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A doktori értekezés elozményei

A neuro-onkoldgia definicioja szermt a kozponti és a periférias idegrendszert érintd
tumoros folyamatok kezelésével foglalkozik. A kozponti idegrendszer daganatos megbetegedései
ényegesen nagyobb szamban fordulnak el6 a neuro-onkologiai gyakorlatban, mint a periférias
idegrendszer daganatai, amelyeknek kezelése inkabb az altalanos onkologiai elveket koveti.

A koOzponti idegrendszeri daganatok kezelésekor azonban szamos az idegrendszerre
jellemz6 tulajdonsagot kell szem eltt tartani, amelyek miatt a kozponti idegrendszert érintd
primer tumorok kezelési elvei eltérnek a tobbi szerv daganatos betegségének kezelésétol.
Masrészt a kozponti idegrendszert érinté attétes tumoroknak is eltérd tulajdonsadgai vannak a
tobbi szerv primer vagy szekunder tumorainak sajatsagaitol
Alapvetéen a kozponti idegrendszer daganatos betegségeinek mas szervektol eltéré tulajdonsagai
és kezelési elvei tették sziikségessé egy multidiszciplinaris, specidlis megkdzelités létrehozasat, a
neuro-onkologia kialakulasat.

A kozponti idegrendszeri tumorok kezelése jelenleg is a kdvetkezé harom pilléren alapul:

- Idegsebészeti beavatkozas
- Kemoterapia
- Radioterapia

Az elmilt évtizedekben a kezelés mindharom pillére jelents fejlddésen ment keresztil. A
lehet6 legjobb idegsebészeti kezelés elérését azonban elsdsorban a preoperativ diagnosztika
fejlodése  segitette. A preoperativ  diagnosztika legjelentésebb elorelépései a nagyfelbontast
komputer tomografia (CT), a magneses rezonancia képalkotas (MR), MR spektrometria,
funkcionalis MR, MR traktografia, a képalkotassal kombinalt elektrofiziologiai ,brain mapping”
¢s a PET CT megjelenése és hozzaférhetdsége volt. A lokalizacio és kiterjedés mellett ezek az
eljarasok a tumor szOvettani tipusanak eldzetes feltételezésére is alkalmasak. A képalkotok altal
feltételezett szovettani diagnodzis megerdsithetd a miitét eldtt par nappal torténd Sztereotaxias
mintavétellel, biopsziaval. A silirgés beavatkozast igényld esetekben, azonban biopsziara
leggyakrabban nincs idd.

Elokvens teriiletek intraoperativ azonositasaban az elektrofiziologia fejlddése és az éber
mitétek  jelentettek  elorelépést. Intraoperativ  térbeli lokalizaciot segiti a  rutinszeriien
alkalmazhatd neuro-navigaci6. Az intraoperativ képalkotasban pedig jelentds szerepe lett az
olcsd, ismételhetd ultrahangnak, tovabba ntraoperativ.n CT, MR is rendelkezésre allhatnak.
Azonban a mitét kozbeni szOvettani azonositds tovabbra is egyetlen elterjedt modja az
itraoperativ szOvettani analizis maradt. Ez a tradiciondlis szOvettani vizsgalat egyszerisitett, igy
gyorsabb valtozata. Idedlis esetben, megfeleld infrastruktura mellett is megkozelitdleg 30-40
percen beliil hoz eredményt. Ez az id6ablak egy idegsebészeti miitét soran meglehetdésen hosszi
lehet és a moddszer megbizhatosaga is alatta marad a hagyomanyos szovettani analizisnek.
Tovabba nem nyujt segitséget a tumorhatirok megitélésében és az mfiltralo tumorok esetében az
infiltracid mértékét sem mutatja megbizhatdéan.

Az idegsebészeti miitétek sordn a tumoros teriileteknek az ¢ép allomanytol wvald
elkiilonitésében tovabbra is az idegsebész tapasztaltsaganak van kulcsszerepe, habar az elmult
években néhany alternativ. modszert is Kifejlesztettek a szovetek in situ, intraoperativ
azonosftdsara ¢és megkiilonboztetésére. Legutoljara kiilonfele fluoreszcens és radioaktiv jelolési
technikak - beleértve a nano-partikulumok alkalmazasat is - keriiltek lefrasra az agytumorok in
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situ, intraoperativ lathatova tételére, azonban ezek szovettani diagnozist Oonmagukban tovabbra
sem adnak. 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 mitéti koriilményeket igényel a detektalas. Fentiek miatt a
gyakorlatban ezek a modszerek nem is terjedtek el szEles korben.

Az elmilt idOszakban bemutattdk, hogy néhany tomegspektrometriai ionizacids modszer
potencidlisan alkalmas lehet a tomeg spektrometrian alapuld intraoperativ  hisztologiai
meghatarozds  kifejlesztésére. Tovabba kifejlesztettek  dedikalt tomegspektrometrian — alapuld
intraoperativ. modszereket tumor infiltrdcid azonositdsra hasi sebészeti mitétekhez A REIMS
modszer (Rapid Evaporative Ionization Mass Spectrometry) a szovetek elektrokauteres
evaporacidjan alapul, ahol az ionok az elektromos disszekcidé sordn alakulnak ki és azutdn
torténik az evaporatum analizise.

Az idegsebészet teriiletén azonban tovabbra sincs olyan eszkoz, amely gyors, in situ,
intraoperattv analizist tenne lehet6vé. Ezt az idegsebészeti specidlis kovetelmények az ¢ép,
funkciondlo allomany védelme ¢és a specidlis mitéti eszkdzok tovabb neheztik. Az
idegsebészetben mar egy gyors, szovettani diagndzist nyujtdé intraoperativ eszkdz is nagyban
tamogatnd a helyes sebészeti taktika kialakitasat. Azonban a miitéti reszekcid kivitelezését
leginkdbb a tumor hatarokat mutatd, az ép allomanyt ekiilonité modszer segitené.

Egy ilyen tomegspektrometrian alapuld modszer, elsésorban a glioma tipust daganatok
sebészetében jelenthet igazi elonyt, ahol egyrészt a hatarok €s a tumor azonositisa még tapasztalt
sebészek szdmara is sokszor bizonytalan. Masrészt gliomakndl, azon belil a glioblasztomaknal
tovabbra is az ¢letkor, az altalanos allapot (performance scores) €és a sebész reszekcid mértéke
maradtak a relevans prognosztikai faktorok. Tovabba a glioblasztoéma a leggyakoribb malignus,
primer agytumor.

Glioblasztoma esetében ismert, hogy a teljes eltdvolitdis a tadvoli mfilracidé miatt
gyakorlatilag nem lehetséges, igy a szOvettani diagnozis ismeretében, amennyiben a beteg
allapota megengedi kotelezd az utokezelés. A jelenlegi glioblasztéma protokoll konkurald kemo-
irradiacot javasol posztoperativ kezelésként, azonban ennek eredményei is csak néhany honapos
talélés novekedést mutatnak a korabbi kezelési rezsimhez képest.

Szelektivebb ¢és specifikusabb kemoterapids lehetdség irdnydban intenziv kutatdas folyik.
Primer  glioblasztomak  genetikai markereinek populacid szinten torténd azonositasa, a
gliomagenezisben betoltott szerepiik vizsgalata széleskorl, de ez idaig a szamos kisérlet ellenére
onallo  genetikai prognosztikai faktort még nem sikeriilt azonositani Molekularis terapias
célpontot is csak keveset sikertiilt felderiteni és a klinikai vizsgalatok eredményei szerint a tal¢lés
dramai javulasa tovabbra is elmaradt, az ilyen tamadasponti kemoterapias szerek hasznalatakor.

A neuro-onkologiai korképek kezelésében elsdsorban a gliomak azon belil is a
glioblasztoma kezelésében égetd szikség van a kezelést és a kimenetelt javitd 1 eljarasokra.
Habar az elmilt években tortént mérsékelt elérelépés a sebészeti eltavolitds és a gyogyszeres
utokezelés tekintetében IS, azonban Osszességében mind a sebészeti reszekcid mértékének, mind a
postoperativ kezelés hatasfokanak javitasara szikség van.

Masrészt a neuro-onkologiai idegsebészeti ellaitasban fontos szerepe lenne egy
intraoperativ, in Situ, gyors szovettani jellegli diagndzist adé modszernek is. Ez kiilonésen olyan
korképek esetén hozna gyakorlati hasznot, ahol a szovettani diagnézis meghatirozza a
valasztand6 sebész taktikat.



Célkituzések

Kisérleteink els6 részében a tomegspektrometria specialis idegsebészeti adaptalasat tiiztiik
ki célul. A bipolaris csipesszel illetve ultrahangos szivoval (CUSA — cavitron ultrasound
aspiration) tortén6 mintavétel valos idejli, In situ, intraoperativ és direkt tomegspektrometriai
analizisét kivantuk megvalositani. Ezen beliil egyrészt a tomeg spektrometridn alapuld in situ, in
vivo szOvettani azonositds, masrészt a tumoros és ¢€p teriiletek ekiilonitése volt a végleges
célunk. Fenti célokkal az mtraoperativ dontéshozatal €s a sebészi beavatkozas tdmogatasat
szerettiik volna elérni.

Ezért kiemelten kezeltiik a sebészi szempontbol kihivast jelenté glioma csoportba tartozo
daganatok vizsgalatat és a gliomakon beliil kiilonds tekintettel vizsgaltuk az asztrocitomak és
glioblasztomak  azonositasdnak lehetdségét, a tumoros szovet ¢ép agyallomanytdl valo
ekiilonitését és a modszereink ilyen iranya felhasznalasi lehetdségeit.

Ezen talmenden, a kozponti idegrendszeri tumoros folyamat szOvettani jellegli
azonositasan kivill, az altalunk kifejlesztett modszerek egyéb lehetségeit is vizsgaltuk, tgymint
a lipidfrakciok és peptidek kimutatdsanak lehetoségeit. Feltételezésiink szerint az egyes peptidek,
fehérje fragmentumok azonositasa a tumoros szovet spektruman beliill késobb lehetové teszi
majd, hogy tomegspektrometriaval egyre specifikusabb molekularis faktorok gyors kimutatasa is
megoldhato legyen.

A molekularis prognosztikai faktor és terdpias target hidnya leginkabb szntén a gliomak,
glioblasztoma posztoperativ terapiaja esetében érezhetd. A glioblasztomak miitéti eltavolitisanak
javitasa mellett a posztoperativ kezelésik szerény IehetOségeit is bdviteni szikséges, emiatt
els6ként egy esetleg prognosztikai faktorként is hasznlhatd terdpids target vizsgalatat tliztik ki
célul, egyelére konvenciondlis molekularis genetikai eszk6zokkel. A glioblasztomak terapiajaban
lehetséges molekuldris célpontként a GHRH, a GHRH receptor és GHRH receptor splicing
variansok  megjelenését  vizsgaltuk  humin  glioblasztéma  mintdkon a  klasszkus, a
gliomagenezisben bizonyitottan szerepet jatsz0 EGFR és PTEN expresszios mintazatok mellett.

Tovabba kisérleteink soran kideriilt, hogy a tomeg spektrometridn alapuldé modszeriink a
ritka tumorok gyors azonositisaban is szerepet kaphat. Igy disszertacionkban példaképpen
bemutatunk egy ritka korkép a spinalis epidurdlis lmfomak eseteinek retrospektiv vizsgalatat,
amelyeknél eredményeink szerint, ha gyors intraoperativ szovettani diagnézs allna rendelkezésre
az adott helyzetben az a miitéti kezelés stratégiajat is megvaltoztathatna.

Anyagok és modszerek
Bipolaris koaguldcios csipesz és tomegspektrométer osszekapcsolasa (BF-MS)

Kereskedelmi forgalomban 1évé a mitétek soran egyébként is alkalmazott, eredetileg
vizcsepegtetéses, altalunk modositott  bipolaris csipeszt hasznaltunk (ERBE  Elektromedizin
GmbH, Tiibingen, Németorszag), amely a REIMS technikahoz hasonldan az ionizaciot is
megvalositotta az in vivo sebészeti beavatkozasok alatt. A minta ionizacidja a sebészeti
beavatkozas helyén megtorténik a szovetdarab elektromos disszekcidja soran. A keletkezett
sebészi ,fistot”, valojaban evaporatumot, még helyesebben aeroszolt a csipesz hegyét6l kissé
magasabban évé eredetileg a csepegtetésre tervezett réseken szivtuk el A csipesz masik végét
egy 4 méter hossz, 1/8 col kiilséatméréjii €s 2mm belsdatmérdji teflon csdvel kotottik Ossze az
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LTQ Velos (ThermoScientific, Bremen, Németorszag) vagy LCQ Deca XP Plus
(ThermoFinnigan, San Jose, Kalifornia, USA) tomeg spektrométerek altalunk készitett kapillaris
bemeneteivel. A szivasért felelés mikro pumpat stritett levegével hajtottuk meg 2,5 bar névleges
bemeneti nyomassal (a klinikka kdzponti stiritett levegd halozatbol). A pumpa tomeg spektrométer
gyari, ,electrospray” ion forrasaval lett Osszeépitve az atmoszférikus bemenetre merdlegesen
azért, hogy redukalja a tomeg spektrométer belsd részeit érd szennyezddést.

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 rogzitO komputer és a szamitdsokhoz, kiértékeléshez haszndlatos szoftver. A
rendszert teljes mértékben adaptaltuk a mitéti kortilményekhez.

Fontos Kiemelni, hogy a miitétek soran a tumorok rutinszer(i eltavolitasat végeztik el és a
tumor felszinének koagulacidja a vérzéscsillapitas miatt minden miitétnél megtorténik és minden
korilmények kozott keletkezik a hohatasra evaporatum. A kortikotomia végzésekor torténd
koagulacid6 az ép, vagy annak tin agyfelszinen, majd az agyillomanyban a tumor legrévidebb
uton torténd elérést szolgalja. Szovettani verifikacidra eltavolitott rendkivill kismennyiségii
peritumoralis kortex vagy fehérallomany a tumor eltdvolitisakor minden esetben egyébként is
eltdvolitasra, elszivasra keriilt volna. Utobbi méréseket itt peritumoralis agyszovet spektrumként
vettiik fel. Minden esetben csak a koagulacid soran egyébként is keletkez aeroszolt hasznaltuk
fel a mérésekhez. Az intraoperativ vizsgalatok elvégzését a Debreceni Egyetem etikai bizottsaga
engedélyezte.

A Dbipolaris csipesszel 44 miitét soran szivtuk el a tumorok koagulalasakor keletkez6
evaporatumot, amelynek spektrometriai adatait rogzitettik. Tovabbd 4 miitét sordn a
peritumoralis allomany koaguldcidjakor is sikeriit mintat venni. Az igy létrehozott spektrometriai
adatbazist 11 késObbi miitét sordn gylijtott mérésekkel teszteltiik.

A mitétek utin az eltavolitott szovetek, tumorok szabalyos patologiai vizsgalatra
keriiltek, mint minden mas esetben. Az eltavolitott tumorokbdl nem hidnyzott szovetrész. A
szOvettani azonositdas a korabbi rutnnak megfeleloen a Debreceni Egyetem Patologiai
Intézetében tortént, illetve CUSA méréshez is felhasznalt tumorok esetében a Giesseni
Egyetemen is.

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

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

A szovetek dezintegracidjara ¢€s eltdvolitasira a kereskedelmi forgalomban levd
ultrahangos  szivot (CUSA, Cavitron Ultrasound Aspiration) hasznaltuk (Selector, Erbe
Elektromedizin  GmbH, Tubingen, Németorszag). Az ultrahangos dezintegraciot 24 kHz
frekvenciaval és 60%-0s energiafokozat mellett végeztik. Teflon csével (1/16 col kiilséatméro,
1,2 mm belséatmérd) helyettesitettik a kézidarab szivooldalat, hogy a memoria -effektust
csokkentsiik. Ezt a Teflon csovet kotottik egy mddositott Ventrui pumpahoz egy 2 méter hossza
(1/8 col kiils6, 2 mm bels6atmérdjii) Teflon csével. Ebben az Osszedllitisban a Venturi pumpat
nitrogén gazzal hajtottuk meg 10 bar névleges nyomassal. A Venturi pumpa a tdmegspektrométer
atmoszférikus bementére lett felszerelve itt is, a fenticknek megfeleloen, merdlegesen a
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kapillarisra. Az ezzel megegyezd atmoszférikus interfészt korabban Santos és mtsai irtdk le és
Venturi Easy Ambient Sonic-spray lonization-nak nevezték el (V-EASI). A nagy felbontasu
tomegspektrometriai  mérések Thermo LTQ Orbitrap Discovery (ThermoScientific, Bremen,
Németorszag) eszkozzel torténtek. Az kis felbontast méréseket pedig egy LCQ Deca XP Max
(ThermoFinnigan, San Jose, Kalifornia, USA) quadrupole ioncsapdaju tomegspektrométerrel
végeztik el

Az ultrahangos reszekcié soran a vibralo kézi darabot a szovet felszinére helyezzik és a
vibraciét (~20-40 kHz) egy korkords a kézi darab végére kiviilrdl ravezetett vizgyliri adja at a
szovetnek. A folyadékot a szovettdrmelékkel egyiitt vakuumos szivassal tavolitja el az eszkoz a
hegy belsejében 1évO nyilason. A szivas altal létrehozott aramlasi sebesség 2-10 mlperc kozott
valtoztathato.

A CUSA-val kombinalt tomegspektrométerrel végzett mérések menete, a mintdk kezelése, etikali
engedélyek

A kisérletekben mindig a fent részletezett CUSA és a mobil tomegspektrométer direkt
Osszekapcsolasaval kialakitott kompakt rendszert hasznaltuk, amelynek kapcsolt része a
spektrumokat rogzitd komputer és a szdmitdsokhoz, kiértékeléshez haszndlatos szoftver. A
rendszert teljes mértékben adaptaltuk a miitéti koriilményekhez.

Az eszkdz analitikai képességének vizsgalatdhoz és az optimalis kisérleti paraméterek
beallitasahoz eldszor élelmiszer mindségli sertés szerveket hasznaltunk.

Az ex Vvivo vizsgalatokhoz a human agymintakat és agytumor szovetmintakat a Debreceni
Egyetem ¢és az Universitatsklinkum Giessen und Marburg (Németorszag) Idegsebészeti
Klinikajar6l szereztik be, amelyeknek szovettani validalasa megtortént.

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

A bipolaris csipesszel illetve a CUSA-val kombindlt tomegspektrométerrel gyiijtott spektrumok
tarolasa, elemzése illetve statisztikai analizise

Az egyes tomegspektrumok felvétele egy szovet egyszeri mintavételezését kovetd
tomegspektrometridss mérésbol, negativ €s vagy poztiv ionmoddal, 150-1000 m/z értékek kozott
torténtek. A mas ionmoddal vagy m/z értékkel tortént kivételeket jeleztik. A spektrumok adatait
digitalizdltuk 0,01 m/z felbontast hasznaltunk a nagyfelbontasi méréseknél és 1,0 m/z értéket az
alacsony-felbontasu méréseknél és az adatokat SQL (Structured Query Language) adatbazisban
taroltuk (Oracle, Redwood City, Kalifornia, USA). Az adatbazs tartalmazza a spektrumhoz

A teljes spektrumokat taroltuk és a késébbi spektrumok gyors megfeleltetéséhez a teljes
spektrumot analizaltuk. A Kivalasztott, normalizalt teljes spektrumon PCA (principal component
analysis) analizist végeztink, hogy a dimenziok szdmat 60-ra csokkentsik. A PCA-t kovetden
LDA (lnear discriminant analysis) analizist végeztiink a dimenziok szdmanak csokkentése
nélkil. A dimenziok szamanak megvalasztasa kereszt-validacios vizsgalatok altal korabban
Mmeghatarozottak szerint tortént, ahol a mérési hibat a Komponensek szamanak fliggvényében
tesztelték. A Iétrejovd PCA/LDA modellt szintén az adatbazisba mentettiikk és majd a szovettipus
meghatarozashoz hasznaltuk vagy demonstracid céljabol az els6 harom PCA vagy LDA
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komponensek atlaganak fliggvényében (relative abundance) abrazoltuk. Emellett a szovetek elsd
harom LDA vagy PCA értekének 3 dimenzios koordindta rendszerben vald 4brazolasat
szemléltetésképpen hasznaltuk.

Egy @ spektrumnak a valos ideji klasszfikacidja az elmentett PCA/LDA modellen
alapul. Az 0j spektrumot el6szor a 60 dimenzios PCA térbe majd a szintén 60 dimenzibs LDA
térbe kell transzformalni. Ezt kovetben a négyzetes Mahalanobis tavolsagot kalkulaljuk minden
az adatbazisban meglévé szovettani csoport PCA/LDA dimenzioknak az atlagdhoz. Az 1j
spektrum a legkOzelebbi csoportatlaghoz kerill besorolasra akkor, ha a spektrum minden
dimenzibban a csoportatlag +/- 5-szoros standard deviaciojan beliil van. Ha a spektrum kiviil van
a fent megallapitott intervallumon, a spektrumot nem tudjuk besorolni, az nem tartozik az eddig
ismert szOvettani csoportokba.

Alkalmazott biztonsagi szabdlyok az aeroszolok belélegzésével kapcsolatban

Mitéti koriilmények kozott a sebészek és a személyzet is a rendszeresitett, szabvany
sziirOképességli  sebészeti maszkokat hasznalta. Az experimentalis és ex vivo méréseknél a
fenticknek megfeleld paraméterekkel rendelkezd maszkot viseltink (M7500 series maszk 6055
A2 fiterrel (3M Deutschland GmbH, Neuss, Németorszag)).

A genetikai vizsgalatoknadl hasznadlt glioblasztéma mintdak gyiijtése, kezelése, etikai engedélyek

Huszonhat szovetmintat (23 glioblasztéma ¢és 3 peritumordlis szovetminta) gytjtottiink
Ossze idegsebészeti beavatkozasok soran a Debreceni Egyetem, Idegsebészeti Klinikajan. A
mintdkat az eltdvolitast kovetden folyékony nitrogénben rdgton lefagyasztottuk és -80 °C taroluk
a felhasznalasig. A szOvettani analizishez és genetikai vizsgalatokhoz a Kivett minta ugyanazon
darabjait hasznaltuk. A tumorok szovettani diagnozisat formalinnal fixalt, parafinba agyazott
metszetek  hematoxilin-ecozinos  festése és  tovabbi  immunhisztokémai  vizsgalata  alapjan
allapitottuk meg. A tumorok szovettani klasszifikacioja a WHO 2007-ben kiadott “Classification
of Tumors” szabalyai alapjan tortént. A Debreceni Egyetem etikai bizottsaga engedélyezte a
mintak gyljtését és felhasznalasat. A Dbetegek beleegyezé nyilatkozat alairasaval hozzajarultak a
kivett szovetek tudomanyos felhasznalasahoz.

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 ¢&jszakan keresztil -20 °C-on RNAlater Ice (Qiagen, GmbH,
Germany) oldatban inkubaltuk. A szovetmintakbol vald RNS izoldlashoz RNeasy Mini 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
hasznalataval hataroztuk meg. Minden egyes mintabol 250 nanogram RNS-t frtunk at cDNS-¢
QuantiTect Reverse Transcription kit (Qiagen) felhaszndldsdval 20 mikroliternyi végso
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 V0.2 programmal
terveztik (71) a GHRH, SV2 és ACTB primereinek tervezését ¢és szntézisét korabbi
kozleményeknek megfeleloen végeztik. Minden PCR reakcioban a c¢DNS 1 mikroliterjét
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amplifikaltuk egy Osszesen 25 mikroliteres oldatban, amely 1,5 milimol MgCk-ot, egy
egységnyi PCR puffert (Fermentas, Germany), 0,3 millimok mindegyik deoxinukleotidbol
(Promega, Germany), egy egység TrueStart HotStart DNS polimerazt (Fermentas) és mindegyik
primerb6l 0,25 mikromolt 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-on az SV1, 59 °C-on az SV2, 64 °C-on a GHRH illetve 67 °C-on a pGHRHR
esetében, majd 1,5 percig 72 °C-on végeztik az amplifikaciokat, amelynek végén 10 percig 72
°C-on altak a mintdk. Minden egyes amplifikitum 10 mikroliterét 1,5%-0S agar6z gélen
elektroforézissel megfutattuk, etidium bromiddal festettik és UV fény alatt lathatova téve
elemeztiik.

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

Minden mintab6él 600 nanogram RNS irtunk at cDNS-re High Capacity cDNA Reverse
Transcription kit (Applied Biosystems, CA, USA) segitégével a gyartd utasitisainak megfelelden.
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 végs6é koncentracioban. EGFR (sense: 5'-CTC AGC CAC
CCA TAT GTA CC-3’; antisense: 5'-CGT CCA TGT 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 kovetkez6 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. A gén expressziok valtozasat (fold change) a AACt moddszer alapjan hataroztuk
meg GADPH bels6 kontroll mellett. Kalibratorként a peritumoralis mintdkat hasznaltuk.

Statisztikai analizis a génexpresszios vizsgdlatoknal

A statisztikai analizishez az IBM SPSS Statistics 19 (IBM Corporation, USA) szoftvert
hasznaltuk. Az EGFR ¢és PTEN expressziok esetében a tobb mint kétszeres gén expresszio
az EGFR expresszio értékeinek eloszlasa a normal eloszlastol szignifikansan kiilonbozott, ezért
nem parametrikus teszteket hasznaltunk az EGFR (Mann-Whitney U teszt), a PTEN (independent
samples median teszt) gének és a GHRH, SVI1 profilok illetve a Kliniko-patologiai adatok
Osszehasonlitasara. A tilélések analiziséhez Kaplan-Meyer metodust log rank teszttel (Mantel-
Cox) hasznaltunk. A p<0,05 értékeknél tekintettiik az eltérést szignifikdnsnak.

A spindlis epiduralis limfomak retrospektiv analiziséhez haszndlt modszerek

A Debreceni Egyetem Belgyogyaszati Intézete és az Idegsebészeti Klinika 4altal mintegy
két évtized alatt kezelt 1166 limfomas beteg adatait tekintettik at. Kliniko-patologiai,
diagnosztikus és terapids adataik retrospektiv ellendrzésével az 512 Hodgkin limfémaval és a 654
Non-Hodgkin limfomaval kezelt beteg spinalis epiduralis érintettségét vizsgaltuk. 13 esetben a
betegség epiduralis térfoglaldssal jart vagy epidurdlis térfoglalasként jelentkezett eloszor.

8



Eredmények
A tomegspektrometria idegsebészeti alkalmazasa

Az eszkozok idegsebészeti és a mitéti korilményekhez valdo adaptaciojat a szerzd
végezte. A modositott bipolaris csipesz ¢s a CUSA optimalis intraoperativ alkalmazasahoz
szilkséges valtoztatadsok az Osszekapcsolas modjanak kidolgozisa és a paraméterek bedllitdsanak
idegsebészeti aspektusai szintén a szerz0 munkija. Az idegsebészeti eszkéz €s a kapcsolodd
miszerek helyes milkddését, amennyibben nem O operalt, a disszertdcid szerzdje feliigyelte,
tovabba a mitétek mintegy negyedét hajtotta wvégre. A tomeg spektrometriai mérések
ellendrzését, a mérések feldolgozasat a spektrometridban jartas szakemberek, a szerzétarsak
végeztek. A szOvettani és a klinikai adatok begy(jtését és az analizisek eredményeinek végsod
idegsebészeti értékelését szintén a szerzd végezte.

A bipolaris csipesz és tomegspektrométer direkt dsszekapcsoldsaval szerezett eredményeink

Osszesen 55 miitét sordn végeztink tomegspektrometriai méréseket. Az elsd 44 paciens

miitétje soran Osszesen 264 spektrumot vettink fel és szovettan specifikus adatbazist hoztunk
létre. A negyvennégy miitét soran glioblasztoma, tovabbi gliomak, metasztazisok, meningeoma,
limfoma, neurillemmoma, ganglioglioma szovettani diagndzisok fordultak eld. A 44-bdl 4 miitét
soran a peritumoralis allomany koagulacidjakor is sikeriilt mintat venni.
Tovabbi 11 paciens miitétje soran felvett spektrumokkal teszteltikk az adatbazist (szovettanilag: 5
glioblasztoma, ugyanitt 1 peritumoralis agyszovet, 3 metasztazis, 3 meningeoma). Emellett az
adatbazis felépitésekor Iétrehozott szovettanspecifikus PCA/LDA  modellek egymas kozotti
keresztvalidaciojat is elvégeztiik.

A mitétek soran felvett ép agyszovet, glioblasztoma €s metasztazis spektrumok részben
atfedést mutatnak, azonban lathato az is, hogy az egyes spektrum csucsok egymashoz
viszonyitott aranya szignifikdnsan kiilonbozik és szovetspecifikus eloszlast mutat. Tovabba,
ahogy varhatdo volt a metasztatikus tumorszoveteknél kiilonbozott a csucsok eloszlasa leginkdbb a
normal agyszovetétdl és az elsddleges agytumoroknal pedig kevésbé. Ahogy korabbiakban
leirtuk az 55 beteget két csoportba osztottuk. Az els csoportba keriilt 44 paciens miitétje soran
felvett spektrumokat az adatbazisba mentettik. A masodik csoport 11 betegének spektrumait
pedig fliggetlen validaciora hasznaltuk.

A validacio soran kiilonésen a glioblasztoma, meningeoma és a metasztazisok validalasa
mutatott a varakozason feliili értéket. Vagyis egy glioblasztoma miitétje soran a tumorfelszin
koagulacidjakor felvett spektrum az adatbazisba eddig feltolott LDA és PCA modellekhez
hasonlitisa 100%-ékban validalhatd volt, hasonldan a vastagbél ¢s tiidometasztazisok 1
miitétekkel valo validdlasdhoz. 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 miitétbél csak egy-egy allt rendelkezésre, ezekben az
esetekben kereszt validacid vagy fliggetlen validacio nem volt lehetséges. Ezen tumorok
spektrumait az LDA analizist kovetéen az els6 harom LD (lincar discriminant) értékkel egy
pontra vonatkoztatva abrazoltuk a tobbi tumorral egyiitt Ko-ordinata rendszerben, ahol a



glioblasztoma mintdk és a kiilonboz6 gradusu asztrocitdmak is jol elkiiloniinek egymastol és a
tobbi szovetmintatol

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

Lathato azonban, hogy 55 beteg esetén az operalt agytumorok diverzitasa megnehezitette,
hogy elég adatot gyljtsink egyszerli statisztikai multivariancia analizisek végzéséhez. Azonban
az altalunk kialakitott PCA+LDA algoritmusunkat haszndlva az adatok statisztikai analizis€éhez a
modszer még a gyljtott mintdk szdma mellett is alkalmas az egészséges €s tumoros agyszovet, a
primer és a metasztatikus agydaganat elkiilonitésére és potencidlis lehetoséget nyujt a kiilonb6zo
gradusu primer daganatok elkiilonitésére is. Ennek illusztralasara a felvett spektrumok els6
harom LD értékét abrazoltuk 3 dimenziés koordindta rendszerben, ahol az egyes LD értékek
adtdk meg az x, y, z koordinatakat.

A modszer elonyét a kisérletemk soran elsdsorban az adta, hogy a REIMS technikdhoz
hasonloan a szovet koagulacidja soran keletkezd gaz halmazallapoti aeroszol direkt vizsgalhatoé a
tomegspektrométerrel.  Masrészt a REIMS  technika soran felgyilt tomegspektrometriai
analizisben szerzett tapasztalatokat fel tudtuk hasznalni.

Azonban a rendszer legnagyobb hatranyat pont az elektromos héhatason alapuld
mintavétel jelentette, mivel ez az idegsebészeti kornyezetben korlatozottan alkalmazhato foleg,

ha nem csak a tumoron magan szeretnénk méréseket végezni €s informaciot gyijteni. Elokvens
teriiletek kozelében sokkal mkabb megfeleldnek tiint a CUSA alkalmazisa.

A CUSA és a tomegspektrométer osszekapcsolasaval elért eredményeink

A CUSA hasmalatakor dezntegralt szovet és vér a folyamatos Oblitésre hasznalt
fiziologids  sooldattal egyiitt kerll elszivasra.  Feltételeztik, hogy ennek az elszivott
szovettormeléknek a tomegspektrometriai analizise clegendé adatot szolgaltat az adott szovet
azonositdsahoz.

Habar az elszivott  szovettormelék  spray ionizdcidja tint a  legegyszeribb

megkdzelitésnek, a makroszkdpos szovetdarabok jelenléte hatékonyan meggatolta barmilyen
hagyomanyos spray ionizicids Osszedllitdas hasznilatat, amely kapillarisokat hasznil a folyékony
minta tovabbitasara.
A nemrégben lefrt Venturi “easy ambient sonic spray”’ ionizicids technika, azonban lehetévé
teszi az 1mm-t meghaladé atméréjii csovek hasznalatat a mintanak a tomegspektrométerbe
torténd juttatdsara. Masrészt a Venturi eszkoz elég szivoerdt tud produkdhi a folyékony mintak
tovabbitdsdhoz.

A kisérleti osszeallitisunkat eldszor sertés agy vizsgalataval teszteltikk. Es ezt az in situ, in
Vivo eszk6z modelliének tekintettiik. A nem szokvanyos mintavételi modszer és a folyékony,
darabos minta gazhalmazallapotba vald transzformalisa majd ionizalasa azonban szamos
problémahoz vezetett. Ezért a sertés agyvelon végzett kisérleteink soran vizsgalnunk kellett az
eszkoz tobbfele paraméterének hatasat a spektrum jelintenzitasdra, mindségére. Ebben az
Osszefliggésben vizsgaltuk a CUSA eszkoznél az ultrahang energidjat, a Venturi pumpa nitrogén
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bedramlasi nyomasat, az atmoszférikus interfész relativ geometridjat, az analizitor fesziiltség
beallitdsait és a spektrométer kapillaris bemenetének hémérsékletét.

A szigndlintenzitds erdsen fliggdtt a dezintegraciora hasznalt ultrahang energidjatol. Az
eredmények vildigosan mutattdk, hogy a sejtek ultrahangos felbontdsa, dezintegralasa elofeltétele
annak, hogy a sejtkomponensek magas koncentraciét érjenck el az oOblitd folyadékban és igy
megfeleld spektrum mindséget kapjunk. Az eredmények azt is megmutattdk, hogy a bemutatott
eszkdz és a mikodési stratégia nem hasznalhatd ultrahangos dezntegracio nélkiil, vagyis nem
mikkodik az idegsebészetben is sz€les korben hasznalt egyszerli sebész szivoval.

A jelerésség ¢és a Venturi pumpa bemeneti nitrogén nyomdsdnak vizsgalata dinamikus
kapcsolatot mutatott tiszta telithetéségi maximummal a 0-30 bar tartomanyban. Az egyértelmii
optimalis hatarérték miatt a tovabbi kisérletekben 10 bar nyomasu nitrogént hasznaltunk a
Venturi pumpa meghajtasara.

Mind a jelerdsség fliggése a porlasztdé gaz nyomasatdl, igy aramlasi sebességétdl, mind az
ultrahangos dezmtegracido szikségessége arra mutatott, hogy egy szonikus sprayszerii ionizacios
mechanizmus  torténikk, mivel a folyékony minta egyediill pneumatikus sprayhatdson megy
keresztiil és nincs elektromos potencial gradiens vagy hohatas.

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 szonikus spray ionizicids mechanizmus hipotézist bizonyitsuk, leszirt szovet
homogenizatumot vizsgaltunk tradicionalis sonic spray ionforrassal. Az igy kapott spektrumok
nagyon hasonldak voltak a CUSA/SSI felvett eredményekhez. Tovabbi kisérleti bizonyitékot
ny(jtott a glutamin aminosav oldatanak kiilonb6z6 pH értékeken torténd porlasztasa. A keletkezo
anion ¢s kation pH fliggd intenzitdsa majdnem identikus volt a Venturi eszkoz és a tradicionalis
szonikus spray ionforras esetén, hasonldoan a korabbi vizsgalatokhoz.

A Venturi pumpa relativ pozicidja a tomegspektrométer atmoszférikus interfészéhez
szintén dramai hatdssal volt a szigndl mtenzitdsdra. A Venturi pumpa kimenetének optimalis
tavolsdga a tomeg spektrométer bemenetétdl kb. 20-25 mm-nek adodott. Habar a Venturi pumpa
¢s a tomeg spektrométer kapillaris altal bezart szog kisebb hatdssal volt az mtenztdsra €és a
hosszanti elrendezés bizonyult jobbnak a derékszogben wvald eclhelyezést valasztottuk, hogy
minimalizaljuk az eszkdz belsd szennyezodését.

A tomeg spektrométer bementeti kapillarisanak homérsékletét is vizsgaltuk az intenzitas
figgvényében. Szaz °C alatt a foszfatidil-inozitol 38:4 intenzitdsa elhanyagolhatdo volt, azonban
100-400 °C kozott novekvd tendenciat talaltunk. fgy mivel az ionizacid hatékonysaga a
homérséklettel nétt, ez az eredmény is azt a feltételezEést tamasztotta ald, hogy az
Osszedllitasunkban sonic spray-szerii ionizacid tOrténik. Azonban a homérséklet emelésével
annak esélye is novekedett, hogy a bemeneti kapillaris eltomOdjon a kitapadd nagyobb
szovetdaraboktol igy kompromisszumként 250 °C-ot hasznaltunk a késébbiekben.

Az eszkdz paramétereinek optimalizacidja lehetdvé tette a CUSA/SSI rendszeriink 4 oOrés
folyamatos miikddtetését, amely egy atlagos idétartami miitétnél és azon belil a CUSA hasznalat
iddtartamahoz képest boven elegendd.

A CUSA csérendszerének eltomOdése esetén a miitétnél segédkezd asszisztensnek kell
atobliteni a rendszert és ilyenkor a tomegspektrométer felé a bemenet zart. A vezeték tefloncsére
cserélését kovetben memoria effektust nem jelentkezett és a Venturi ionforrds sem mutatott erre
utalo jelet a tesztek soran.

Az ionoptika optimalis beallitasa is kiilonbozott a Venturi technika esetén a klasszikus
elektrospray ionizacional vagy a légkori nyomasu kémiai ionizicional szokvanyos bedllitasoktol.
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A semleges elektrod (az eredeti beallitasban ez foldelt) -90 Voltra toltésénél koriilbeliil 6tszoros
jeler6sodés jott tre.

A modszer altalanos érzékenységét mind a telies spektrum informaciok, mind az egyedi
Osszetevok detektalasaval hataroztuk meg. Az elobbi esetben valtozd mennyiségli sertés agy
fehérallomanyat oldottuk fel 1 ml fiziologias soban az ultrahangos kézidarab segitségével ¢és
szivtuk fel a Ventrui pumpa segitségével a tomegspektrométerbe. A kapott spektrumokat
mtegraltuk és a kiilonb6zd cstcsok jel-zaj ardnyat dbrazoltuk a szuszpendalt szovet tomegének
figgvényében. Az eredményekbdl kovetkezOen telies spektralis  informaci6 mar 500
mikrogrammos vagy nagyobb szovet felhasznalasa esetén is rendelkezésre all és a spektrum
mintdzata valtozatlan. A 3 csucsok azonban mar 50 mikrogram/ml-es koncentracioban is
rendelkezésre 4alnak. Az egyedi Osszetevokre valdo érzékenységet substance P ¢és foszfatidil
etanolamin kimutatdsaval teszteltik. A kimutathatosdgi hatart harom kiilonb6z6 agyszovet
koncentracioban vizsgaltuk. A megfigyelt LOD (limit of detection, kimutathatosagi hatar)
értekek (3:1 jel-zaj arany mellett) nanogram/milliliter tartomanyban voltak a peptidek és 100
nanogranvmilliliter ~tartomanyban a foszfolipid komponensek tekintetében. Az érzékenység
értckek megfelelnek konvencionalis sonic spray ionizacios technikak érzékenységének és a
szoveti komponensek kimutatasat a fenti bizonyitékok alapjan nyomnyi koncentracioban is
lehetévé teszik.

Az igy kialakitott modell rendszeriinkkel felvett spektrumok alapjan, mint ahogy
elméletileg is varhato volt a spray ionizacid soran IRtrejové ionok fileg valtozatos
lipidcsiicsoknak  felelhek meg a  spektrumban, amelyek az egyszerli zsirsavaktol a
glicerofoszfolipidek vagy szulfatid-glikoszfingolipidek jelenlétét mutatjadk. A sertés agymintak
vizsgalata soran tobbfele lipidfrakciot tudtunk azonositani.

Ellentétben mas “ambiens” tomegspektrometriai modszerekkel, mint példaul a REIMS, a
modszerink a CUSAJ/SSI (cavitron ultrasonic surgical aspiration/sonic spray ionization) modszer
az igen intenziv lipid ion populdcid mellett egyes anyagcseretermékek, szénhidratok és peptidek
ionjait is létrehozza és azok jelenlétét is kimutatja.

A human agymintdk negativ modban felvett spektrumaban tobbszorésen toltott peptid
anionok jelenlétére utald csticsok vannak. Agytumor mintakat vizsgalva az altalunk A-nak és B-
nek elnevezett ionszignalok egy 3788,3 Da és egy 4960,5 Da molekulatomegii peptid jelenlétét
jelzik. Az A szignal a molekulatomege ¢és toltottsége alapjan a CGRP (calcitonine gene related
peptide)-nek felel meg, amely a kdzponti idegrendszerben bdségesen eléfordul és a tidétumorok
esetében IS diagnosztikus markerként irjak le. A B szignalt a korabbi kisérletek a béta-timozin
peptidhez rendelik, amelyet szintén a Kissejtes tiidétumorok prognosztikai markereként irtak le.
Ebben az esetben a kisérleti azonositasunk egyszer(i ellen6rzése azon a tényen alapult, hogy a
vizsgalt minta Kkissejtes tiidétumor agyi attétje volt. Azonban egy ilyen tipusi azonositis
validalasdhoz szamos tovabb kisérlet, vizsgalat sziikséges.

Kisérletink masik 6 célia egy olyan tomegspektrometridn alapuld moddszer kifejlesztése
volt, amely alkalmas a szovetek mtraoperativ azonositdsdra, és amely segiti a sebészt a
tumorszovet minél teljesebb eltavolitasaban az ép szovetek megdrzése mellett. Egyértelmii, hogy
a szovetspecifikus adatok begyiijtése az ilyen analizis elofeltétele.

A CUSAJSSI spektrum tekintélyes szOvetspecificitast mutat még ép, poszt mortem,
human agyszovetmintdk esetén is. A szirke és a fehérallomany teriiletérdl vett mintdk a
modszerrel Karakterisztikus kiilonbséget mutatnak. Hasonloan a MALDI (matrix-assisted laser
desorption ionization) imaging, DESI (desorption electrospray ionization-mass spectrometry
imaging) vagy a REIMS technikakkal gyijtheté komplex lipid komponens spektrumokhoz az

12



altalunk  gyljtott  spektrumok — szovetspecificitdsa sem a  szovetspecifikus  biomarkerekhez
kapcsolodott, hanem inkdbb az azonos lipid komponensek spektralis mintazatanak eltérd
eloszlasan alapult. Mivel az egyedi ionintenzitdsok kevésbé informativak a szoveti azonositasra
telies  spektralis  informaciokat hasznaltunk.  Nyilvanvalo, hogy a  tomegspektrometrias
ujjlenyomatot hasznalé azonositishoz a korabbiakban is leirt adatbazis szikséges, amely
tartalmazza a szovettanilag mar verifikalt autentikus spektrumok Osszességét.

A spektralis adatbazist részben human friss fagyasztott ex vivo mintdk (huméan
agytumormintdk) ¢és friss post mortem mintdk (human post mortem, ¢ép agyszeletek)
hasznalataval alakitottuk ki. Az ex vivo, friss post mortem (24 oran beliil) és friss fagyasztott
mintak kozotti  spektralis  kiilonbség elhanyagolhatonak bizonyultak korabbi allatkisérleteink
soran.

Az adatbazis 284 szovettanilag ellendrzott agytumorminta spektrumait tartalmazta és ezt
az adatbazist hasznaltuk az azonositasi algoritmus kifejlesztéséhez. A 600-1000 m/z érték kozott
felvett spektrumokat digitalizaltuk és normalizaltuk. A modszereknél kifejtett PCA-t végeztiink,
hogy a spektrumot jellemz6 dimenziok szamat 60-ra csokkentsiik.

Habar az adatok igy is teljes elkiiloniilést mutattak, iranyitott LD analizist végeztiink,
hogy tovabb noveljik az egyes csoportok kozotti szegregaciot. Igy varhatéan az egyidejii analizis
meghatdrozza az aktudlisan felvett minta helyét az adatbdzis 60 dimenzios LDA terében é&s
klasszifikalia a spektrumot a legkdzelebbi szovettan-specifikus adatcsoporthoz. Mivel az LDA tér
nem ortogonalis az 1j spektrum dimenzioink tavolsigat a mar ismert szOvettani csoportok
dimenzioitdl négyzetes Mahalobonis teszttel hatdroztuk meg a modszerekben leirtaknak
megfeleloen.

A jelenlegi hardveres hattérrel egy ismeretlen szovet spektrumanak az azonositisa az

elore létrehozott PCA/LDA adatbazissal kevesebb, mint 0,1 masodperc, amely elhanyagolhatd
részt képez a telies analizishez szikséges 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%-o0snak bizonyult,
azonban ez a varatlanul j0 eredmény részben a mintdk limitalt szama miatt jOhetett létre. Ez
tovabbi finomitasra szorul, olyan késobbi vizsgalatokkal, ahol az elemszamot néhany szaz helyett
néhany ezerre kellene novelni

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

A glioblasztomaval operdlt paciensek klinikai adatainak elemzése

Huszonharom primer glioblasztémaban szenvedd beteget operaltunk meg 2005
novembere ¢és 2008 novembere kozott. A rezekdlt szolid tumorok mintait 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
lehetdvé 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
kezdeményeztikk. A posztoperativ kezelést négy esetben leallitottuk a tumor rapid progresszidja
¢és a beteg allapotanak gyors romlasa miatt. Egy esetben pedig a beteg non-compliance-e miatt. A
23-bol 8 esetben korabbi miitét tortént és a paciensek megkaptdk a szokdsos utokezelést a

13



bebizonyosodott  glioblasztéma  szovettan miatt. Ezekben az esetekben a tumorrecidiva
reoperacidjakor gyljtottiink mintdkat. EbbOl a 8 esetbdl 4-ben az elsd miitétbdl is rendelkeztiink
mintdval. Harom esetben peritumoralis mintat is be tudtunk szerezni, amelynek -eltavolitisa a
tumor eléréséhez 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
ferfi arany pedig 14:9. Az utankdvetés az utolsd beteg halaldig tartott (2011 jllusa). Az atlagos
teljes tulelés 536.3 nap = 107.0 SE (n = 19) volt a diagnozistol és 411.3 nap + 90.3 SE (n=23) a
mintavételt6l. A négy reoperdlt beteg természetesen egy betegként szerepel a relevans
statisztikdkban. Minden beteg a tumorprogresszid miatt hunyt el A klinikopatologiai adatokat az
4. tablazatban 6sszegeztik.

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

A pGHRH receptor nem expresszalodott az altalunk vizsgalt mintdkban, azonban az SV1
receptor expresszidja a mintak 17,4% kimutathatdo volt (23/4). A masik — feltételezhetéen nem
funkcionaldo — splicing varianst, az SV2 receptort két minta esetében tudtuk kimutatni A
természetes ligand lehetséges autokrin vagy parakrin hatdsanak vizsgalata miatt, a GHRH
expressziot is meghataroztuk és ez 23-bol 14 mmtaban (61,9%) kimutathato volt. Csak egy
mintiban expresszalodott mind a ligand GHRH, mind az SV1 receptor. A 9 GHRH negativ minta
kozil 3 poztiv volt az SV1 receptorra. A pGHRHR, SVI, SV2 és GHRH kifejez6dés
konstellacioit a 5. tdablazatban részleteztik.

Az EGFR és PTEN expresszio a vigsgalt mintdakban

A PTEN ¢és EGFR gének expresszioinak mértekét normalizalt értékekként mutatjuk be,
ahogy az anyagok és 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-regulacio
PTEN down-regulaciéval tarsult. A gén expresszio analizis eredményeit a 6. tdblazatban
tintettik fel

Az ugyanazon betegekbdl szdarmazo elsé felismeréskori mintik és a kiujult tumorukbol
szdarmazo mintak expresszios profiljanak vizsgalata

Négy esetben volt meg a lehetdségilink arra, hogy tumormintdkat vegylink az elsé miitét
soran eltavolitott tumorbol és a recidiv tumorbodl is. Harom esetben a GHRH expresszalodott az
elséként operalt tumorban, de a nem lehetett detektalni a recidivdban. Az SV1 egyetlen tumorban
volt jelen, az elsé operaciobol szarmazd mintaban. Az EGFR és PTEN csak egy esetben mutatott
normal expressziot, de ugyanebben az esetben, a recidivdban az EGFR over-expresszalodott és a
PTEN pedig alul regulalt volt. Egyebekben az EGFR mRNA magasan reprezentalt volt minden
mintaban ¢és a PTEN pedig alul-reguldlt volt mindeniitt kivéve egy recidiv tumorszovetet.

A génexpresszios eredmények és a kliniko-patolégiai adatok analizise

Az elvégzett statisztikai analizisek azt mutattdk, hogy az SV1 poztiv mintdkban a PTEN
expresszioja szignifikansan magasabb volt, mint az SV1 negativ esetekben. Tovabbi analizishez a
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betegeket két csoportba osztottuk. Az 1. csoportba azt a 12 betegeket soroltuk, akiket a klinikai
diagnézist kovetéen 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 késdbb reoperalt eset. Az elsd
csoportban azok a betegek, akiknek tumora GHRH negativ volt szignifikansan kevesebb volt a
telles takkkesi ideje (OS). Ez a csokkenés szgnifikans maradt akkor is amennyibben a GHRH
negativitashoz SV1 poztivitds tarsult, amely magasabb PTEN atlagértékekkel jart egyiitt. A
masodik csoportban ezek a korrelaciok nem alltak fenn. A teljes tulélés mindkét csoportban valo
analizise ebben a kontextusban kérdéses, mivel az atfedd6 4 esetben kimutattuk, hogy a
tumorprogresszié vezethetett a megvaltozott genetikai profihoz. Habar a két csoport egyiittes OS
analizise (a négy atfedd beteg kihagyasa mellett) szmtén igazolta, hogy a GHRH negativ esetek
rovidebb teljes talélést mutatnak és a tuléléscsokkenés a GHRH negativ SV1 pozitiv eseteknél is
fennall. Megforditva ez azt jelenti hogy a GHRH poztiv és SV1 negativ esetek szignifikansan
jobb prognézist mutatnak. A mintainkban a klasszikus EGFR és PTEN markerek expresszio
szmtjei nem korrelaltak szignifikdnsan a taléléssel. Habar a posztoperativ kezelés hidnya
latszolag rovidebb tlélési idot okozott, ezekben az esetekben a gyors tumorprogresszio vezetett a
KPS (Karnofsky Performance Score) csokkenéséhez és vezetett a posztoperativ elkezdett terapia
felfliggesztéséhez

A tomegspektrometridan alapulo real time, in situ szovettani meghatdrozds lehetséges szerepe az
epidurdlis limfomak kezelésében

Osszesen 13 epiduralis (7 Hodgkin és 6 Non-Hodgkin limfoma) érintettséget taliltunk a
vizsgalat idGszakban. Ez az eléfordulasi gyakorisag az irodalmi adatokkal megegyezik. A 13
esetbdl 6 (46,15%) betegnél az elsé megjelenés az epiduralis érintettség volt és minden betegnél a
mitéti szovetminta vezetett a primer diagndzishoz. Mind a hat beteg posztoperativ kezelésben
részesiilt. Habar a miitéteket analizdlva, minden esetben csak dekompressziot végeztink és a
posztoperativ kovetés soran nem jelentkezett spinalis mstabilitdsra utald jel, az eredményekbdl
jol kovetkeztethetd, hogy a szovettani diagnozis in Situ megismerése a mitéti technikaban a
spinalis dekompresszio minimal invaziv megoldasa felé mozditana a sebészt, mivel a
posztoperativ radio- ¢és kemoterapia kimagasloan hatasos. A korkép onkologia kezelés melletti
atlagos, teljes tulélési ideje pedig azt mutatja, hogy ha maga a folyamat vagy a dekompresszio
instabilitishoz vezet, akkor az instrumentdlis stabilizici6 mindig mérlegelendé a beteg minél
jobb mobilitisainak megtartasa érdekében.

Diszkusszio

A disszertacid egylk célja az volt, hogy létrehozzunk, egy olyan eszkozt, amely alkalmas
in situ, in vivo alkalmazisra. A bipolaris elektrotermikus koagulacid soran keletkez aeroszol
elénye az volt, hogy kozvetleniil alkalmas tomegspektrometriai mérésre és a REIMS moddszerrel
szerzett tapasztalatainkat konnyedén tudtuk hasznalni. Az bebizonyosodott, hogy gyors
intraoperativ - szovettani jellegli analizisre alkalmas azonban, pont az eclektrotermikus hatas
korlatozza a felhasznalasat.

Emiatt az idegsebészetben hasznalt delikat szivok felé fordult az érdeklédésiink. A
komyez0 szovetek roncsolasa nélkiil 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
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igérkezett a Venturi pumpa kozbeiktatasaval Iétrehozott szonikus spray ionizacid. Az
eszkozkombinacid szamos paraméterében igényelt tesztvizsgalatokat. Az optimalis beallitdsok
biztositasa utan kezdtik el a rendszer analitikai képességeit vizsgalni. Es végil a szovettani
verifikaciora valo alkalmassagot.

Ex vivo, de miitéti korilmények kozott kimutattuk, hogy a rendszer alkalmas a szovetek

Osszetevoinek igen szelektiv vizsgalatira is és sikeriilt peptideket is Kimutatni.
Azonban a szovettani diagndzishoz, hasonléan a bipolaris csipesszel végzett kisérletek esetén itt
s egy szovettan-specifikus adatbazis kellett létrehozni. A bebizonyitottuk, hogy a Rtrehozott
PCA/LDA modellink alkalmas a gyors analizisre. Tovabba bemutattuk, hogy a rendszer (2-3
masodperc) jelentdsen gyorsabb szovettani diagnozishoz juttathatja az operatort, mint a fiiss
fagyasztott metszeten alapuld intraoperativ szovettan (30-40 perc) vagy az off-line
tomegspektrometriai analizis (~10 perc).

Az analitikai eredményeink kiilonosen gliomak, glioblasztomak ¢és metasztatikus tumorok
esetén voltak kiemelkeddek. Azonban megfeleld adatbazis mellett mas tumortipusok is
kimutathatok.

Kiilonosen ritka, siirgds ellatast igényld entitasok esetén lehet hasznos a modszer, ahol az
intraoperativ szOvettani diagnézis a sebészi taktikat is megvaltoztatja. Ennek illusztralasra
mutattuk be spinalis epiduralis eseteink retrospektiv analizise soran szerzett eredményeinket. Jol
lathatd, hogy a spinalis epiduralis lmfomak kezelésében a kemoterapia és a lokalis sugarkezelés
hatékony. Fontos, hogy az esetek megkozelitbleg felében az els6 diagndzist a miitét utani
szovettan jelentette. Kimutattuk, hogy ezekben az esetekben az intraoperativ diagnozis
kifejezetten tamogatja a miitéti technika kivalasztasat.

Az on line analizis tovabbi elonye, hogy az elszivott szOvetrészletek akar gyorsan egymas
utan, igy virtualisan folyamatosan azonosithatok vele, amely szignifikdnsan javithatja a
beavatkozis precizitasat. Emellett kimutattuk, hogy az €p €s 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 egyelére in
vivo, in situ koriilmények kozott, a modszer feltehetdleg hasonloan jol teljesitene. Szélesebb nem
csak idegsebészeti kontextusban a CUSA/SSI technika hasznalhatd lenne egy altalinos felszini
analitikai technikaként is, hasonldan a Van Berkel és mtsai altal leirt experimentilis SSP-ES-MS
(surface sampling probe — electrospray - mass spectrometry) technikahoz.

Bemutattuk, hogy a modszeriink segitheti a gliomak, glioblasztomak miitéti eltavolitasat,
azonban (glioblasztomaknal még makroszkoposan teljes rezekcid mellett is a betegség
gyakorlatilag mindig kmyjul. A glioblasztémak esetében jelenlegi postoperativ kezelési rezsimek
eredményei tovabbra sem mutatnak attorést.

A vizsgalatunkkal el6szor bizonyitottuk, hogy a GHRH és splicing varians, SV1 receptora
expresszalodik human glioblasztomakban. Ezen kivil kimutattuk, hogy a GHRH ¢és SVI
expresszios mintdzata korreldll a teljes tiléléssel. A GHRH expressziojanak erds pozitivitdsa
(61,9%) azt sugallja, hogy a GHRH ttvonal szerepet jatszhat a glioblasztomak patogenezisében.
Ezt timasztjak ald korabbi vizsgalatok, amelyekben a GHRH kezelés ndvelte a szivizom és a
tumoros sejtek tilelesét.

Osszefoglalva  vizsgilatunkban a GHRH negativ, SV1 pozitiv esetek rdvidebb teljes
talélést mutattak. Megforditva a GHRH pozitiv, SV1 negativ esetek hosszabb talélést mutattak.
Ezt részben alatamasztjdk azok a korabbi eredmények, hogy a GHRH receptor expresszidja
rektum tumorokban korrelalt a kemoterapiara adott gyenge valasszal Ez és a mi eredményiink is
felveti, hogy nem csak a parakrin és autokrin GHRH jatszhat szerepet a tumor progresszioban az
SV1 receptor aktivalasan keresztil és nem csak lokalis intratumoralis regulald faktorok
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csokkenthetlkk a tumoros GHRH expressziot. A tumoros GHRH expresszio, vagyis a GHRH
autokrin felszabadulasa negativ visszacsatolas alatt allhat. Ez a hatds a GHRH expresszié down-
receptorokon keresztiil. Ezen kivil a GHRH mas receptoron keresztiil is hathat, mint az SV1 ¢és
ez a hatas lehet protektiv. Az egyk feltételezett receptor, amely medialhatia a GHRH-ra adott
valaszt a VIP (vasoactive intestinal peptide) receptor lehet, és ez a receptor hatds lehet hasonldan
protektiv, mint a tiidétumorok ndvekedése esetében a ligand VIP hatasa. Vesesejtes karcinomak
novekedését szintén gatolia a VIP és PACAP (pituitary adanylate cyclase-activating petide).
Osszegezve a GHRH (tvonal tovabbi vizsgalata glioblasztomakban terapids szempontbol is
jelentds eredményeket hozhat.

Az értekezés 1j tudomanyos eredményei

Az elvégzett kisérletemk alapjan sikeresen kombinaltuk a mddositott bipolaris csipeszt ¢és
az ultrahangos szivot a mobil tomegspektrométerrel Ezzel egy olyan idegsebészeti eszkozt
hoztunk Iétre, amely nemcsak valosidejii, hanem in situ szovetanalizisre is képes. Tovabbmenve a
modszer képes a szovetek molekularis Osszetételét analizalni, amely a tomegspektrometria
alapvetd tulajdonsdga. A szovetek ilyen jellegli molekuldris lefrdsa tovabbi kapukat nyithat meg a
klasszikus genetikai és immunhisztokémiai markerek és a tomegspektrometria kozott.

A Dbipolaris csipesszel ¢és az ultrahangos szivoval végzett tomegspektrometriai méréseink
kimutattak, hogy az ép és tumoros teriletek elkiilonitése lehetséges, ezzel az eszkoz segitheti a
sebész munkdjat. Tovabba mindkét eszkdz sikeresen parosithatd neuronavigaciés rendszerhez.
Az ultrahangos rendszer legfoképp a gliomak, glioblasztomak miitéteinél lehet hasznos és
javithatja a biztonsagos eltavolitds mértékét.

Mindkét eszkoznél, megfeleld adatbazis mellett, gyors intraoperativ = szOvettani
diagnozishoz juthatunk és akdr gradus szintli meghatarozas is lehetséges. Ez kiilonosen ritka vagy
intraoperative nehezen felismerhetd, de leginkabb sebészileg mas taktikat igényld elvaltozasok
esetén lehet hasznos, mint példaul a kézponti idegrendszeri mfomak.

A gliomdk sebészi reszekciojanak javitdsa mellett, a tulélés érdemben csak az utdkezelés
javitdsaval lehetséges. Ezért a klasszikus EGFR, PTEN markerek mellett a pGHRH receptor, a
ligand GHRH ¢és splicing varians receptorainak expresszios profiljat vizsgaltuk. Ezzel tovabbi
pést tettink a glioblasztomak szelektivebb és  specifikusabb  kezelésében hasznalhatd
molekularis target és prognosztikai faktor azonositasa felé.

Kulcsszavak

neuro-onkologia, mikro-idegsebészet, tomegspektrometria, valdos idejli, i situ szOvetanalizis,
splicing varians peptid receptrok, kemoterdpia, radioterapia
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