegsebészeti eszkozrol.
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(a) Az idegsebészeti miitoben késziilt kép a tomegspektrométerhez parositott eszkozzel (Debrecen i
Egyetem, Magyarorszig). (b) Sebészi haszndlatban a mintavevd csipesz és lathato a kapcsolodo
elvezeto teflon cso. (c) A modszer vazlata és a spektrométer atmoszférikus kapillaris bemenetével
torténo dsszekapcsolasrol.

A bipoldris csipesszel kombindlt tomegspektrométerrel végzett intraoperativ, in Situ mérések
menete, etikai engedélyek

A kisérletekben mindig a fent bemutatott bipolaris csipesz és a mobil tomeg spektrométer
direkt Osszekapcsolasaval kialakitott kompakt rendszert hasznaltuk, amelynek kapcsolt része a
spektrumokat rogzitd komputer és a szamitdsokhoz, kiértékeléshez hasznalatos szoftver. A
rendszert telies mértékben adaptaltuk a miitéti koriilményekhez.

Fontos kiemelni, hogy a miitétek soran a tumorok rutinszerti eltdvolitdsat végeztik el és a
tumor felszinének koagulacidja a vérzéscsillapitas miatt minden miitétnél megtorténik €s minden
koriilmények kozott keletkezik a héhatasra evaporatum. A kortkotomia végzésekor torténd
koagulacié az ép, vagy annak tiind agyfelszinen, majd az agydllomanyban a tumor legrovidebb
uton tOorténd elérést szolgdlja. Szovettani verifikaciéra eltavolitott rendkiviil kismennyisé gii
peritumoralis kortex vagy fehérdllomany a tumor eltdvolitisakor minden esetben egyébként is
eltavolitasra, elszivasra keriilt volna. Utobbi méréseket itt peritumoralis, vélhetleg ép agyszovet
spektrumként vettiik fel. Minden esetben csak a koagulacio soran egyébként is keletkezd aeroszolt
hasznaltuk fel a mérésekhez. Az intraoperativ vizsgalatok elvégzését a Debreceni Egyetem etikai
bizottsaga engedélyezte.

A bipolaris csipesszel 44 miitét soran szivtuk el a tumorok koagulalasakor keletkez6
evaporatumot, amelynek spektrometriai adatait rogzitettik. Tovabba 4 miitét soran a peritumoralis
allomany koagulacidjakor is sikeriit mintdt venni. Az igy létrehozott spektrometriai adatbazist 11
késdbbi miitét soran gylijtott mérésekkel teszteltiik.

A miitétek utan az eltavolitott szovetek, tumorok szabalyos patologiai vizsgalatra keriiltek,
mint minden mas esetben. Az eltdvolitott tumorokbol nem hianyzott szovetrész. A szovettani
azonositas a korabbi rutinnak megfeleloen a Debreceni Egyetem Patologiai Intézetében tortént,
illetve a CUSA mérésekhez is felhasznalt esetekben a Giesseni Egyetemen is.

A spektrumok adatbazisban tarolasa és analizise az ultrahangos szivo és tomegspektrométer
Osszekapcsolasaval készilt mérésekkel egyforman tortént.

Ultrahangos szivo (CUSA) és tomegspektrométer osszekapcsolasa (CUSA/SSI-MS)

A szovetek dezintegracidjara és eltdvolitdisara a kereskedelmi forgalomban levd
ultrahangos szivot (CUSA, Cavitron Ultrasound Aspiration) hasznaltuk (Selector, Erbe
Elektromedizin GmbH, Tubingen, Németorszag). Az ultrahangos dezntegraciot 24 kHz
frekvenciaval és 60%-0s energiafokozat mellett végeztik. Teflon csvel (1/16 col kiilséatmérd, 1,2
mm belséatmérd) helyettesitettilkk a kézidarab szivooldalat, hogy a memoria effektust csokkentsiik.
Ezt a Teflon csovet kotottikk egy modositott Ventrui pumpahoz egy 2 méter hosszu (1/8 col kiilsd,
2 mm belsdatmérdjli) teflon csdvel. Ebben az Osszedllitisban a Venturi pumpat nitrogén gazzal
hajtottuk meg 10 bar névleges nyomassal. A Venturi pumpa a tomegspektrométer atmoszférik us
bementére lett felszerelve itt is, a fentieknek megfeleléen, merdlegesen a kapillarisra (2. (b) dbra).
Az ezzel megegyez$ atmoszférikus interfészt korabban Santos és mtsai irtak le (70) és Venturi
Easy Ambient Sonic-spray lonization-nak nevezték el (V-EASI). A nagy felbontasu
tomegspektrometriai mérések Thermo LTQ Orbitrap Discovery (ThermoScientific, Bremen,
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Németorszag) eszkozzel torténtek. Az kis felbontds méréseket pedig egy LCQ Deca XP Max
(ThermoFinnigan, San Jose, Kalifornia, USA) quadrupole ioncsapddji tomegspektrométerrel
végeztik el

Az ultrahangos reszekcido soran a vibrald kézi darabot a szovet felszinére helyezzik és a
vibraciot (~20-40 kHz) egy korkords a kézi darab végére kiviilrél ravezetett vizgylri adja at a
szovetnek. Ennek részleteit a 4. (a) dbran mutatjuk meg. A folyadékot a szovettormelékkel egyiitt
vakuumos szivassal tavolitja elaz eszk6z a hegy belsejében 1€v0 nyildson. A szivas altal létrehozott
aramlasi sebesség 2-10 ml/perc kozott valtoztathatd (2. (C) abra).

(@) CUSA egység Venturi pumpa

L
\ / A
./ " tomegspektromét

pome - .

o0 T bemenete
Rezondlé
" / acélcsé
Sebészi kézidarab e MUanyag héj
™~

= Vizgylrl sugar

/

T Szdvet

(b) (c)
Folyékony minta Nz

~a_

Ultrahang

Venturi pumpa transzducer

Rozsdamentes acél csé,
felépitését lasd fentebb

Atmoszférikus
interfész haza

2. abra (a) A tomegspektrométer és az ultrahangos kézidarab kisérleti osszeallitdsa.

A Kinagyitott az ultrahangos szivo végének felépitését mutatja, amelyen a lefelé nyil a viz aramlasi
iranydt a felfelée nyil a szovettérmelék elszivisanak irdanydt jeloli. (b) A tomegspektrométer
bemeneti nyilasdara szerelt Venturi-EASI tipusu pumpa. (C) A sebészi eszkoz kézidarabjdanak
vazlata.

A CUSA-val kombindlt tomegspektrométerrel végzett mérések menete, a mintak kezelése, etikai
engedélyek
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A kisérletekben mindig a fent részletezett CUSA és a mobil tomegspektrométer direkt
Osszekapcsolasaval  kialakitott kompakt rendszert hasznaltuk, amelynek kapcsolt része a
spektrumokat rogzit0 komputer és a szamitdsokhoz, kiértékeléshez haszndlatos szoftver. A
rendszert telies mértékben adaptaltuk a miitéti koriilményekhez.

Az eszkOz analitikai képességének vizsgalatdhoz ¢és az optimalis kisérleti paraméterek
beallitasahoz ¢elészor élelmiszer mindségii sertés szerveket hasznaltunk.

Az ex vivo vizsgalatokhoz a human agymintakat és agytumor szovetmintakat a Debreceni
Egyetem ¢és az Universitatsklinkum Giessen und Marburg (Németorszag) Idegsebészeti
Klinikajarol szereztik be, amelyeknek szovettani validalasa megtortént.

Az emberi agy szeleteket illetve az agy metasztatikus tumorait tartalmazd szovettanilag
validalt szeleteket a Debreceni Egyetem, Patologiai Intézetébdl szereztik be. A kutatas elvégzését
a szovettani mintdk gylijtését mind a Debreceni Egyetem, mind a Giesseni Egyetem etikai
bizottsaga engedélyezte.

A bipolaris csipesszel illetve a CUSA-val kombinalt tomegspektrométerrel gyiijtott spektrumok
taroldsa, elemzése illetve statisztikai analizise

Az egyes tomegspektrumok felvétele egy szovet egyszeri mintavételezését kovetd
tomegspektrometrias mérésbol, negativ €s vagy poztiv ionmoddal, 150-1000 m/z értékek kozott
torténtek. A mas ionmoddal vagy m/z értékkel tortént kivételeket jeleztiik.

A spektrumok adatait digitalizdltuk 0,01 m/z felbontast hasznaltunk a nagyfelbontasu
méréseknél és 1,0 m/z értéket az alacsony-felbontastt méréseknél és az adatokat SQL (Structured
Query Language) adatbazisban taroltuk (Oracle, Redwood City, Kalifornia, USA). Az adatbazis
tartalmazza aspektrumhoz tartozé minta teljes klasszikus szovettani eredményeit, klasszifikaciojat,
WHO gradusat.

A teljes spektrumokat taroltuk és a késobbi spektrumok gyors megfeleltetéséhez a teljes
spektrumot analizaltuk. A Kivalasztott, normalizalt teljes spektrumon, PCA (principal component
analysis) analizist végeztink, hogy a dimenziok szamat 60-ra csokkentsik. A PCA-t kdvetéen
LDA (linear discriminant analysis) analizist végeztink a dimenziok szamanak csokkentése nélkiil.
A dimenziok szamanak megvalasztasa  kereszt-validaciés  vizsgalatok  altal korabban
meghatarozottak szerint tortént (20), ahol @ mérési hibat a komponensek szamanak fliggvényében
teszteltiik.

A létrejovd PCA/LDA modellt szintén az adatbazisba mentettiikk és majd a szovettipus
meghatarozashoz hasznaltuk vagy demonstracio céljabol az els6 harom PCA vagy LDA
komponensek atlaganak fliggvényében (relative abundance) koordinata rendszerben abrazoltuk (3.
abra).

Egy 0j spektrumnak a valos idejii klasszifikacidja az elmentett PCA/LDA modellen alapul.
Az 0 spektrumot eldszor a 60 dimenzidos PCA térbe majd a szintén 60 dimenziés LDA térbe kell
transzformalni. Ezt kovetéen a négyzetes Mahalanobis tavolsagot kalkulaljuk minden az
adatbazisban meglévo szovettani csoport PCA/LDA dimenzioknak az atlagahoz. Az uj spektrum
a legkozelebbi csoportatlaghoz keriil besorolasra akkor, ha a spektrum minden dimenzioban a
csoportatlag +/- 5-szO0r6s standard deviacidjan belil van. Ha a spektrum kivil van a fent
megallapitott intervallumon, a spektrumot nem tudjuk besorolni, az nem tartozik az eddig ismert
szovettani csoportokba (19, 20).

Alkalmazott biztonsagi szabdlyok az aeroszolok belélegzésével kapcsolatban
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Mitéti koriilmények kozott a sebészek és a személyzet is a rendszeresitett, szabvany
sziirOképességli  sebészeti maszkokat hasznalta. Az experimentalis és ex Vvivo méréseknél a
fentieknek megfeleld paraméterekkel rendelkezd maszkot viseltiink (M7500 series maszk 6055 A2
filterrel (3M Deutschland GmbH, Neuss, Németorszig)).
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3. abra (a) Sertés agy kortex CUSA/SSI (sonic spray ionisation = Szomnikus spray-ionizdcio)
spektruma pozitiv ion modban. (b) Human agy tumor CUSA/SSI spektruma negativ ion modban.
A kinagyitasok tobbszorosen toltott ionok jelenlétét mutatjak, amelyek peptideknek felelnek meg.

A genetikaivizsgalatoknal felhasznalt glioblasztéma mintdk gyiijtése, kezelése, etikai engedélyek

Huszonhat szovetmintat (23 glioblasztoma ¢és 3 peritumoralis szovetminta) gytjtottiink
Ossze idegsebészeti beavatkozasok soran a Debreceni Egyetem, Idegsebészeti Klinkdjan. A
mintdkat az eltdvolitist kovetden folyékony nitrogénben rogton lefagyasztottuk és -80°C taroltuk
a felhasznalasig. A szovettani analizishez és genetikai vizsgalatokhoz a kivett minta ugyanazon
darabjait hasznaltuk. A tumorok szovettani diagndzisat formalinnal fixalt, parafinba agyazott
metszetek  hematoxilin-eozinos festése ¢és tovabbi immunhisztokémai vizsgalata alapjan
allapitottuk meg. A tumorok szovettani klasszifikacioja a WHO 2007-ben kiadott “Classification
of Tumors” szabalyai alapjan tortént (1). A Debreceni Egyetem Etikai Bizottsaga engedélyezte a
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mintak gyljtését és felhasznalasat. A betegek beleegyezd nyilatkozat alairasaval hozzajarultak a
kivett szovetek tudomanyos felhasznilasahoz.

RNS extrakcio menete és a RT-PCR (reverse transcriptase - polymerase chain reaction) a
GHRH, a pGHRHR és a SV1 és SV2 receptorok esetében

A fagyasztott mintakat egy éjszakan keresztiil -20 °C-on RNAlater Ice (Qiagen, GmbH,
Germany) oldatban ikubaltuk. A szovetmintakbol vald RNS izoldlashoz RNeasy M kit-et
(Qiagen, GmbH, Germany) hasznaltunk. Az RNS mennyiségét és mindségét NanoDrop ND-1000
UV-Vis Spectrophotometer (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE) és 1% TAE agaroz gél
haszndlatdval hataroztuk meg. Minden egyes mintabol 250 nanogram RNS-t irtunk at ¢cDNS-¢é
QuantiTect Reverse Transcription kit (Qiagen) felhasznaldsaval 20 mikroliternyi végsd
térfogatban. A kontrollként beta-aktin (ACTB) gént hasznaltunk. A gén specifikus primereket a
pGHRHR-hoz (sense: 5'-CACGTCTTCTGCGTGTTGAG-3/, antisense: 5'-
GCATCTCCTCTGCTGCTTGT-3") és SVl-hez (sense: 5 GGAGTTGTGGCTAGAGAG-3’,
antisense: 5-GCATAGAACAGTGGAGAAG-3') a the primer3_www.cgi Vv0.2 programmal
terveztik (71) a GHRH, SV2 ¢és ACTB primereinek tervezését ¢és szintézisét korabbi
kozleményeknek megfeleloen végeztik (67). Minden PCR reakcioban a ¢cDNS 1 mikroliterjét
amplifikaltuk egy sszesen 25 mikroliteres oldatban, amely 1,5 millimol MgChk-ot, egy egységnyi
PCR puffert (Fermentas, Germany), 0,3 millimolt mindegyik deoxinukleotidb6l (Promega,
Germany), egy egység TrueStart HotStart DNS polimerazt (Fermentas) és mindegyik primerbdl
0,25 mkrom6lt tartalmazott. A mintdkat 3 percig 95 °C-on denaturaltuk, majd az ACTB-nél
harminc egyébként negyven cikluson keresztil 45 masodpercig 95 °C-on, azutan 30 masodpercig
54 °C-onaz SV1, 59°C-onaz SV2, 64 °C-ona GHRH illetve 67 °C-ona pGHRHR esetében, majd
1,5 percig 72 °C-on végeztik az amplifikaciokat, amelynek végén 10 percig 72 °C-on alltak a
mintdk. Minden egyes amplifikdtum 10 mikroliterét 1,5%-0S agar6z gélen elektroforézissel
megfutattuk, ethidium bromiddal festettik és UV fény alatt lathatova téve elemeztik (4. dbra)
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4. abra: A ligand GHRH és GHRH receptor expressziok GB mintdkon.
Gél fotok (a) a pGHRHR, (b) GHRH, (¢) splicing varians SV1 receptorok mRNS expressziojarol,
+ pozitiv kontroll (human hipofizis), - negativ kontroll, 1-8 GB mintdk.

Az EGFR és PTEN expresszio vizsgdlata kvantitativ real-time RT-PCR technikdval

Minden mintabol 600 nanogram RNS irtunk at cDNS-re High Capacity cDNA Reverse
Transcription kit (Applied Biosystems, CA, USA) segitégével a gyartd utasitasainak megfeleléen.
Ezutan SYBR Green Premix Ex Tag-alapt assay-t hasznaltunk az EGFR és PTEN mRNS
expressziojanak meghatarozasara (Takara Bio Inc., Japan).

A vizsgalathoz a kovetkezd primereket hasznaltuk 0,25 mikromol végsé koncentracioban.
EGFR (sense: 5-CTC AGC CAC CCA TAT GTA CC-3"; antisense: 5-CGT CCATGT CTT CTT
CAT CC-3'), PTEN (sense: 5-AGC ATC ACC ATT CTT TGC TG-3'; antisense: 5-ACC ACA
GCC ATC GTT ATG AA 3’) and GAPDH (sense: 5-CAG TCA ACG GAT TTG GTC GT-3/
antisense: 5" TTG ATT TTG GAG GGA TCT CG-3'). Minden reakcid 15 nanogram CDNS-t
tartalmazott triplikatum formatumban és Mx3005P™ real-time PCR System segitségével
amplifikaltuk (Agilent Technologies, USA) a kovetkezd homérséklet profil mellett: aktivacio 1
percig 95 C-on, 40 ciklus amplifikacio 1 percig 95 C-on, majd 30 masodperc 55 C-on (GAPDH),
58 C-on (EGFR), 60 C-on (PTEN) esetében, majd 1 perc inkubalas 72 C-on. Minden esetben az
olvadasi gorbét meghataroztuk (72). A gén expressziok valtozasat (fold change) a AACt (73)
modszer alapjan hataroztuk meg GADPH belsé kontroll mellett és kalibratorként a peritumoralis
mintdkat hasznaltuk.
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Statisztikai analizis a génexpresszios vizsgalatokndl

A statisztikai analizishez az IBM SPSS Statistics 19 (IBM Corporation, USA) szoftvert
hasznaltuk. Az EGFR és PTEN expressziok esetében a tobb mint kétszeres gén expresszid valtozast
tekintettik a gén up- vagy down regulaciéjanak. A Kolmogorov-Smirnov teszt alapjan az EGFR
expresszid értékeinek eloszlasa a normal eloszlastol szgnifikansan kiilonbozott, ezért nem
parametrikus teszteket hasznaltunk az EGFR (Mann-Whitney U teszt), a PTEN (independent
samples median teszt) gének és a GHRH, SVI profilok illetve a Klinikko-patologiai adatok
Osszehasonlitasara. A tulélések analiziséhez Kaplan-Meyer metédust log rank teszttel (Mantel-
Cox) hasznaltunk. A p<0,05 értékeknél tekintettik az eltérést szignifikdnsnak.

A spinalis epidurdlis limfomak retrospektiv analiziséhez haszndlt modszerek

A Debreceni Egyetem Belgyogyaszati Intézete ¢és az Idegsebészeti Klinka altal mintegy
két és fel évtized alatt kezelt 1166 lmfomas beteg adatait tekmtettik at. Klinko-patologiai,
diagnosztikus ¢és terapias adataik retrospektiv ellendrzésével az 512 Hodgkin limfdmaval és a 654
Non-Hodgkin limfomaval kezelt beteg spinalis epiduralis érintettségét vizsgaltuk. 13 esetben a
betegség epiduralis térfoglaldssal jart vagy epidurdlis térfoglalasként jelentkezett eldszor.
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Eredmények
A tomegspektrometria idegsebészeti alkalmazasa

Az eszkozok idegsebészeti €s a mitéti koriilményekhez vald adaptaciojat a szerzo végezte.
A modositott bipolaris csipesz ésa CUSA optimalis felhaszndlasdnak intraoperativ alkalmaziasahoz
szikséges valtoztatdsok az Osszekapcsolds modjanak kidolgozdsa és a paraméterek beallitisdnak
idegsebészeti aspektusai szintén a szerz0 munkdja. Az idegsebészeti eszkdz és a kapcsolodod
miszerek operativ koriilményeknek megfeleld, helyes mikodését a miitétek vagy az ex vivo
kisérletek kozben, a disszertacido szerzje feligyelte. A human mitétek jelentds részében a szerzo
operatérként vagy asszisztens operatérként is részt vett. A tomegspektrometriai mérések
ellendrzését, a mérések feldolgozasat a spektrometridban jartas szakemberek, a szerzitarsak
végezték. A szovettani és a klinikai adatok begylijtését ¢és az analizisek eredményeinek végso
idegsebészeti értékelését szintén a szerzd végezte.

A bipolaris csipesz és tomegspektrométer direkt dsszekapcsoldsaval szerezett eredményeink

Osszesen 55 miitét soran végeztink tomegspektrometriai méréseket. Az elsé 44 paciens
mitétje soran Osszesen 264 spektrumot vettiink fel és szovettan specifikus adatbéazist hoztunk Iétre.
A negyvennégy miitét soran glioblasztoma, tovabbi gliomak, metasztdzisok, meningeoma,
limfoma, neurilemmoma, ganglioglioma szovettani diagnoézisok fordultak eld. A 44-bdl 4 miitét
soran a peritumoralis allomany koagulacidjakor is sikeriilt mintdt venni. Az operalt tumorok
szovettani besoroldsa ¢és a mitétjik sordn felvett spektrumok részletes megoszlasat az 1.
tablazatban mutatjuk be.

Tovabbi 11 paciens mitétje soran felvett spektrumokkal (/. tdbldazat) teszteltik az
adatbazist (5 glioblasztoma, ugyanitt 1 peritumoralis agyszovet, 3 metasztazis, 3 meningeoma).
Emellett az adatbazis felépitésekor Itrehozott szovettanspecifikus PCA/LDA modellek egymas
kozotti keresztvalidacidjat is elvégeztik.
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Diagnozis Adatbézis Spektrumok A validilashoz

beteg szima hasznalt betegek

szama szdma
Peritumoralis agyszovet 4 23 1
Asztrocitomak (kivéve GB) 5 23 -
Ganglioglioma 1 14 =
Glioblasztoma 10 49 4
Limféma 1 3 -
Meningeoma 8 38 3
Metasztazis — emld, 15 99 3
tiido, vastagbél,
endometrium, holyag
Neurilemmoma 2 9 -
Egyéb (nekrozis) 2 6 -
Osszesen 44 264 10

1. tablazat: A betegek szama, a tumorok szovettani tipusanak megoszldsa, és a felvett spektrumok
szama lathato. A késobbi validaciora hasznalt betegek spektrumai nem lettek feltoltve az
adatbadzisba.

A mitétek soran felvett peritumoralis agyszovet, glioblasztoéma és metasztazis
spektrumokat az 5. dbrdn mutatjuk be. Az abran jol lathatd, hogy a spektrumok az abran
megjelenitett szovetek esetében részben atfedést mutatnak, azonban lathato az is, hogy az egyes
spektrum csucsok egymashoz viszonyitott ardnya szignifikdnsan kiilonbozik ¢és szovetspecifikus
eloszlast mutat.
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5. Abra (@) Humdn ép agyszovet, kortex spektruma, () Humdn glioblasztéma spektruma és (C)
tiidémetasztazis spektruma 600-900 m/z tartomanyban LTQ Velos tomegspektrométerrelvizsgadlva.
A spektrumokat in vivo, in situ vettiik fel idegsebészeti miitétek sordan a maodositott, kereskedelmi
forgalomban levé bipolaris csipeszt haszndlva. A spektrumok egymdsnak megfelels csucsainak
aranya minden egyes szévettipus esetén kiilonbozik, amelyet a 788-803 m/z tartomany kinagyitott

részein mutatunk be.

Tovabba, ahogy varhaté volt a metasztatikus tumorszoveteknél killonbozott a csucsok
eloszlasa leginkdbb a normal agyszovetétdl és az elsddleges agytumoroknal pedig kevésbeé.

Ahogy korabbiakban lefrtuk az 54 beteget két csoportba osztottuk. Az elsé csoportba keriilt
44 paciens miutétje soran felvett spektrumokat az adatbdzisba mentettilk. A masodik csoport 10
betegének spektrumait pedig fliggetlen validaciora hasznaltuk (2. tablazat).
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Validalasra hasznalt spektrumok szdma Validacio

Peritumoralis agy 12 83.33% (16.66% fals pozitiv )
Asztrocitoma - -

Glioblasztoma 8 100%

Metasztazis 14 100% ( Colon és tiidé metasztazis )

Neurilemmoma - -

100%

LF¥]

Meningeéma 1

2. tablazat. A fiiggetlen validacios teszt eredményei

A validacio soran kiilonésen a glioblasztoma, meningeoma és a metasztazisok validalasa
mutatott a varakozason feliili értéket. Vagyis egy glioblasztoma miitétje soran a tumorfelszin
koagulacijakor felvett spektrum az adatbazisba eddig feltoltott LDA és PCA modellekhez 100%-
ban validalhatd volt, hasonléan a vastagbél ¢€s tiidometasztazisok 0 mitétekkel valo validalasaho z.
Egyértelmii, hogy a kapott eredmény részben a kis elemszam miatt ilyen kiemelkedd, hiszen egy-
két szazas nagysagrendii spektrumbol felépitett adatbazishoz viszonyitottunk par j miitét soran
szerzett spektrumot.

Mivel ganglioglioma és /limfoma miitétb6l csak egy-egy allt rendelkezésre, ezekben az
esetekben kereszt validacid vagy fliggetlen validaci®6 nem volt lehetséges. Ezen tumorok
spektrumait az analiziseket kovetden (LDA) az elsé harom LD (linear discriminant) értékkel egy
pontra vonatkoztatva abrazoltuk a tobbi tumorral egyiitt Ko-ordinata rendszerben illusztracioként
(6. abra).

A 6.4abra jol szemlélteti, hogy a glioblasztoma mintak és akiilonb6z6 gradust asztrocitomak
is jol elkiiloniilnek egymastol és a tobbi szovetmintatdl.

Probaképpen az ¢ép agyallomany spektrumok és az agytumor spektrumok “leave-one-out”
keresztvalidaciojat is elvégeztikk. Habar ahhoz, hogy az egyes kategoriakban statisztikailag
értelmezhetd elemszamunk (beteg illetve spektrum) legyen Osszefoglalo szovettani kategoriakat
kellett létrehoznunk, mint €p agyszovet, primer glioma és metasztazisok. A fenti tesztet hasznalva
a modszernek szignifikans érzékenységet az adott elemszamnal csak az ép agyszovet
kimutatdsdban mutatott.

Lathaté azonban, hogy 54 beteg esetén az operalt agytumorok diverzitisa megnehezitette,
hogy elég adatot gylijtsiink egyszer(i statisztikai multivariancia analizisek végzéséhez, azonban az
altalunk kialakitott PCA+LDA algoritmusunkat haszndlva az adatok statisztikai analizis¢éhez a
modszer még a gyljtdtt mintak szdma mellett is alkalmas az egészséges €s tumoros agyszovet, a
primer és a metasztatikus agydaganat elkiilonitésére. Emellett potencidlis lehetdséget nyujt a
kiilonboz6 gradusu primer daganatok megkiilonbozetéshez is. Ennek illusztralasara a felvett
spektrumok els¢ harom LD értékét abrazoltuk 3 dimenzidés koordmata rendszerben, ahol az egyes
LD értekek adtdk meg az x, y, z koordinatakat.
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6. abra: A kiilonbozo agytumorok LTQ Velos tomegspektrométer haszndlataval felvett
spektrumainak elso hdarom LD (linear discriminant) értékének abrazolasa ko-ordinata
rendszerben. (a) Az ép agyallomany és a feltiintetett kiilonbozo tumortipusok elkiiloniilése az elso
harom LD értékek abrazolasa soran. (b) Kiilonbozo gradusu meningeomdk, asztrocitomak és eltéro
eredetii metasztazisok osszevetése LCQ Deca tomegspektrométerrel felvett spektrumok elsé 3 LD
ertékenek abrazoldasaval. Az abra emellett lathatova teszi, hogy az LDA algoritmus még a hdrom
elso LD érték esetén is jol hasznalhato a szovettani tipusok elkiilonitésre.

A mitétek sordn a bipolaris csipesz sikeresen regisztralhatd volt neuronavigacids
rendszerhez is, igy a mntavétel térbeli helyzetét €s a tumorhoz vald viszonyat igy is ellendrizni
tudtuk.

A modszer eldnyét a kisérleteink soran elsésorban az adta, hogy a REIMS technikahoz
hasonldan a szovet koagulacidja soran keletkez6 gaz halmazallapotu aeroszol direkt vizsgalhatdo a
tomegspektrométerrel. Masrészt a REIMS technika soran felgytilt tomegspektrometriai analizisben
szerzett tapasztalatokat fel tudtuk hasznalni. Azonban a rendszer legnagyobb hatranyat pont az
elektromos hohatason alapuld mintavétel jelentette, mivel ez az idegsebészeti kornyezetben
korlatozottan alkalmazhatd, ha nem csak a tumoron magan szeretnénk méréseket végezni és
mnformaciot gyijteni. Elokvens teriiletek kozelében sokkal inkabb megfelelonek tint a CUSA
alkalmazasa.
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A CUSA és a tomegspektrométer osszekapcsoldsaval elért eredményeink

A CUSA hasznélatakor dezintegralt szovet és vér a folyamatos Oblitésre hasznalt fiziold gids
sooldattal egyiitt kerlil elszivasra. Feltételeztikk, hogy ennek az elszivott szovettormeléknek a
tomegspektrometriai analizise clegend6 adatot szolgaltat az adott szovet azonositasahoz.

Komponens Negativ ion mdd
zsirsavak 16:0, 16:1, 18:0, 18:1, 18:2, 20:3, 20:4, 22:6
foszfatidil-etanolaminok 16:0, 18:0, 18:1, 18:2, 20:4, 20:2, 20:3 22:6
foszfatidil-szerinek 16:0, 18:1, 18:0, 20:5, 22:6
foszfatidil-inozitolok 16:0, 18:0, 20:4
plazmalogének 16:0, 18:1
foszfatidsavak 16:0, 18:1, 18:0
szulfatidok 18:1,22:1, 22:2, 24:0, 24:1, 24:2, 24:3, 262
Komponens Pozitiv ion méd
foszfatidil-kolinok 16:0, 18:0, 18:1, 18:2, 20:3, 20:4, 22:6
foszfatidil-etanolaminok 16:0, 18:0, 18:1, 18:2, 20:4, 22:4, 22:6
trigliceridek 18:2, 20:0, 20:4, 18:1

3. Tablazat a CUSA/SSI modszerrel negative és pozitiv ionmodban azonositott lipidek

Habér az elszivott szovettormelék spray ionizacioja tiint a legegyszeriibb megkdzelitésnek,
a makroszkopos szovetdarabok jelenléte hatékonyan meggatolta barmilyen hagyomanyos spray
ionizdcios Osszedllitds hasznalatat, amely kapillarisokat haszndl a folyékony minta tovabbitdsara.
A nemrégiben leirt Venturi “easy ambient sonic spray” ionizacios technika (70), azonban lehetové
teszi az Imm-t meghaladd atmér6jii csovek hasznalatat a minta tomeg spektrométerbe torténd
juttatdsara. Masrészt a Venturi eszkdz elég szivoer6t tud produkdlni a folyékony mintdk
tovabbitasdhoz nagyobb atmérdjii csovek haszndlatakor is.

A kisérleti sszeallitisunkat (2. dbra) eldszor sertés agy vizsgalataval teszteltik. Es ezt az
in situ, in vivo eszk6z modelljének tekintettiik.

A nem szokvanyos mintavételi modszer ¢€s a folyékony, darabos minta gazhalmazallapotba
valo transzformalasa majd ionizalasa azonban szamos problémahoz vezetett. Ezért a sertés
agyvelon végzett kisérleteink soran vizsgalnunk kellett az eszkdz tobbféle paraméterének hatasat
a spektrum jelintenzitadsara, mindségére. Ebben az Gsszefliggésben vizsgaltuk a CUSA eszkdznél
az ultrahang energidjat, a Venturi pumpa nitrogén bearamldsi nyomasat, az atmoszférikus interfész
relativ geometriajat, az analizator fesziltség beallitdsait €s a spektrométer kapillaris bemenetének
homérsekletét.

A szigndlintenzitas erdsen fliggbtt a dezintegraciora hasznalt ultrahang energiajatol (7. (a)
abra). Az eredmények viligosan mutattdk, hogy a sejtek ulirahangos felbontasa, dezintegralasa
elofeltétele annak, hogy a sejtkomponensek magas koncentracidt érjenek el az oblité folyadékban
¢s igy megfeleld spektrum mindséget kapjunk. Az eredmények azt is megmutattak, hogy a
bemutatott eszkoz és a mikddési stratégia nem haszndlhatd ultrahangos dezintegracid nélkiil,
vagyis nem mikodik az idegsebészetben is széles korben haszndlt egyszerli sebészi szivoval A
jelerdsség és a Venturi pumpa bemeneti nitrogén nyomasanak vizsgalata dinamikus kapcsolatot
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mutatott tiszta telithetoségi maximummal a 0-30 bar tartomanyban (7. (b) dbra). Az egyértelmi
optimalis hatarérték miatt a tovabbi kisérletekben 10 bar nyomasu nitrogént hasznaltunk a Venturi
pumpa meghajtasara.
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7. abra: (a) A jelerdsség az ultrahang energidjanak fiiggvényében, (b) A jelerdsség a pumpdt
meghajto nitrogéngdz bementi nyomdsanak fiiggvényeben

Mind a jelerdsség fliggése a porlasztd gz nyomasatodl, igy dramlisi sebességétdl, mind az
ultrahangos dezintegracio sziikségessége arra mutatott, hogy egy szonikus sprayszerli ionizacios
mechanizmus torténik, mivel a folyékony mnta egyediil pneumatikus sprayhatison megy keresztiil
és nincs elektromos potencial gradiens vagy hoéhatas.

Ezt a feltételezést az a megfigyelés is aldtimasztotta, hogy csak azoknak az alkotd
molekuldknak a csucsai voltak detektalhatok, amelyek a folyadékban disszocidlodtak. Azért, hogy
ezt a szonkus spray ionizicids mechanizmus hipotézist bizonyitsuk, leszlirt szovet
homogenizatumot vizsgaltunk tradicionalis sonic spray ionforrassal (74). Az igy kapott
spektrumok nagyon hasonloak voltak a CUSA/SSI felvett eredményekhez, amelyeket a 3. (b)
abran mutattunk be.

Tovabbi kisérleti bizonyitékot ny(jtott a glutamin aminosav kiilonbozd pH értékeken
torténd porlasztasa. A keletkezd anion és kation pH fligg6 mntenzitdsa majdnem identikus volt a
Venturi eszkdz és a tradicionalis szonkus spray ionforrds esetén, hasonloan a korabbi
vizsgalatokhoz.
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A Venturi pumpa relativ pozicidja a tomegspektrométer atmoszférikus interfészéhez
szintén dramai hatdssal volt a szigndl mtenzitdsara. Az Venturi pumpa kimenetének optimalis
tavolsaga a tomeg spektrométer bemenetétdl kb. 20-25mm-nek adddott. Habar a Venturi pumpa és
a tomeg spektrométer kapillaris altal bezart szog kisebb hatéssal volt az intenzitdsra és a hosszanti
elrendezés bizonyult jobbnak az derékszogben valo elhelyezést valasztottuk, hogy minimalizaljuk
az eszkdz szennyezOd ését.

A tomeg spektrométer bementeti kapillarisanak hémérsékletét is vizsgaltuk az intenzitas
fliggvényében. Sziz °C alatt a foszfatidil-inozitol 38:4 intenzitasa elhanyagolhatdé volt, azonban
100-400 °C kozott novekvd tendenciat talaltunk (8. dbra). Igy mivel az ionizicié hatékonysiga a
homérséklettel ndtt, ez az eredmény is azt a feltételezést tamasztotta ald, hogy az
Osszeallitisunkban sonic spray-szerii ionizacid torténik. Azonban a homérséklet emelésével annak
esélye is novekedett, hogy a bemeneti kapillaris eltdémddjon a kitapadd nagyobb szovetdaraboktdl
igy kompromisszumként 250 °C-ot haszndltunk a késdbbiekben.

Foszfatidilinozitol 38:4
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8. dbra: A kapillaris homérséklet és a lipid szignal intenzitasanak kapcsolata.

Az eszkdz paramétereinek optimalizicidja lehetdve tette a CUSA/SSI rendszerink 4 6ras
folyamatos mikodtetését, amely egy atlagos idétartamu miitétnél és azon beliil a CUSA hasznalat
idétartamahoz képest béven elegendo.

A CUSA csorendszerének eltomOdése esetén a miitétnél segédkezd asszisztensnek kell
atobliteni a rendszert ¢€s ilyenkor a tomegspektrométer felé a bemenet zart. A vezeték tefloncsdére
cserélését kovetden memoria effektust nem jelentkezett €s a Venturi ionforrds sem mutatott erre
utald jelet a tesztek soran.

Az ionoptika optimalis beallitasa is kiilonbozott a Venturi technika esetén a klasszikus
elektrospray ionizaciondl vagy a légkori nyomast kémiai ionizacional szokvanyos beallitdsoktol.
A semleges elektrod (az eredeti beallitasban ez foldelt) -90 Voltra toltésénél koriibeliil 6tszords
jeler6sodés jott Ktre.

A moddszer altalinos érzékenységét mind a teljes spektrum informaciok, mind az egyedi
Osszetevok detektalasaval hataroztuk meg. Az elébbi esetben valtozd mennyiségli sertés agy
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fehérallomanyat oldottuk fel 1 ml fizioldgias soban az ultrahangos kézidarab segitségével és
szivtuk fel a Ventrui pumpa segitségével a tomegspektrométerbe.

A Kkapott spektrumokat integraltuk és a kiilonb6z6 cstcsok jel-zaj aranyat abrazoltuk a
szuszpendalt szovet tomegének fliggvényében. Az eredményekbdl kovetkezden teljes spektralis
informacié mar 500 mikrogrammos vagy nagyobb szovet felhasznalasa esetén is rendelkezésre all
¢s a spektrum mintazata valtozatlan. A 0 cstGcsok azonban mar 50 mikrogram/ml-es
koncentracidban is rendelkezésre allnak. Az egyedi Osszetevokre valo érzékenységet substance P
¢s foszfatidil etanolamin kimutatdsdval teszteltik. A kimutathatosdgi hatart harom kiilonb6z6
agyszovet koncentracioban vizsgaltuk. Az adatokat a 9. abrdn mutattuk be. A megfigyelt LOD
(imit of detection, kimutathatosagi hatar) értékek (3:1 jel-zaj ardny mellett) nanogramvmilliliter
tartomanyban voltak a peptidek ¢és 100 nanogram/milliliter tartomanyban a foszfolipid
komponensek tekintetében (10. dbra).
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Az érzékenység értékek megfelelnek konvencionalis sonic spray ionizacids technikak
érzékenységének (75, 76) és a szoveti komponensek kimutatasat a fenti bizonyitékok alapjan
nyomnyi koncentracioban is lehetové teszk.

Az igy kialakitott modell rendszeriinkkel felvett spektrumokat az 11. abran mutatjuk be.
Mint ahogy elméletileg is varhatdo volt a spray ionizacid soran Ktrejovo ionok foleg valtozatos
lipidcsucsoknak  felelmek meg a spektrumban, amelyek az egyszeri  zsirsavaktol a
glicerofoszfolipidek vagy szulfatid-glikoszfingolipidek jelenlétét mutatjak. A sertés agymintak
vizsgalata soran azonositott lipideket az 3. tablazatban foglaltuk Ossze. A sertés agyszovet negativ
ion modban, alacsony m/z értéknél mért tomegspektrumat a 12. dbrdan mutatjuk be.

Ellentétben mas “ambiens” tomegspektrometriai moédszerekkel, mint példaul a REIMS, a
CUSAV/SSI (cavitron ultrasonic surgical aspiration/sonic spray ionization) modszer azigen intenziv
lipid ion populacio6 mellett egyes anyagcseretermékek, szénhidratok ¢és peptidek ionjait is
létrehozza ¢és azok jelenlétét is kimutatja.

Relativ abundacia

(b)

Relativ abundacia

11. dbra (a) Sertés agy kortex pozitiv ionmodban CUSA/SSI témegspektrometriaval felvett
spektruma (b) Humdn agytumor minta, negativ ionmédban CUSA/SSI tomegspektrometriaval
felvett spektruma. 4 kinagyitott részek tobbszorosen toltott ionszigndaloknak felelnek meg, amelyek
peptideknek felelnek meg

Az 11. (b) abran akinagyitott részeken is lathatd, hogy a human agymintdk negativ médban
felvett spektrumaban tobbszorosen toltott peptid anionok jelenlétére utald csucsok vannak.

28



Agytumor mintdkat vizsgalva az altalunk A-nak és B-nek elnevezett ionszignalok egy 3788,3 Da
¢és egy 4960,5 Da molekulatomegli peptid jelenlétét jelzik (77, 78). Az A szignal a molekulato me ge
¢s toltottsége alapjan a CGRP (calcitonine gene related peptide)-nek felel meg, amely a kdzponti
idegrendszerben bdségesen eldfordul és a tidétumorok esetében is diagnosztikus markerként irjak
le. A B szignalt a korabbi kisérletek a béta-timozin peptidhez rendelik, amelyet szintén a kissejtes
tidétumorok prognosztikai markereként irtak le (78,79).
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12. abra: CUSA/SSI eszkozzel negativ ionmodban sertésagy fehérallomany vizsgalatakor késziilt
tomegspektrum az alacsony m/z tartomanyban

A mi kisérleti azonositasunk egyszerii ellendrzése azon a tényen alapult, hogy a vizsgalt minta
kissejtes tiid6tumor agyi attétje volt (80, 81). Azonban az ilyen azonositas validalasahoz tovabbi
kisérletek szikségesek.

Kisérletiink masik 0 célia egy olyan tomegspektrometrian alapuld modszer kifejlesztése
volt, amely alkalmas a szOvetek itraoperativ azonositasara, €samely segiti a sebészt a tumorszo vet
minél teljesebb eltavolitasaban az ép szovetek megérzése mellett.  Egyértelmi, hogy a
szovetspecifikus adatok begytijtése az ilyen analizis elofeltétele.

A CUSAJ/SSI spektrum tekintélyes szovetspecificitast mutat még €p, poszt mortem, human
agyszovetmintdk esetén is. A sziitke ¢€s a fehérallomany teriiletérél vett mintdk a modszerrel
karakterisztikus kiilonbséget mutatnak (13. (d) abra). Hasonlban a MALDI (matrix-assisted laser
desorption ionization) imaging, (82) DESI imaging vagy a (83) REIMS technikakkal gytjthetd
komplex lipid komponens spektrumokhoz az altalunk gytjtott spektrumok szovetspecificitisa sem
a szovetspecifikus biomarkerekhez kapcsolodott, hanem inkabb az azonos lipid komponensek
spektralis mntazatanak eltérd eloszlasan alapult. Mivel az egyedi ionintenzitdsok kevésbé
mnformativak a szoveti azonositisra teljes spektralis informacidkat hasznaltunk.
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Nyilvanvald, hogy a tomegspektrometridas ujjlenyomatot hasznald azonositashoz a
korabbiakban is leirt adatbazis szikséges, amely tartalmazza a SzOvettanilag mar verifikalt
autentikus spektrumok Gsszességét.

A spektralis adatbazist részben human fiiss fagyasztott ex vivo mintak (human

agytumormintak) és friss post mortem mintak (human post mortem, ép agyszeletek) hasznalataval
alakitottuk ki. Az ex vivo, friss post mortem (24 o6ran beliil) és friss fagyasztott mintak kozotti
spektralis kiilonbség elhanyagolhatonak bizonyultak korabbi allatkisérleteink soran.
Az adatbazis 284 szovettanilag ellenérzott agytumorminta spektrumait tartalmazta és ezt az
adatbazist hasznaltuk az azonositasi algoritmus kifejlesztéséhez. A 600-1000 mvz érték kozott
felvett spektrumokat digitalizaltuk és normalizaltuk. A médszereknél kifejtett PCA-t végeztiink,
hogy a spektrumot jellemz6 dimenziok szamat 60-ra csokkentsik (20). A 13. (¢) dabra prezentalja
a szOvettanilag azonos csoportok spektrumainak térbeli megoszlasat az elsd harom PC (principal
component) alapjan, magukat a spektrumokat pedig az 14. dbrdan abrazoltuk.
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13. dbra: (a) Ep humdn agyszelet képe a mintavételi helyekkel (a szinkéd megegyezik a (c) dbrdan
latottakkal) (b) Human ép agyszdvet és agytumorszovetek térbeli abrazolasa az elsé hdarom LDA
paraméter fiiggvényében (C) Human ép agyszovet és agytumorszovetek térbeli abrazoldsa az elsd
harom PCA dimenzio fiiggvényében (d) Tipikus negativ ion modban felvett human sziirkedllomany
(fent) és humdn fehérdllomany spektrum (lent).

Habér az adatok igy is teljes elkiiloniilést mutattak, ranyitott LD analizist végeztiink, hogy tovabb
noveljik az egyes csoportok kozotti szegregaciot. Az LDA eredményét az els6 harom LDA
paraméter térbeli abrazoldsaval a 13. (b) dbran mutatjuk be. Igy varhatéan az egyidejii analizis
meghatdrozza az aktudlisan felvett minta helyét az adatbazis 60 dimenziés LDA terében és
klasszifikalja a spektrumot alegkézelebbi szovettani-specifikus adatcsoporthoz. Mivel az LDA tér
nem ortogondlis az U spektrum dimenzidink tdvolsdgat a mar ismert szdvettani csoportok
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dimenzi6itdl négyzetes Mahalobonis teszttel hatdroztuk meg a modszerekben lefrtaknak
megfeleloen.

A jelenlegi hardveres hattérrel egy ismeretlen szovet spektrumanak az azonositasa az elore
létrehozott PCA/LDA adatbazissal kevesebb, mint 0,1 masodperc, amely elhanyagolhatd részt
képez a teljes analizishez sziikséges 2-3 masodperces intervallumban. Természetesen feltéve, hogy
a szovettanhoz tartozd spektrum mar benne van az adatbéazisban.

Glioblasztoma ¢és ép agyszovet azonositasi teljesitménye mindkét esetben 100%-0snak
bizonyult, azonban ez a varatlanul jo eredmény részben a mintak limitdlt szama miatt johetett létre.
Ez tovabbi finomitasra szorul, Olyan késébbi vizsgalatokkal, ahol az elemszamot néhany sziz
helyett néhany ezerre kellene ndvelni.
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14. abra: (a) Human sziirke és fehérallomany illetve kiilonféle humdan agytumorok egy mérésbol
szarmazo tomegspektrumai. (0) Kiilonboza teriiletekrdl szarmazo human, ép fehérallomany mintdak
egyszeri méréssel begyiijtott spektrumai.

A korabbi miitétek soran a CUSA kézidarabjat sikeresen regisztraltuk a neuronavigacios
berendezésiinkhdz, igy a mintavételezés térbeli helyének ismételhetdsége kivitelezheté. Ez azt
jelenti, hogy az intraoperativ koriimények kozott - hasonldan a bipolaris csipeszhez - a CUSA/SSI
tomegspektrometriai adatai elhelyezhetok a koponyan beliili térben és a spektrumok az adott pont
radiologiai jellemzdivel Osszehasonlithatok.

A glioblasztomads esetek génexpresszios vizsgalatdaval szerzett eredményeink

Homogén klinikai csoportok kialakitaisat ¢és a mintdkhoz tartozd klinikkopatolo giai
adatgylijtést a szerz6 végezte. A GHRH-val kapcsolatos RT-PCR és primer szntézis a Debreceni
Egyetem Biofarmacia Intézetében tortént, az ehhez szikséges MRNS izolaldst a szerz6 végezte.
Az EGFR, PTEN expresszios vizsgalatokat a Népegészségtani Intézet Biomarker Tanszékén
végeztik. A primereket a szerz0 szerezte be. Az mRNS izoldldst és a real time PCR-t, ez
erdemények értékelését egy molekularis biologus kollégaval egyiitt a szerzd végezte. Az
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eredmények Osszefoglaldsa a statisztikai elemzések értékelése és a publikacid végleges formaja
szerzO munkdja.

A glioblasztomdval operalt pdaciensek klinikai adatainak elemzése

Huszonharom primer glioblasztdmaban szenvedd beteget operaltunk meg 2005 novembere
¢s 2008 novembere kozott. A rezekalt szolid tumorok mmtait vizsgaltuk. Csak egyértelmiien
primer glioblasztomas esetek valogattunk be, ahol a legnagyobb tumoratméré 3 centiméter felett
volt, de a paciens allapota mind pre-, mind posztoperative az utokezelést lehetové tette és
makroszkoposan jo rezekcid tortént. 15 esetben a miitét a tumor elsd felismerését kovetden tortént.
A beavatkozds utdn a szOvettan ismeretében standard postoperativ kezelést kezdeményeztik. A
posztoperativ kezelést négy esetben leallitottuk a tumor rapid progresszidja ¢€s a beteg allapotanak
gyors romlasa miatt. Egy esetben pedig a beteg non-compliance-e miatt. A 23-b6l8 esetben korabbi
mutét tortént €s a paciensek megkaptak a szokasos utdkezelést a bebizonyosodott glioblaszté ma
szovettan miatt. Ezekben az esetekben a tumorrecidiva reoperacidjakor gy(jtottiink mintakat.
Ebbdl a 8 esetbdl 4-ben az elséd miitétbdl is rendelkeztiink mintdval. Harom esetben peritumoralis
mintat is be tudtunk szerezni, amelynek eltavolitasa a tumor cléréséhez sziikséges volt. Ezeket a
szoveteket a késébb mért EGFR és PTEN expresszios értékek kalibralasdhoz hasznaltuk.

A betegek atlagéletkora 59.8 év +2.2 SE (standard error) volt (37—78 év tartomanyban). A
nd férfi arany pedig 14:9. Az utdnkdvetés az utolsd beteg halalaig tartott (2011 juliusa). Az atlagos
teljes tulélés 536.3 nap + 107.0 SE (n = 19) volt a diagndzistol és 411.3 nap +90.3 SE (n =23)a
mintavételtél. A négy reoperalt beteg természetesen egy betegként szerepel a relevans
statisztikakban. Minden beteg a tumorprogresszié miatt hunyt el. A klinikopatologiai adatokat az
4. tablazatban 6sszegeztik.
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Beteg Nem Kor  Kor Taléles a Teljes Elsodleges Kezelés a Kezelés a  Szovettan

szama felismeréskor — mintavételtol tilélés lokalizacio mintavétel mintavétel

(nap) (nap) eldtt utan
1. csoport
1A N 64 Ugyanaz 702 Megegyezik Bal temporilis Nincs CLC GBM
2 N 67 Ugyanaz 156 Megegyezik Jobb frontalis Nincs Nincs GBM
3 F 73 Ugyanaz 280 Megegyezik Bal temporo-parietilis  Nines I GBM
- N 66 Ugyanaz 1738 Megegyezik Bal frontalis Nines CLC GBM
5 N 66 Ugyanaz 112 Megegyezik Bal occipitélis Nincs Cl GBM
6 N 63 Ugyanaz 662 Megegyezik Tobb [empo[é]is Nines CLC GBM
TA F 51 Ugyanaz 721 Megegyezik Bal temporo-occipitilis ~ Nines CLC GBM
8A F 61 Ugyanaz 709 Megegyezik Bal fronto-temporalis ~ Nines Cl GBM
9 F 78 Ugyanaz 38 Megegyezik Bal mmpora'lis Nincs Nincs GBM
10A F 52 Ugyanaz 715 Megegyezik Bal frontalis Nines CI,C GBM
11 F 59 Ugyanaz 90 Megegyezik Bal temporalis Nincs Nines GBM
12 N 60 Ugyanaz 1231 Megegyezik Bal temporilis Ninces ClI GEM
13 N 44 Ugyanaz 65 Megegyezik Bal temporo-parietdlis ~ Nines Nincs GBM
14 N 75 Ugyanaz 17 Megegyezik Bal fronto-temporalis ~ Nincs Cl GBM
15 N 44 Ugyanaz 578 Megegyezik Bal frontilis Nincs Nincs GBM
2. csoport
IB N 65 64 264 702 Bal temporalis CLC C.1 GBM sl
7B F 53 51 21 721 Jobb cerebellaris CLC C GBM sl
8B N 63 61 50 709 Bal parieto-occipitalis ~ CI Nines GBM sl
10B F 52 52 566 715 Bal frontalis CLC Op GBM sl
16 N 37 37 196 364 Bal occipitalis Op. Cl Op GBM sl
17 N 74 72 276 1200 Bal cerebellaris Op. Op. 1 Nines GBM sl
18 F 58 57 85 400 Jobb frontilis Op, Op, Cl  Nines GBM sl
19 N 51 50 187 402 Jobb frontotempordlis ~ CI Nines GBM sl

4. tabldzat: A primer glioblasztomaval operalt betegek f6bb klinikai jellemzdi.

A pacienseket két csoportra osztottuk: az 1. csoportba a felismeréskor operdlt betegeket, a 2.
csoportba a korabbi kezelést kovetden operalt betegeket soroltuk. Az A) és B) kiegészités ugyan azt
a beteget jelenti.

Cl kemo-irradiacio, I irradiacio, C temodal monoterdpia, Op operdcio, sl postirradidcios
szovettani eltérések

A pGHRHR, SV1, SV2 receptorok és GHRH expresszioja humdn GB mintikban

A pGHRH receptor nem expresszalodott az altalunk vizsgalt mintdkban, azonban az SV1
receptor expresszidja a mintdk 17,4% kimutathaté volt (23/4). A masik — feltételezhetben nem
funkciondldé — splicing varianst, az SV2 receptort két minta esetében tudtuk kimutatni. A
természetes ligand lehetséges autokrin vagy parakrin hatdsanak vizsgilata miatt, a GHRH
expressziot is meghataroztuk ¢és ez 23-bol 14 mintdban (61,9%) kimutathaté wvolt. Csak egy
mintaban expresszalodott mind a ligand GHRH, mind az SV1 receptor. A 9 GHRH negativ minta
kozil 3 poztiv wvolt az SV1 receptorra. A pGHRHR, SVI1, SV2 ¢és GHRH kifejez6dés
konstellacioit a 5. tabldazatban részleteztik.
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Beteg szama pGHRH GHRH SV1 SV2

1. csoport

1A - + - -
2 - - - -
3 - + - +
4 - + - -
5 — 4 — —
6 - + — —
TA t

8A - + +

9 _ _ _

10A +

1 — ~ + ~
12 - + - -
13 - + _ _
14 ~ - + -
15 - - - -
2. csoport

IB - + - -
7B - - - -
8B — — — -
10B

16 +

17 - + - -
18 — + — —

19 — — 4 —

S. tablazat: A ligand GHRH és receptorainak (pGHRHR, SV1 és SV2) mRNS expresszidja human
GB mintakban.

Az 1. csoportban az elso operacional vett mintakat a 2. csoportba a kezelést kovetoen vet mintdkat
Soroltuk. A) és B) megjelolések ugyanazt a beteget jelentik az elsé illetve a recidiva miitétjénél +
van expresszio, - nincs expresszio

Az EGFR és PTEN expresszio a vizsgadlt mintakban

A PTEN ¢és EGFR gének expresszioinak mértékét normalizalt értékekként mutatjuk be,
ahogy az anyagok ¢€s modszerek fejezetben jeleztik. A 23 tumormintabol 15 esetben (65,2%)
szignifikdns mértékben megndvekedett az EGFR expresszioja ¢és 18 minta szignifikdns PTEN
expresszid csokkenést mutatott (78,3 %). Tizenegy esetben (47,8 %) az EGFR up-regulaci6 PTEN
down-regulacioval tarsult. A gén expresszio analizis eredményeit a 6. tabldzatban tintettik fel.
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Beteg szama Relativ expresszio

EGFR +SE PTEN +SE
1. csoport
1A 1.282 0.059 0.682 0.023
2 36314 1 0.464 0424 | 0.084
3 0.837 0.057 0.139 | 0.004
4 0.112 ) 0.005 0.076 | 0.001
5 3.279 ¢ 0.086 0.108 |} 0.006
6 0.356 | 0.028 0.371 } 0.011
TA 7.864 1 0.365 0.246 | 0.021
SA 143.479 ¢ 7.816 0442 | 0.014
9 11.743 ¢t 0.772 0.150 | 0.021
10A 1.248 0.032 0.165 | 0.007
11 1.238 0.077 0410 | 0.230
12 0.764 0.048 0.062 | 0.002
13 2468 1 0.281 0.019 | 0.001
14 4.039 ¢ 0.355 0.568 0.063
15 53121 0.096 0211} 0.020
2. csoport
1B 2.084 1 0.048 0.395 | 0.005
7B 3.177 ¢ 0.122 0417 | 0.041
8B 16.380 1 0.057 0.171 | 0.021
10B 66.439 1 0.691 1.772 0.043
16 2.620 ¢t 0.054 1.466 0.048
17 4.876 1 0.068 0914 0.019
I8 5493 1 0.213 0.189 | 0.011
19 0342 | 0.012 0.248 | 0.039

6. tablazat: Az EGFR és PTEN gének relativ expresszio szintjei

A GADPH normalizalt értékeket korrelaltattuk a peritumordlis szévetek expressziojdanak
atlagaihoz (fold change level). A génexpresszio tobb mint kétszeres valtozasat tekintettiik feliil és
alul regulaltnak, amely valtozasokat fel és le nyilakkal jeloltiink. A) és B) megjelolések ugyanazt a
beteget jelentik az elso illetve a recidiva miitétjénél, + van expresszio, - nincs expresszio. Az 1.
csoportba az elsé operdcional vett mintakat, a 2. csoportba a kezelést kovetéen vet mintakat
soroltuk.

Az ugyanazon betegekbdl szdarmazo elsd felismeréskori mintdk és a kinjult tumorukbdl szdarmazo
mintdk expresszios profiljanak vizsgadlata

Négy esetben volt meg a lehetdségiink arra, hogy tumormintdkat vegyiink az elsd miitét
soran eltavolitott tumorbol ¢és a recidiv tumorbol is. Harom esetben a GHRH expresszalodott az
els6ként operalt tumorban, de a nem lehetett detektalni a recidivaban. Az SV1 egyetlen tumorban
volt jelen, azelsé operaciobol szarmazd mintaban. Az EGFR és PTEN csak egy esetben mutatott
normal expressziot, de ugyanebben az esetben, a recidivaban az EGFR over-expresszalodott ¢és a
PTEN pedig alul regulalt volt. Egyebekben az EGFR mRNA magasan reprezentilt volt minden
mintaban €s a PTEN pedig alul-regulalt volt mindeniitt kivéve egy recidiv tumorszovetet. Ezeket
az eredményeket a 7. tdblazatban mutatjuk be.
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Beteg szama pGHRHR GHRH SVI EGFR PTEN

1A - + -+ ) |
1B - - - ) |
TA - + —  Nincs valtozas Nincs valtozas
7B — - - $ l
8A — ~ - ) l
8B - - - ) l
10A — - - ) l
10B - — - ) Nincs valtozas

7. tablazat: Az elsé miitétbdl szarmazo mintdk és a recidiv tumorok expresszios profilja.
A) mintdk az elsé miitétbdl, B) mintdak a recidiv tumorokbdl, + over-expresszio, - down-reguldaco
real-time RT PCR-val meghatdrozva

A génexpresszios eredmények és a kliniko-patologiai adatok analizise

Az elvégzett statisztikai analizisek soran azt talaltuk, hogy az SVI1 poztiv mmtakban a
PTEN expresszidja szignifikdnsan magasabb volt, mint az SV1 negativ esetekben. Tovabbi
analizishez a betegeket két csoportba osztottuk. Az 1. csoportba azt a 12 betegeket soroltuk, akiket
a Klinikkai diagnozist kovetdéen operaltunk meg és még nem kaptak semmilyen kezelést. A 2.
csoportba sorolt nyolc betegnél a kemo-irradiaciot kovetden recidivalt majd megoperalt tumorbol
vettiink mintat. Négy beteg mindkét csoportban szerepelt, mint operalt és késobb reoperalt eset. Az
elsd csoportban azok a betegek, akiknek tumora GHRH negativ volt szignifikansan kevesebb volt
a teljes talélési ideje (OS). Ez a csokkenés szignifikans maradt akkor is amennyiben a GHRH
negativitdishoz SVI1 poztivitas tarsult (15. dbra), amely magasabb PTEN atlagértékekkel jart
egyiitt. A masodik csoportban ezek a korrelaiciock nem alltak fenn. A teljes tulélés mindkét
csoportban vald analizise ebben a kontextusban kérdéses, mivel az atfedd 4 esetben kimutattuk,
hogy a tumorprogresszid vezethetett a megvaltozott genetikai profilhoz. Habar a két csoport
egyiittes OS analizise (a négy atfedo beteg kihagyasa mellett) szintén igazolta, hogy a GHRH
negativ esetek rovidebb teljes tilélést mutatnak és a taléléscsokkenés a GHRH negativ SV1 pozitiv
eseteknél is fennall (16. dbra). Megforditva ez azt jelenti, hogy a GHRH poztiv és SV1 negativ
esetek szignifikdnsan jobb progndézist mutatnak. A mintdinkban a klasszikus EGFR ¢és PTEN
markerek expresszid szintjei nem korrelaltak szignifikdnsan a tiléléssel. Habar a posztoperativ
kezelés hianya latszolag rovidebb tulélési id6t okozott, ezekben az esetekben a gyors
tumorprogresszid vezetett a KPS (Karnofsky Performance Score) csokkenéséhez ¢és vezetett a
posztoperativ elkezdett terapia felfliggesztéséhez.
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15. dbra: A ligand GHRH és az SVI receptor expresszidjanak korrelacidja a teljes tuléléssel
ujonnan diagnosztizalt glioblasztomas esetekben.

(4) A GHRH expresszio és a teljes tulélés kozotti korreliciéo az ujonnan diagnosztizalt
glioblasztomas esetekben. A sziirke szaggatott gorbe a GHRH negativ betegek tulélési analizisét
mutatja; a fekete folyamatos gérbe a GRHR pozitiv eseteket mutatja (p=0.004). (B) GHRH és SV1
expresszios mintdzatok és a teljes tulélés kozotti Korrelacio ujonnan diagnosztizalt glioblasztomds
eseteinknél. A sziirke szaggatott gorbe a GHRH negativ, SVI pozitiv esetek tulélési statisztikajat
mutatja, a fekete pontozott gorbe a GHRH negativ SV1 pozitiv eseteket, a sziirke folyamatos a
gorbe a GHRH pozitiv, SV1 pozitiv eseteket, a folyamatos fekete gérbe pedig a GHRH pozitiv, SV
1 negativ eseteket (p=0,008). Kaplan-Meier és log rank (Mantel-Cox) regresszios tesztet
hasznaltunk az expresszio, tulélés analiziséhez.
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16. dbra: A ligand GHRH és az SVI receptor expressziojanak korrelicidja a teljes tuléléssel
ujonnan diagnosztizalt glioblasztomas és recidiv glioblasztomds esetekben egyiitt
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A) A GHRH expresszio és a teljes tulélés kozotti korrelacio ujonnan diagnosztizalt glioblasztomds
esetekben és a recidiv glioblasztomas esetekben egyiitt (1. csoport és 2. csoport egyiitt). A sziirke
szaggatott gorbe a GHRH negativ betegek tulélési analizisét mutatja, a fekete folyamatos gorbe a
GRHR pozitiv esteket mutatja (p=0.004). B) GHRH és SV1 expresszios mintdzatok és a teljes
tulélés kozotti korrelacio ujonnan diagnosztizalt és recidiv GB eseteinknél (1. csoport és 2. csoport
egyiitt). A sziirke szaggatott gérbe a GHRH negativ, SVI pozitiv esetek tulélési statisztikajat
mutatja, a fekete pontozott gérbe a GHRH negative SV1 pozitiv eseteket, a sziirke folyamatos a
gorbe a GHRH pozitiv, SV1 pozitiv eseteket, a folyamatos fekete gorbe pedig a GHRH pozitiv, SV
1 negativ eseteket (p=0,008). Kaplan-Meier és log rank (Mantel-Cox) regresszios tesztet
hasznaltunk az expresszio-tulélés analiziséhez

Az epidurdlis limfomas betegek retrospektiv vizsgalataval szerzett eredményeink

A szerzé a spindlis epiduralis folyamatok elemzését végezte el illetve akézrat publikaciora
elokészitésését és a publikalast levelezszerzoként végezte.

A lymphoma s trz
diagnozisa és az Tul'e/es‘a 2
epidurdlis eip{dumh‘s
Kor Radiolégiai Klinikai megjelenés i:gv’:ettseg
(év) Nem Klinikai tinet diagndzis  Lokalizdcio — Operdcié vdltozds — Szévettan  Tipus  Kovetés kozétt eltelt id6 Rr
1 16 ¢ Lokalis fajdalom MR L5 Javult HL % Eletben, KR 50 9 Igen
2 2 9 Paraparézis MR L5 Véltozatlan  NHL %C. Elhunyt 12 3 Igen
3 M 4 Paraplegia MR C57 Javult HL 4 Elhunyt 113 12 Igen
B 31 ¢ Tunetmentes (T THI2L! Viltozatlan  HL ¢ Elhunyt b} 27 Igen
) M4 ¢ Paraparézis (G Thio-n + Vltozatlan  HL % Elhunyt 4 7 Igen
6 37 4 paraplegia MR Thé 4 Viltozatlan ~ NHL [ Eletben, KR 0 3 Igen
] 64 7 Lokalis fajdalom MR L1552 + Javult NHL p Eletben, KR 0 48 Nem
8 63 ¢ Paraparézis MR 23 4 Javult NHL [ Eletben, KR 0 3 Igen
9 62 ¢ Paraparézis  \R The.9 " Javult NHL [ Eletben, KR 0 ] Igen
10 37 2 Lokélis fajdalom MG 124 + Javult HL % Elhunyt 9 120 Igen
n 66 ¢ Paraplegia | Thi4 4 Javult HL % Elhunyt 37 116 Igen
12 2 ¢ Paraparézis (T ™1 4 Javult HL P Elhunyt 0 63 Igen
13 16 ¢ Atana a Thi1-12 + Javult NHL pr Eletben, KR 0 185 Igen

8. tablazat: Az epidurdlis régioban megjelend malignus limfomas eseteink Kkliniko-patologiai
Jellemzoi

Roviditések: CR, komplett remisszio; HL, Hodgkin limfoma;, MG, mielografia, ML, malignus
limfoma; NHL, non-Hodgkin limfoma, pr., primer, extranodalis forma, RT, radioterdpia; Sec.,
disszeminalt tipus, szekunder megjelenés; tulélések az utolso kontroll szerint

A tomegspektrometrian alapulo real time, in situ szovettani meghatdrozds lehetséges szerepe az
epiduralis limfomak kezelésében

Osszesen 13 epidurdlis (7 Hodgkin és 6 Non-Hodgkin limfoma) érintettséget talltunk a
vizsgalat idOszakban. Ez az eléfordulasi gyakorisag az irodalmi adatokkal megegyezik. A 13
esetbdl 6 (46,15%) betegnél az elsd megjelenés az epidurdlis érintettség volt €s minden betegnél a
mitéti szOvetminta vezetett a primer diagnoézishoz. Mind a hat beteg posztoperativ kezelésben
részesiilt (8. tablazat).

Habar a miitéteket analizdilva, minden esetben csak dekompressziot végeztiink ¢és a
posztoperativ kdvetés soran nem jelentkezett spindlis mstabilitdsra utald jel, az eredményekbdl jol
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kovetkeztethetd, hogy a szOvettani diagndzis in Situ megismerése a mitéti technikaban a spindlis
dekompresszié minimal invaziv megoldasa felé mozditand a sebészt, mivel a posztoperativ radio-
¢s kemoterapia kimagasloan hatdsos és egyébként is sziikséges. A korkép onkologia kezelés
melletti  atlagos, telies tulélési ideje pedig azt mutatja, hogy ha maga a folyamat vagy a
dekompresszid instabilitishoz vezet, akkor az mstrumentalis stabilizicidé mindig mérlegelendé a
beteg minél jobb mobilitisanak megtartasa miatt.

Megbeszélés

A disszertacid egyik célja az volt, hogy ltrehozzunk, egy olyan eszkdzt, amely alkalmas
in situ, in vivo alkalmazisra. A bipolaris elektrotermikus koagulacid soran keletkezd aeroszol
elénye az volt, hogy kozvetleniil alkalmas tomegspektrometriai mérésre és a REIMS modszerrel
szerzett tapasztalatainkat konnyedén tudtuk hasznalni. Az bebizonyosodott, hogy gyors
intraoperativ szovettani jellegi analizisre alkalmas azonban, pont az elektrotermikus hatas
korlatozza a felhasznalasat.

Emiatt az idegsebészetben hasznalt delikat szivok felé fordult az érdeklodésiink. A
komyez0 szovetek roncsolasa nélkill az ultrahangos szivoval lehet az idegsebészetben jelenleg a
legfinomabban szoveteket eltdvolitani. Azonban ebben az esetben, a minta nem alkalmas egybdl
tomegspektrometriai analizisre, gazhalmazallapotba kell hozni és ionizalni kell. Erre alkalmasnak
igérkezett a Venturi pumpa kozbeiktatasaval Iétrehozott szonikus spray ionizacid. Az ()
eszkozkombinacid szamos paraméterében igényelt tesztvizsgalatokat. Az optimalis beéllitasok
biztositasa utin kezdtik el a rendszer analitikai képességeit vizsgalni. Es végil a szovettani
verifikacidra valo alkalmassagot.

Ex vivo, de miitéti koriilmények kozott kimutattuk, hogy a rendszer alkalmas a szovetek
Osszetevoinek igen szelektiv vizsgalatara is és sikeriilt peptideket is kimutatni.

Azonban a szovettani diagnézishoz, hasonléan a bipolaris csipesszel végzett kisérletek
esetén itt is egy szOvettanspecifikus adatbazis kellett Iétrehozni. A bebizonyitottuk, hogy a
letrehozott PCA/LDA modelliink alkalmas a gyors analizisre. Tovabba bemutattuk, hogy a
rendszer (2-3 masodperc) jelentdsen gyorsabb szovettani diagnézishoz juttathatja az operatort,
mint a friss fagyasztott metszeten alapuld intraoperativ szovettan (30-40 perc) vagy az off-line
tomegspektrometriai analizis (~10 perc) (8, 9, 33). Az eredményeink kiilonésen gliomak,
glioblasztomak ¢és metasztatikus tumorok esetén voltak kiemelkeddek. Azonban megfeleld
adatbazis mellett mas tumortipusok is kimutathatok.

Kiilonosen ritka, siirgds ellatast igényld entitisok esetén lehet hasznos a médszer, ahol az
intraoperativ szovettani diagnézis a sebészi taktikat is megvaltoztatja. Ennek illusztralasra
mutattuk be spinalis epiduralis eseteink retrospektiv analizise soran szerzett eredményeinket. Jol
lathato, hogy a spinlis epiduralis limfomak kezelésében a kemoterapia és a lokalis sugarkezelés
hatékony. Tovabba 2 esetben akkor is javultak aspinalis kompresszié tlinetei, amikor miitétet nem
tudtunk végezni. Fontos, hogy az esetek megkozelitbleg felében az elsé diagnozist a miitét utani
szovettan jelentette. Kimutattuk, hogy ezekben az esetekben az intraoperativ diagnézis kifejezetten
tamogatja a miitéti technika kivalasztasat.

Az on line analizis tovabbi eldnye, hogy az elszivott szovetrészletek akar gyorsan egymas
utan, igy virtudlisan folyamatosan azonosithatok vele, amely szignifikansan javithatja a
beavatkozas precizitasat. Emellett kimutattuk, hogy az ép és a tumoros szovetek kozott is képes
kiilonbséget tenni a rendszer. Ennek alkalmazasa pedig az infiltrativ gliomak miitéteinél lehet
kiemelten hasznos. Habar a modszert a bipolaris csipesszel ellentétben nem teszteltik egyelre in
vivo, in situ korliimények kozott, a modszer feltehetéleg hasonldan jol teljesitene. Szélesebb nem
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csak idegsebészeti kontextusban a CUSA/SSI technika hasznilhatd lenne egy altalinos felszini
analitikai technikaként is, hasonloan a Van Berkel és mtsai altal lefrt experimentalis SSP-ES-MS
(surface sampling probe — electrospray - mass spectrometry) technikahoz (84).

Fontos kiemelni, hogy mind a bipolaris csipesz, mind a CUSA kézidarabja hasznalhaté
neuronavigacioval egyiitt. Az eszkdz helyzete, igy a térben ellendrizhetd, a kordbban a
neuronavigacioba feltdltott képanyag alapjan és a mintavétel pontos radiologiai helye is
megadhat6. Ezzel a tdmegspektrometrids adatok radioldgiai jellemzokkel torténd Osszevetése is
lehetséges.

Bemutattuk, hogy a médszeriink segitheti a gliomak, glioblasztomak miitéti eltavolitasat,
azonban glioblasztémaknal még makroszkoposan teljes rezekcio mellett is a betegség gyakorlatilag
mindig kijul. A glioblasztomak esetében jelenlegi postoperativ kezelési rezsimek eredményei
tovabbra sem mutatnak attorést.

A vizsgalatunkkal el6szor bizonyitottuk, hogy a GHRH és splicing varians, SV1 receptora
expresszalodik humin glioblasztomakban. Ezen kiviil kimutattuk, hogy a GHRH és SVI
expresszios mintdzata korreldl a teljes taléléssel.

A GHRH expresszidjanak erds pozitivitasa (61,9%) azt sugallja, hogy a GHRH ttvonal
Szerepet jatszhat a glioblasztoémak patogenezisében. Ezt tdmasztjdk ald korabbi vizsgalatok,
amelyekben a GHRH kezelése ndvelte a szivizom és a tumoros sejtek tilélését (85).

Osszefoglalva vizsgalatunkban a GHRH negativ, SV1 pozitiv esetek rosszabb teljes ttlélést
mutattak. Megforditva a GHRH poztiv, SVI negativ esetek hosszabb tulélést mutattak. Ezt
részben alatamasztjak Farkas és mtsai (86), akik korabban kimutattak, hogy a GHRH receptor
expresszioja rektum tumorokban korrelalt a kemoterapiara adott gyenge valasszal Ez és a mi
eredménylink is felveti, hogy nem csak a parakrin és autokrin GHRH jatszhat szerepet a tumor
progresszioban az SV1 receptor aktivalasan keresztiil és nem csak lokalis intratumoralis regulalo
faktorok csokkenthetik a tumoros GHRH expressziot. A tumoros GHRH expresszio, vagyis a
GHRH autokrin felszabaduldsa negativ visszacsatolds alatt allhat. Ez a hatds a GHRH expresszid
down-regulaciojan alapulhat szisztémas GHRH vagy mas ligand altal medialva SV1 vagy akar mas
receptorokon keresztiill. Ezen kivil a GHRH mas receptoron keresztiil is hathat, mint az SV1 és ez
a hatas lehet protektiv. Az egyik feltételezett receptor, amely medidlhatja a GHRH-ra adott valaszt
a VIP (vasoactive intestinal peptide) receptor lehet, €s ez a receptor hatds lehet hasonldan protektiv,
mint a tiidétumorok ndvekedése esetében a ligand VIP (87). Vesesejtes karcindmak novekedését
szintén gatolia a VIP és PACAP (pituitary adanylate cyclase-activating petide) (88). Osszegezve a
GHRH tvonal tovabbi vizsgalata glioblasztomakban terapias szempontbdl is jelentds
eredményeket hozhat.

Osszefoglalas

Az elvégzett kisérleteink alapjan sikeresen kombindltuk a moddositott sebész bipolaris
csipeszt ¢€s az ultrahangos szivot a mobil tomegspektrométerrel. Ezzel egy olyan idegsebészeti
eszkOzt hoztunk Iétre, amely nemcsak valosidejli, hanem in situ szovetanalizisre is képes.
Tovabbmenve a modszer képes a szovetek molekularis Osszetételét analizailni, amely a
tomegspektrometria alapvetd tulajdonsdga. A szovetek ilyen jellegli molekularis lefrasa tovabbi
kapukat nyithat meg a klasszkus genetikkai ¢és immunhisztokémiai markerek és a
tomegspektrometria kozott.

A bipolaris csipesszel és az ultrahangos szivoval végzett tomegspektrometriai méréseink
kimutattak, hogy az ép és tumoros teriiletek elkiilonitése Iehetséges, ezzel az eszkoz segitheti a
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sebész munkajat. Tovabba mindkét eszkdz sikeresen parosithatd neuronavigdcids rendszerhez. Az
ultrahangos modszer legfoképp a gliomak, glioblasztomak miitéteinél lehet hasznos és javithatja a
biztonsagos eltavolitds mértékét.

Mindkét eszkoznél, megfeleld adatbazis mellett, gyors intraoperativ szovettani
diagnozishoz juthatunk és akar gradus szintli meghatarozas is lehetséges. Ez kiilondsen ritka vagy
intraoperative nehezen felismerhetd, de leginkabb sebészileg mas taktikat igényld elvaltozasok
esetén lehet hasznos, mint példaul a kdzponti idegrendszeri Lmfomak.

A gliomak sebész reszekcidjanak javitdsa mellett, a talélés érdemben csak az utdkezelés
javitdsaval lehetséges. Ezért aklasszkus EGFR, PTEN markerek mellett a GHRH és receptorainak
expresszios profijat vizsgaltuk. Ezzel tovabbi Iépést tettink a glioblasztomak szelektivebb és
specifikusabb kezelésében hasznalhaté molekularis target és prognosztikai faktor azonositasa felé.

Summary

According to our results we successfully combined the modified surgical bipolar forceps
and ultrasonic aspirator with a mobile mass spectrometer. In this manner we created a tool not only
for real time but also for in situ tissue analysis. Moreover this method has the fundamental
advantage of mass spectrometry by analysing the molecular constitution of tissues. This kind of
molecular description may open further gates to compare the mass spectrum with the presence of
classic genetic and immunehistochemic markers.

In our experiments with the bipolar forceps and the ultrasound aspirator we have revealed
that the discrimination between tumorous and healthy neural tissues is possible. Both instruments
were successfully coupled to neuronavigation. These possibilities, especially the ultrasound based
method significantly could help the neurosurgeon who operates gliomas or glioblastoma by
improving the extent of safe resection.

Our experiments proved if an appropriate database is available fast, intraoperative histology
can be obtained by both of our instruments and even grade level histologic discrimination can be
performed. The real time tissue analysis can be useful in the analysis of rare, macroscopically
unidentifiable tumors, especially when the operated tumour needs different treatment strategy in
the aware of the histology. Therefore in this thesis we showed that retrospective analysis of a rare
entity could reveal the importance of real-time intra-operative histology.

Moreover in this thesis | presented our expression results of GHRH, pGHRHR, its splicing
variants, PTEN and EGFR genes in human glioblastoma samples. Our study provides the first
evidence that GHRH and SV1 are present in a substantial part of human GB tissues. We pointed
out that expression pattern of GHRH and its SV1 receptors could predict prognosis. Namely GHRH
positive, SV1 negative cases showed better overall survival. These results showed that we have
moved towards finding the GHRH pathway suitable as a molecular target and a useful prognostic
factor in human glioblastomas.

Koszonetnyilvanitas

Ko6szonom mindazoknak, aki részt vettek a fenti munkakban, segitettek és tamogattak.
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Tamogatasok

Ezt a munkat a TAMOP 4.2.2.A-11/1/KONV-2012-0025 és TAMOP 4.2.2.A-11/1/ KONV-2012-
0031 projektek tdmogattak. A projekteket részben az Eurdpai Unid és az Europai Szocidlis Alap
finanszirozta.
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