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1 Bevezetés

Disszertaciomban a jelolésmentes infravords spektroszkopia patoldgiai mintdkon
torténd alkalmazhatosagat vizsgaltam meg. A lathato fény tartomanyan tal detektalhatod
spektrumok kiszélesitik a morfoldgiai vizsgalatok horizontjat. Legyen ez a kérdés
klasszikus mutéttechnika, ugy mint a rezekcios, sebészi sz¢él meghatarozasa vagy egy, a
klasszikus patologiai preanalitika soran bevezethetd elésziirés a késébbi molekularis
vizsgélatokhoz. Disszertacidmban rovid altalanos bevezetést fogok adni a daganatokrol,
bemutatom az infravorés mikroszkopiat €s egyes gyakran alkalmazott sokvaltozods

adatelemzési modszereket.

1.1 A daganatok malignitasinak kritériumrendszere és ennek vizsgalati
modszerei a Kisérletes modellrendszerektél a klinikai alkalmazasig
Annak eldontéséhez, hogy egy daganat malignus-e, bizonyos Kritériumoknak

teljestilnitik kell. A malignitas kritériumrendszerét két csoportba szokas osztani: relativ,

illetve abszolut kritériumokra. Osszefoglaléan: relativ kritériumok a citologiai és a

strukturélis atipia, mig abszolut kritériumok az invazid, illetve a metasztazis megléte. A

patoldgiai kritériumrendszer magaba foglalja a malignitds relativ (citologiai és

strukturalis atipia) €s abszolut (invazid, metasztazis) kritériumait, valamint ehhez
kapcsolodoan kell megemliteni a grade és a stage fogalmat. Egy bizonyos daganat

jellemzésénél Osszefoglaldéan alkalmazva a daganat differencialtsagi foka (grade) és a

daganat elérehaladottsaga kertil jellemzésre (stage -TNM) (1).

A differenciacio mértéke (grade) alatt azt értjiik, hogy mennyire hasonlitanak a daganatos

sejtek a normal sejtekre. A betegség kiterjedtségére (stage) a primer tumor (Tumor)

kiterjedése és mérete, a regionalis nyirokcsomok (Nodes) érintettsége és a tavoli attétek

(Metastases) alapjan lehet pontosabb megallapitast tenni (TNM).

A rutin szovettan soran festddési és immunhisztokémiai (IHC) mintdzatokat (kémiai

csoportok, fehérjék kifejezédése) vizsgalnak a patologusok (2). Az egyes patologias

allapotokat jellemezhetjiilk a génexpresszids mintdzatuk alapjan is (mRNS és fehérje

szinten). A XXI. szazadban szélesedett tovabb a rutin molekularis patologiai eszkoztar a

DNS chip és az ujgeneracios szekvenalas (NGS) technikakkal (3). Ezen modszerekkel

egyszerre tobb ezer gén expresszidjat, mutacioit térképezhetjiik fel. Fentiek alapjan

allitanak fel diagnosztikai kritériumrendszereket, igy a Serlie és munkatarsai altal leirt

emlérak molekularis altipusokat (4, 5), majd ezek atiiltetését a rutin klinikai



diagnosztikéba. Ezeket a kritériumokat rendszeresen feliilvizsgaljak és modositjak, amint
az ujszert diagnosztikus vagy terapids lehetdségek ezt indokoljak.

A patologias, de szlikebben véve a malignus allapotokra jellemzd mintdzatokat mas
analitikai megkozelitésekkel is vizsgaljak. Ilyen a tomegspektrometria vagy a rezgési
spektroszkopia. Ezen alternativ megkozelitések elsddleges alkalmazasi teriilete az
intraoperativ dontéstdmogatds vagy valamilyen gyors elésziirés (pl: fagyasztisos
vizsgalatok).

A kutatasi megkozelitésben a valdsagot egyszertsitett formaban érdemes leképezni,
ennek folyamata a modellezés. Miel6tt az intraoperativ kdrnyezetbe keriilne be egy
eszkoz, a technologiai fejlettségi szintek (Technology Readiness Level, TLR) soran jol
meghatarozott koriilmények kozott szokas vizsgdlni. Az immortalizalt, illetve primer
tumorbdl szarmazo sejtkulturdk nem mutatjak a stroma tulajdonségait, de jol vizsgalhato
rajtuk a tumorsejtek fehérjeexpresszids mintazatanak tetemes hanyada, azonban csak
példaként felhozva nem vizsgalhatoak jol a sejt-sejt interakciokban résztvevo
makromolekulak, ahogyan a normal sejtek mellett az immunrendszer komponensei sem.
Sejtkulturak esetén a keringés, a nyomasviszonyok (pl.: szoveti COz, O2 tenzid) hatésai
sem felelnek meg teljesen az ¢l szervezethez. A szdveti mintdk mar nagyobb
rendezettséget és hasonlatossagot mutatnak a funkcional6 szerveket viszonyitasi pontként
kezelve. Itt mar jelen van egyszerre a tumor, a stroma ¢€s esetleg nekrézison tul a tumor
infiltralé lymphocitak (TIL-ek). A tumort infiltralé limfocitdk az immunsejtek egy olyan
csoportja, amely a tumor szovetét atjarja. Ezek jellemzden olyan fehérvérsejtek (T-sejtek,
B-sejtek ¢és NK-sejtek), amelyek kulcsszerepet jatszhatnak a tumor elleni
immunvalaszban. A TIL-ek jelenléte a mikroszatellita, illetve genomidlis instabilitas altal
¢letre hivott neoantigének immunrendszeriink altali felismerésére utal, mely szdmos
malignus daganatban, tobbek kozott emldrakban, melanomaban és tiidérdkban jobb
prognézissal és terapiara adott valasszal jar egyiitt (6, 7). A human kisérletek eldtt
megszokott 1épcsd az allatmodellek vizsgalata, melyek specidlis megoldasa a xenograft
(immunszuprimalt allatba {iltetett human tumor) (8). A modern szamitasi kapacitasok
megléte elérhetévé teszi még az in silico modellek alkalmazasat is a rakos sejtek
viselkedését illetGen (9).

A rosszindulata daganatos betegségek hatalmas terhet jelentenek a tarsadalom szamara,

¢€s az uj onkologiai terapiak koltségei egyre ndnek (10). Raadasul a megfeleld terapia



megkezdéséhez pontos, személyre szabott &s gyors multidiszciplinaris team-dontésre van
sziikség (11).

A daganatok olyan 0j ndvekmények (neoplasidk), melyet a sejtek autondém,
kontrollalatlan ndvekedése okoz. Harom jellemz0 tipust szokas megkiilonboztetni a
tumor lokalizacioja €s a tumor okozta patologias folyamat tekintetében. A joindulaty,
azaz benignus daganatok nem invazivak, ezért nem képeznek attéteket (metasztazis) és
teljes mitéti kimetszést (rezekcid) kovetéen nem ujulnak ki (recidiva). Szovettani
megjelenésiik nem tér el jelentdsen a normal szovettdl. A rosszindulati, azaz malignus
daganatokra az agressziv novekedés jellemz6é, mikozben a szOvettani hatarokat nem
tartjak tiszteletben. A kdrnyez6 szovetekbe benyomulva jelentds morfoldgia valtozasokat
okoznak, tovabba attéteket adhatnak a vér-, illetve nyirokkeringésen keresztiil szorodva.
A sebészi rezekciot kovetden is szamolni kell sajnos a recidiva kialakuldsnak
lehetdségével. Az intermedier malignus kategoriat szokas a harmadik tipusba sorolni,
mely leginkdbb annyiban tér el a malignustol, hogy jellemzden nem invaziv és képez
tavoli attéteket (12).

Dolgozatomban tiidétumorok szovettani altipusait vizsgalom, ezért alabb kitérek a
szovettani osztalyzasukra és etiologidjukra. 2018-ban a tiidorak volt a leggyakrabban
diagnosztizalt daganat és a vezetd halalozasi ok mindkét nemnél vilagszerte (13) és
Magyarorszagon is (14). A tidéraknak tobb altipusa létezik, mindegyikiik eltérd
jellemzodkkel és terapias kimenetekkel asszocidlhato. A leggyakoribb altipusok az alabbi
felsorolasban talalhatoak (15):

1. Nem kissejtes tiidérak (NSCLC) - A leggyakoribb tipus, az Osszes eset
mintegy 85%-at teszi ki. Harom altipusra oszthaté: adenokarcindma,
laphamrak és nagysejtes karcindoma. Az NSCLC prognozisa altaladban véve
jobb, mint a kissejtes carcinomag.

a. Adenokarcindma - Ez az NSCLC leggyakoribb altipusa, az esetek mintegy
40%-4t teszi ki. Jellemzden a tiidd periférias részein jelenik meg, és ez az
altipus gyakrabban fordul el a soha nem dohanyzok vagy a konnyi,
esetlegesen a passziv dohanyosok korében. Korai stddiumban jobb a
prognézisa, mint a tiidérak mas altipusainak. Nem invaziv, az alveolusok

hatarait tiszteletben tartd terjedésti, in situ adenocarcinomanak van a



legjobb prognézisa, ezt kordbban bronchioloalveolaris carcindémanak
nevezték. (15)

b. Laphamsejtes karcinoma - Az NSCLC ezen altipusa az esetek mintegy
25%-4at teszi ki. JellemzOen a tiidé centruméban alakul ki, és gyakrabban
fordul el erés dohanyosoknal (15).

c. Nagysejtes karcindma - Az NSCLC ezen altipusa az esetek koriilbeliil
15%-at teszi ki. Nagy, nem differencialt sejtek jelennek meg, a tiido
egészében barhol azonos eséllyel alakul ki. Prognozisa a laphamsejtes
karcinomahoz hasonl6 az esetek tobbségében (15).

2. Kissejtes tiidérak (SCLC) - Ez a tiidérdk ritkabb, de igen rossz klinikai
prondzist tipusa, az esetek mintegy 15%-at teszi ki (15). Differencialatlan,
apro sejtek jellemzik. A kinetikdjara a gyors ndvekedés jellemzd. Az SCLC

rosszabb prognozissal rendelkezik, mint az NSCLC.

Az etioldgia tekintetében a kutatdisomban megjelend altipusokra az alabbiakban térek ki.
Az 0Osszes tiidorak altipus kialakuldsa erdsen kotddik a dohdnyzashoz. Egyedil a
mirigyrak altipusban van jelentésebb része a nem dohanydknak. A kialakulds kockézata
a naponta elszivott cigarettdk szamaval és a dohdnyzassal toltott évek szamaval egyarant
nd. Kornyezeti toxinok koziil a radont és az azbesztet érdemes megemliteniink. Familidris
rizikot is szadmon tartanak, mint hajlamosito tényezot. A tiidérak laphamsejtes karcindéma
(SCC) etiologiaja hasonld a tiidérdk mas tipusaihoz. A laphamrikok kifejlédésében
fontos megel6z0 patoldgias elvaltozas a bronchialis ham kronikus gyulladasa (bronchitis
chronica) talajan 1étrejové lapham metaplazia.
1.2 Rezgési spektroszkopia

A rezgési spektroszkopia a vegyiletek rezgéseinek energiavaltozésaival
foglalkozik. Egy molekuldban az atomok folytonos mozgéasban vannak. A rotacio és a
transzlacid a legkisebb energiat igénylé mozgdsok, melyek soran a kdtésben résztvevod
atomok tavolsaga és a kotésszogek nem valtoznak meg érdemleges 1éptékben. Normal
rezgések soran nem valtozik meg a molekuldk helyzete, orientdcidja, ezen rezgés soran
az Osszes atom azonos frekvenciaval rezeg, de a rezgés iranya azonos, illetve ellentétes is
lehet. A molekuldk geometriai valtozasait két csoportba szokds sorolni:
vegyértékrezgésre mas néven kotésnyulasra, illetve deformacids rezgésre. Egy molekula

rezgési spektrumat a normalfrekvencidk és a hozzdjuk adodo felhangok, illetve a



kombinacios ¢és differenciasavok hatarozzék meg egyiittesen. Amennyiben egy atomok
kozotti kotés rezgési frekvencidjaval azonos frekvencidji elektromégneses sugarzast
kozliink, akkor a folyadék vagy szilard fazisu halmazallapot anyag a kotések gerjesztése
révén elnyeli a sugarzott energia egy részét. Ez a jelenség az abszorpcid. A visszavert
sugarzast nevezzik reflexionak, mig az anyagon dateresztett sugarzas jelensége a
transzmisszio (16).

Fentiek alapjan a mérési modszereket és szinképeket is igy sorolhatjuk harom osztalyba.
A rezgési spektrum a kotéseket alkotd atomok milyenségétdl a kotéserdsségtol fligg (16).
A rezgési spektroszkopia két elkiiloniilt doménje a Raman, illetve az infravoros
spektroszkopia.

Az infravords és a Raman-képalkotds egyarant a kémiai analizis technikdja. A mintaval
val6 kolesonhatés soran a fényszoras tipusa kiilonbozteti meg a kettot.

Az infravords esetén infravords fény gerjeszti a molekula kotéseit magasabb rezgési
energidra. Az infravords fényt a molekula elnyeli és adott frekvencidn torténd rezgést
okoz, amely a molekula kémiai Osszetételének azonositdsara hasznalhato. Az IR-
képalkotést altaldban a mintdban 1év6 funkcionalis csoportok azonositasara hasznaljék,
példaul alkoholok, karbonsavak vagy aminok jelenlétének kimutatasara. A Raman mérés
soran fentiekkel szemben Raman-szoras segitségével azonositjuk a minta kémiai
Osszetételét. A Raman-szoras akkor kovetkezik be, amikor a fényt egy molekula ugy
szorja, hogy a foton energidja megvaltozik. A szort fény energidja felhasznalhato a
molekula kémiai 0Osszetételének azonositdsara. A Raman-képalkotast &ltaldban a
molekula kémiai szerkezetének, példaul az aromés vagy alifas csoportok jelenlétének
azonositasara hasznaljak. Osszefoglalva, az IR-képalkotas a kémiai kdtések rezgéseire,
mig a Raman-képalkotds a kémiai kotések rezgéseire és a kémiai csoportok forgdsara
érzékeny. Bar mindkét technikat hasznaljadk kémiai képalkotasra, az IR-képalkotas
altaldban jobb a mintaban 1év0 funkciondlis csoportok azonositdsara, mig a Raman-

képalkotas altalaban jobb a molekula kémiai szerkezetének azonositasara (17, 18).

1.2.1 Az infravoros spektroszkopia
A molekuldkat felépitd atomok folyamatos mozgasokat végeznek (transzlacio,
rotacio). A rezgések kovetkeztében megvaltozik a tavolsag az atomok kozott, mig a

molekula orientacioja allandé. 3N-6 fiiggetlen rezgéssel rendelkezik egy N atombol allo



molekula. Linearis szerkezet esetén ez az érték 3N-5. Ezek a rezgések a normal-, avagy
alaprezgések. Egy normalrezgés soran a molekula Osszes atomja ugyanazzal, az
ugynevezett normalfrekvenciaval rezeg, melynek fazisa lehet azonos, vagy ellentétes.
A gyakorlatban harom jelentds IR tartomanyt szokas megkiilonboztetni:

= kozeli IR (near infrared, NIR): 0,78-2,5 pum,

= koézép vagy mas néven analitikai IR tartomany (mid infrared, MIR, de

leggyakrabban IR-ként jel6lik): 2,5-50 pum,

= tavoli IR tartomany (far infrared, FIR): 50-1000 pum.
A legkisebb energiaju koziilik a FIR, mely leginkdbb a forgasi spektroszkdpiahoz
kapcsolhatd, a NIR és a (M)IR tartomanyokban jellemzden a rezgési spektroszkopia a
meghatarozo6. Minél nagyobb a hullamszam, annél nagyobb a fény energidja. A NIR és
MIR fotonok magasabb energiaszintre emelik a kémiai kotéseket, deformacids
mozgasokat (pl. szogvaltozasokat) okozva.

A gyogyszeriparban jut leginkabb szerephez a (M)IR technika. Legfoképp kinetikai
folyamatok nyomon kovetésére, vizsgalatara alkalmazzak. A gyengitett teljes reflexios
(attentuated total reflectance, ATR) technika kivaléan hasznalhato félig szilard
halmazallapotban 1év6 gyogyszerkészitmények felszivodasanak kovetésére, akar in vivo
mérésekre is alkalmas. A szervezetbe torténd felszivodas (pl.: transzdermalis gélek) (19),
illetve a bejutast modositd tényezok vizsgalatara hasznalatos.

Folyamatok nyomon kovetésénél meg kell emliteni a NIR technikét is, hiszen
biologiai mintak, folyadékok és szilard anyagok roncsoldsmentes analizisére hasznalatos.
Kvantitativ analitikai felhasznaldsa széles korben terjedt el példaul tablettak
Osszetételének, szemcseméretének, bevonatanak, keménység/slirliség aranyanak
vizsgalatara, oldoszer-Osszetételek, keveréshomogenitdsok ellendrzésére. Az
¢lelmiszeriparban is széleskortien hasznaljak: mezgazdasag, malomipar, hisipar, tejipar,
szeszipar teriiletén.

A MIR spektroszkopia egyik legkorabbi alkalmazasa a lipidek cisz/trans
konformacidjanak meghatarozasa volt (20). A MIR-technikékat a tej (21, 22) és a bor (23,
24) osszetevoinek elemzésére fejlesztették ki. Mind a NIR-, mind a MIR-technikéak széles
korben elterjedtek a biologiai matrixok elemzésének teriiletén. A NIR mindségi és
mennyiségi alkalmazéasa az agrar €s élelmiszeriparban az 1960-as években kezdddott. A

novények, allati termékek és az ezekbdl késziilt feldolgozott élelmiszerek komplex
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biologiai eredeti mintdk, amelyek kiilonb6z6 viz-, fehérje-, lipid- és
szénhidrattartalmtiak. A gabonafélék és gabonaalapi termékek infravoros analitikéja
széles korben elterjedt technologiava valt, elsdsorban a fehérjetartalom (25) és a mindség
érés kozbeni valtozasara (26), valamint a malomipari folyamatok nyomon kovetésére (27)
Osszpontositva. Emellett a farmakologia teriiletén a gyogyszervegyiiletek (28) és a
polimerek, példaul a hidrogélek (29) kémiai szerkezetét is MIR-spektroszkopiaval
validaljak.

A kozép-infravords tartomany (4000-650 cm™) magaban foglalja az tgynevezett
ujjlenyomat tartoméanyt (1800-650 cm™), ahol a lipidekre, fehérjékre, amid I/Il-re és
nukleinsavakra jellemz6 cstcsok talalhatok (30). Ezt a tartomanyt azért nevezik igy, mert
az ebben a tartomanyban megjelend abszorpcids savok gyakran egyediek egy adott
vegyiiletre karakterisztikusak, ahogyan az embereknél az ujjlenyomat. Az ujjlenyomat
tartomany kiilonosen hasznos az ismeretlen vegyiiletek azonositdsaban ¢és az
anyagkeverékek jellemzésében.

Az ujjlenyomat tartomany jelentdsége az infravoros spektroszkopiaban abban rejlik, hogy
nagyszamu abszorpcids savot tartalmaz, amelyek a molekula alapvetd rezgési
modusainak koszonhetok. Ezek a rezgési modusok érzékenyek a molekula kémiai
szerkezetére, €s részletes informaciot szolgaltathatnak a mintaban jelen 1€évé funkcids
csoportokrol. Példaul a C-H nyujtasi sav az ujjlenyomat tartomanyban jo indikator a
szénhidrogének jelenlétére, mig a C=O nyujtasi sav jo indikator a karbonil funkcids
csoportok jelenlétére.

Az ujjlenyomat tartomany az Osszetett keverékek elemzésében is hasznos. Példaul a
biofolyadékok elemzése soran az ujjlenyomat régi6 informaciot szolgaltathat a kiilonb6z6
biomolekulak: fehérjék, lipidek és szénhidratok jelenlétérél. Hasonloképpen, a kornyezeti
mintdk elemzése sordn az ujjlenyomat régié informacidt szolgaltathat a kiilonb6zd
szennyez0 anyagok €s egyéb szennyezddések jelenlétérol.

Szamos technika hasznalhat6 az ujjlenyomat régié elemzésére, tobbek k6zott a Fourier-
transzformécios infravords (FTIR) spektroszkopia, a csillapitott teljes reflexios
spektroszkopia és a diffuz reflexids spektroszkdpia. Mindegyik technikdnak megvannak
a maga eldnyei és korlatai, és a technika kivalasztasa az adott alkalmazastél €s a minta

tipusatol fligg.
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A fehérjesavok a fehérjék infravords spektrumaban — jellemzdéen az ujjlenyomat régioban
- az abszorpciods vagy emisszios csucsokat, tartomanyokat jelentik. Ez a régi6 azért fontos,
mert szamos olyan jelet tartalmaz, amelyek érzékenyek a fehérje atomjainak
kornyezetére, példaul a peptidkotés rezgéseit, az amid 1. és II. rezgéseket és a C-H hajlito
rezgéseket. Ezek informdaciot szolgaltathatnak a fehérje masodlagos és harmadlagos
szerkezetérdl, valamint mas molekulakkal valo kolcsonhatasairdl. E csucsok intenzitasa,
helyzete és alakja arra is felhasznalhato, hogy a fehérjék kiilonbozé hatasokra, példaul
hémérsékletre, pH-ra vagy ligandumok jelenlétére adott konformécios valtozasait

nyomon kovessiik (31).

1.2.2 Az infravoros késziilék mitkodése
Az alabbi fejezet jelentds részben ,,Gabonak nyersanyag mindsitése: kozeli infravoros
spektroszkopia” cimii tananyagra tamaszkodik (32).

Az infravords hullamhossz-tartomanyban mtikodo késziilékek tobb szempont
(optikai konfiguracio, fényforras, detektor, optikai elrendezés stb.) szerint is
csoportosithatoak. Az IR spektrométerek két {6 tipusa az optikai konfiguracié alapjan a
diszperzids, valamint a Fourier-transzformacios spektrométerek.

A diszperzios késziilékek miikodése alapvetden megegyezik a lathatd (visible, VIS) és
ibolyantuli (ultraviolet, UV) fényben hasznalt spektrofotométerek miikodési elvével (33).
A késziilékek 6 részei a fényforras, a detektor és a monokromator (prizma, optikai racs).
A forras lehet kozonséges 1zzoldmpa, vagy halogén ldmpa. A detektor tipusat a vizsgalt
hullamhossz-tartoméany hatdrozza meg. Rovidebb hulldmhosszakndl szilicium alapu
detektorokat hasznalnak, mig hosszabb hulldmhossz-tartomanyok mérésénél indium-
gallium-arzenid (InGaAS), vagy 6lom-szulfid (PbS) detektorokat alkalmaznak.

A higany-kadmium-tellurid (MCT) detektor egy olyan detektortipus, amelyet
spektroszkopiai €s képalkotd alkalmazdsokban hasznalnak a kézép-infravords sugarzas
értékelésére. A detektor egy vékony réteg higany-kadmium-tellurid (MCT) anyagbol all,
amely érzékeny az infravords sugarzasra. Az MCT detektornak szamos elénye van mas
tipustt detektorokkal szemben, példaul nagy érzékenység, nagy sebesség, alacsony
zajszint és jo linearitas. Hasznalatukkor azonban néhany korlatozast is figyelembe kell
venni, egyik f6 korlatja a viszonylag alacsony kriogén homérsékleten valo
mikodoképességiik. A detektorokat 77 K koriili homérsékletre kell hiiteni, ami

bonyolithatja a kisérleti elrendezést. Ezenkiviil viszonylag torékenyek, és konnyen
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karosodhatnak nagy teljesitményii sugarzas vagy mechanikai igénybevétel hatasara. Az
MCT-detektorok masik korlatja a gyartasi folyamathoz kapcsolddd magas koltségek €s a
specialis berendezések sziikségessége.

Az FT-IR spektrométerekben egy interferométer van a minta eldtt, amely az IR
sugarforrasbol érkezd fényt két sugarra bontja. Az egyik egy allo, a masik egy mozgd
tikorrdl verddik vissza. A mérés soran az interferogramot mérjiik, amely Fourier-
transzformacioval alakithato at spektrumma. Ez napjainkban a fejlett szamitastechnikai
hattér miatt konnyen megoldhat6, igy a diszperzids késziilékek lassan kiszorulnak a
gyakorlati alkalmazasbol.

A csoportositas torténhet még az alkalmazott fényforras, detektor és a mérési
elrendezés szerint is. Ezek koziil az utolsd képezi a megkiillonboztetés alapjat és
gyakorlati jelentdsége is kiemelt.

Transzmissziés mérési elrendezés sordn a fény athatol a mintan, ezaltal csokkentve az
esetleges heterogenitasabol ad6dd mérési hiba mértékét. A nagyobb szemcsemérettel
informativabb spektrumok tarsulnak, mig a til kicsi szemcseméret a sugarzas jelentésebb
hanyadat visszaveri, ami a detektorba jutd fény mennyiségének csokkenéséhez, és a
jel/zaj arany romlésahoz vezet. Ezen elrendezésnél az alkalmazott elektromégneses
sugarzas frekvencidja — ennél fogva energidja is — nagyobb, ami a megfeleld
athatoloképességet biztositja. A minta rétegvastagsagat optimalni sziikséges a mérés
kivitelezése el6tt (33). Amennyiben a mintaval kdlcsonhatasba 1ép6 sugarzas intenzitasa
lo és a mintan athatoloé pedig It, akkor a transzmittancia (T) az (1) egyenlet szerint
definialhato:

T- ®

0

A fentek értelmében tehat a transzmittancia az a hanyados, melynek nevezdjében a
mintdra esd, szamlaldjdban az az azon athaladé fény intenzitdsa van. Miutdn a
logaritmikusan valtozik, ezért sort kell keriteni egy szarmaztatott mennyiség, az
abszorbancia (A) bevezetésére, ami alabb a (2) egyenlet szerint a transzmittancia negativ
tizes alapu logaritmusa, s igy mar linearis kapcsolatba hozhat6 a koncentracioval.

A=-T=a-l-c=¢-1-c 2)
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Az abszorbancia az ugynevezett abszorpcids koefficienssel és a vizsgalt minta |
rétegvastagsagaval is ardnyosan valtozik, utobbi pontos elnevezése és mértékegysége az
alkalmazott koncentracidegységhez illeszkedik ([a] = dm3-glcm? — abszorpcids
koefficiens, illetve [¢] = dm3molt-cm™ — molaris abszorpcids koefficiens). A (2)
egyenlet a molekulaspektroszkopiaban Lambert—Beer-térvényként ismert széles korben
(16).

Zavaros, atlatszatlan vagy tulsdgosan magas abszorpciojii mintak vizsgalata esetén
célszerlibb lehet a transzmissziés mérési elrendezést felvaltanit egy masik, diffuz
reflektancianak nevezett konstrukcioval. Az imént emlitett elrendezésnél merdleges éri a
fénysugdr a minta felszinét, majd onnan minden irdnyba torténik visszaverddés. A
reflexios késziilékek geometriai felépitésének fejlesztése soran arra a kovetkeztésére
jutottak, hogy a beesd fénysugarral 45°-os szdget bezard irdnyba kell elhelyezni a
detektort, hogy a visszavert fény a legnagyobb aranyban keriiljon regisztralasra.
Kiemelend6 tovabba, hogy a reflexios mérési elrendezés soran a mintat éré fény
penetracioja néhany (tized) milliméter. Eppen ezért a kapott spektroszkopiai informacio
is a felszini rétegre vonatkozik. A reflektancia (R) a transzmisszidhoz hasonldan
definialhato a (3) egyenlet szerint, mely adodik a beesé fény mintarol visszavert
hanyadéanak intenzitasdnak (Ir), és egy nem elnyeld feliiletrdl (példaul fehér keramia,
BaSO4, Al203, MgO) visszavert hanyadanak intenzitasanak (Ist) hanyadosa.

R=2 ®

Reflexiés mérések soran ugyantgy bevezethet az abszorbancia fogalma, mely a (4)
egyenlet szerint a kdvetkezOképp szarmaztathato:

A=-lgR 4)

Az (1)-(4) egyenletekben definialt mennyiségek mind monokromatikus sugarzasra

vonatkoznak (33). A transzmisszios és reflexios mérési elrendezés sematikus képe alabb

(1. abra) lathato.
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1. abra Transzmissziés (balra) és reflexios (jobbra) mérési elrendezés (32, 34)

A fény rovid uthossza okozta problémara kinal megoldast a gyengitett teljes reflexios,
azaz ATR technika, melynek alkalmazasaval a belsd reflexié megsokszorozodik, ezzel
novelve az abszorpcié mértékét. Ezen eljarassal viszkozus anyagok esetében értek el
kiilondsen jo eredményeket. Leghatékonyabban a MIR régidban alkalmazhat6, mert az
abszorpcid itt erdsebb. Az in-line alkalmazast hatraltatja szamos esetben, hogy az
érzekenység az ATR kristaly felszinére lerakodo szennyezddések és a kopas(feliileti
er6zio) fiiggvénye is. A mérés soran a minta szorosan illeszkedik az ATR kristalyhoz. Ez
folyadékok esetében kdnnyen megoldhatd, azonban szilard fazisti mintak esetén figyelni
kell a szoros érintkezés 1étrejottére. A kristaly torésmutatdja nagyobb, mint a mintaé és
érteke altalaban nagyobb, mint kettd. Az infravords fény olyan szogben hatol be a minta
¢és a kristaly felszine koz¢, hogy ott teljesen visszaverddik a minta és a kristaly kozott.
Egy mérés soran legalabb egy, de jellemzéen tobb reflexiot kovetden a fénysugarak
elhagyjak az ATR kristalyt a detektor iranyaba (35). Az ATR-rel végzett mérés elrendezés
sémaja alabb (2. abra) lathato.
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2. abra Az ATR kristallyal torténé mérés elrendezése (36)

A transzflektancias mérésnél a fénysugar nem egy kristalyon keresztiil verddik a mintara,
hanem tulajdonképpen transzmisszioban halad a fénysugar, mely egy reflektalo feliiletrdl
visszaverddik, jra transzmisszioban athalad a mintan, majd a fénysugar a detektorba jut

(3. abra).

féryforras ®|:| detektor

mirts

reflektald felilet

3. abra Transzflektancias mintaelrendezés (36)

1.3 Képalkotas

Az angol eredetli, de elterjedt kifejezés az ,,imaging”, ami olyan eljarast takar, ahol
kivalasztott teriiletrdl egy feltérképezéses adatrogzités torténik. A mddszer 1ényege, hogy
az x-y koordinatakkal leirhato feliilet minden P pontjahoz egy onnan mért spektrum kertil
hozzarendelésre. Ezt az adathalmazt nevezziik spektralis hiperkockanak (4. abra). A
gyakorlatban a mérések soran kiterjedt adatkészletek elemzésére van sziikség, melyek
feldolgozasara kiilonleges célszoftverek, és az 4tlagosnadl nagyobb teljesitményli

szamitasi kapacitas sziikségeltetik (37).
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Kép X
4. abra A ,spektralis hiperkocka” elvi elrendezése (34, 38)

A kozép-infravoros optikai szalak képesek fényt tovabbitani a koézép-infravords
hullamhossztartomanyban, jellemzdéen 2 és 20 um kozott. Tipikusan szilicium-dioxidbol
vagy kalkogenid iivegbdl késziilnek (39), és eltérd torésmutatoju belsé és burkold
kopennyel rendelkeznek, melyek lehet6vé teszik a fény teljes belsé visszaverddését és
iranyitasat.

A MIR optikai szalakat szdmos alkalmazasban hasznaljak, példaul a spektroszkopidban,
vagy a tavkozlésben. A spektroszkdpidban a fénynek a mintabol a spektrométerbe torténd
tovabbitasara. A MIR optikai szalak gyartasa kihivast jelent a szilicium-dioxid és a
kalkogenid tlivegek atlatszosagi ablaka miatt, amely a kozeli infravérds tartomanyra
korlatozodik. A gyartastechnologia leglijabb fejlesztései azonban lehetdve tették, hogy
alacsony csillapitasu és nagy atviteli hatékonysagu optikai szalak kertiljenek a piacra (40,
41).

17



1.4 Sokvaltozos adatelemzés

A spektrumokat gyakran érdemes elokezelni. A vizualizalashoz elterjedt miivelet a
spektrum atlagat kiszamolni és ezt hotérképként bemutatni, jellegzetesen ilyenek az
abszorbanciatérképek, illetve a hokamerdk képei. Az esetleges miitermékek, zajok
szlirésének széles irodalma van. Amennyiben a karakterisztikus csucsokat kivanjuk
vizsgalni, segitségiinkre van a standard normalis eloszlast valtozo transzformacio (SNV),
a multiplikativ szorodasi korrekcio (MSC) vagy kézenfekvé modszerként a derivalas (42,
43). A kiterjesztett multiplikativ szorodasi korrekciot (EMSC) szokas vizgdz, szén-dioxid
hatasanak vagy akar a mintdk vastagsdganak kiilonbozdéségeinek kikiiszobolésére
hasznalni (44).
A nyers adatok elkészitése még csak a munka egyik fele, az adatelemzés hasonlo
fontossaggal biré miivelet. Az alapszintli statisztikai miiveleteken til széles eszkoztar
fejlodott ki a spektralis adatok elokezelésére és feldolgozésara.
A legkézenfekvObb csoportositas, hogy az adott modell igényel-e feliigyelt tanitast vagy
az elkésziilt csoportokat utolag feleltetjiik-e meg a mintdk csoportjainak.
Nem feliigyelt tanitdsi modszer példdul a cluster elemzés — ami magyarul még
fiirtelemzésként is ismert lehet — vagy a fékomponens elemzés (PCA).
A cluster elemzés (CA) soran az egyes elemek hasonlosaga alapjan keriilnek egymashoz
kozelebb vagy tavolabb. A hasonlosagokra hatdssal van a kivalasztott tadvolsdgmérték,
melyek koziil csupan néhanyat emlitve: euklideszi-, Manhattan- vagy Pearson-tavolsag
egyarant alkalmazhato. Maga az algoritmus lehet hierarchikus vagy nem hierarchikus (45,
46).

A fékomponens elemzés egy dimenzioredukcidos moddszer, mely az adatok
valtozékonysagat kozel teljes mértékben megtartja, de kevesebb dimenzidba
transzformalja. A gyakorlatban azt jelenti, hogy a tobb sz4dz hullamszamot tartalmazo
spektrum 2-3 kivalasztott fokomponense szerint abrazolhatoak a mintak egy-egy
pontként egy koordinatarendszerben. Az egyes pontfelndk kozotti tadvolsagok
kiszamolhatoak, 01j mintak esetén ezek projekcidja is konnyen abrazolhato.

A linearis diszkriminancia analizis (LDA) egy olyan feliigyelt médszer, amely két vagy
tobb osztaly elkiilonitésére szolgal tobb kvantitativ valtozd figyelembevételével.
Alkalmazéasanak eldfeltétele, hogy az objektumok mas osztalyokba legyenek sorolva,

ezért ismerniink kell az osztalyoz6 valtozonak megadott csoportokat.
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Az LDA egy olyan osztalyozasi modszer (5. abra), amelyben az n dimenziés mintakat
lineéris transzformacioval egy m dimenziods térbe (m < n) transzformaljuk, ebben hasonlit
a korabban leirt PCA-hoz. Ennek kovetkeztében az azonos osztalyba tartozo mintak kozel
helyezkednek el egymashoz, mig a kiilonb6zé osztadlyokba tartozd6 mintak tévol
helyezkednek el a térben. A moddszer célja a mintdk csoportositasahoz legjobban
illeszkedd paraméterek meghatarozasa a felépitett modellben. A mar felépitett modell
felhasznalhat6 ismeretlen mintak projekcidjara is. Az LDA olyan médszer, mely a Bayes-
formulaval kozelithet6 (47). A projektalt adatokat tévesztési matrixba helyezve mar leiro

metrikdk (pontossag, 2x2 tablazat esetén szenzitivitas és specificitas is megadhato).

Jellemzé #2

lellemzo #1

5. abra Az LDA osztialyozisanak sémaja. Valamilyen ortogonalis jellemzdek sikjaba vetitve egy
osztalyozasi iranyt meghatarozva az adatok elkiilonithetéek. (48)

Tartovektor-gép (SVM) egy olyan kernel gép, mely alapvaltozatat tekintve lineéris
szeparaciora képes, azonban kiterjesztése nemlinedris feladatokra is megoldast adhat.
Linearis szeparalhatdo adathalmazok esetén végtelen szamu hipersik képezhetd, ezek
koziil kell az idedlisat kivalasztani, mely az tugynevezett legnagyobb margdval
rendelkezik (6. abra). Linearisan nem szeparalhatd adathalmazok esetén bevezethetd a
puha marg6é mddszere, mely enged némi hibat. Nem linearis problémak megoldasara
(példaul egy bels6 korben talalhato az egyik csoport, mig egy kiilsObb gyliriben a mésik

csoport) a koordinatarendszert ugy transzformaljuk egy 0j térbe, hogy a linearis dontési
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hatart lehessen alkalmazni. A C-SVC a klasszikus SVC algoritmus, amely az adatokat
osztalyokba sorolja azéltal, hogy megtalalja a legjobb hipersikot (azaz az adatokat
maximalisan elvalasztd hatart), amely maximalizalja a margét. igy az a hipersik és az
egyes osztalyokhoz legkozelebbi adatpontok kozotti tavolsagot jelenti. A C-SVC azon a
megkozelitésen alapszik, mely szerint a hipersikhoz legkdzelebbi adatpontok, az
ugynevezett tamogatovektorok a leginformativabbak és az osztalyozas szempontjabol a
legfontosabbak. A C-SVC-ben a C paraméter szabalyozza a kompromisszumot a margo
maximalizalasa és az osztalyozasi hiba minimalizalasa kozott. A nu-SVC a C-SVC egy
olyan véltozata, amely egy masik paramétert, nu-t hasznal a margé maximalizalasa és az
osztalyozasi hiba minimalizalasa k6zotti kompromisszum szabalyozasara. A nu a képzési
hibdk hanyadanak felsd korlatjat és a tamogatd vektorok hanyadanak also korlatjat jelenti.
Ez az SVC algoritmus robusztusabb valtozata, és kevésbé érzékeny a C paraméter
megvalasztasara. Mind a C-SVC, mind a nu-SVC SVM algoritmusok alkalmasak
osztalyozasi feladatokra, azonban kiilonb6zé paramétereket hasznalnak a margd
maximalizalasa és az osztalyozasi hiba minimalizalasa kozotti kompromisszum

szabalyozasara. (49, 50)

6. abra Az SVM modszernél a margo (M) bemutatasa (48)

A mesterséges neuralis halozatok (ANN) a gépi tanulasi algoritmusok egy olyan tipusa,

amelyet az emberi agy felépitése és mitkddése alapjan modelleztek. Nagy mennyiségii
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adat feldolgozasara és elemzésére hasznalatos, és napjainkban kiterjedten alkalmazzak
Oket, pl.: képfelismerésre, nyelvi modellekben és egyéb predikciokra. A mesterséges
neuralis halozat fogalmat el6sz6r Warren McCulloch és Walter Pitts vetette fel 1943-ban
(51). A kutatok azonban csak az 1950-es évek végén és az 1960-as évek elején kezdték
el kidolgozni az elsé miik6dd neuralis haldzati modelleket.

A mesterséges neurdlis halozatok Gtletét az agy neuronjainak kapcsolata ihlette.
Legegyszeriibb manifesztacidja a perceptron, Frank Rosenblatthoz kotédik (52). Az
emlitett struktira tobb bemeneti csomopontot, de csak egyetlen kimenetit foglal magéba.
A bemenetek meghatéarozott sulyozassal kapcsolédnak a kimeneti ponthoz. A bemenetek
sulyozott 0sszege egy aktivacids fliggvénybe keriil (pl.: linearis, szigmoid, eldjel stb.).
Kezdetben véletlen sulyokkal szokds futtatni a fliggvényt, aztdn a josdg mérésével iterativ
moédon addig modositani azokat, amig nem sikeriil a kivanatos precizitast elérni.
Mesterséges neuralis halok esetén egyarant alkalmazhatd feliigyelt és nem feliigyelt
tanitas is, valamint a fenti példa tovabbfejlesztésével tobbrétegli perceptronokkal linearis
nem szeparalhatd esetekre is megoldast adnak. A perceptronokat kezdetben igéretes
megoldasnak tekintették olyan problémakra, mint a képfelismerés és a nyelvi modellek
alkotasa, azonban kideriilt, hogy képességeik korlatozottak, és nem képesek Osszetettebb
problémak megoldasara. Ez vezetett a neuralis haldzatok fejlettebb tipusainak, példaul a
tobbrétegli perceptronoknak (MLP) és a konvolucios neurdlis haldézatoknak (CNN) a
kifejlesztéséhez, amelyek az elmult évtized soran rohamosan kezdtek terjedni (53, 54).
Tévesztési matrix egy olyan tablazat, amelyet egy osztalyozasi modell teljesitményének
meghatarozasara hasznalnak egy olyan adathalmazon, melynek valodi értékei ismertek
(55). Ez az algoritmus teljesitményének Osszegzésére szolgald modszer, mely gyakran
kertil el6 mind a sokvaltozos adatelemzések mind pedig a gépi tanulés teriiletén. A matrix
mérete altaldban N x N, ahol N az osztidlyok szdma. A matrixot gyakran binaris
osztalyoz6  teljesitményének  értékelésére  hasznaljak, azonban Kkiterjeszthetd
tobbosztalyossa is. Ebben az esetben nem minden metrika szdmithatd konnyedén.

Az 4tl6 a helyesen osztalyozott eseteket tartalmazza, mig az atlon kiviil esd értékek a
helytelen eseteket jelolik. A binaris tévesztési matrix egészére szamos teljesitménymutato
kiszamithatd (pl.: szenzitivitds, specificitds, pontossag, stb.). Kiterjesztett tévesztési

matrixok esetén alkalmazhaté a modell viselkedésének osztalyonkénti vizsgalatara. Ezt
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ugy lehet megtenni, hogy minden egyes osztilyra kiszamitjuk a pontossagot és a

visszahivast, amit osztalyonkénti teljesitménynek neveziink.

1.5 Spektroszkopia alkalmazasa az orvoslasban

A legelterjedtebb és legismertebb alkalmazas a kdzeli-infravords spektroszkopidn alapulo
pulzoximéter. 1977-ben Jobsis kozolt cikket a hemoglobin-oxihemoglobin ardny
infravoros mérésérdl (56). Ujsziilottek agyi keringésének nyomonkovetésére is klinikai
gyakorlatban van tobb eszkoz (57). A legajabb alkalmazasi teriilet az fMRI-hez hasonl6
koncepciot kovetd fNIRS (58, 59).

Az analitikai infravords tartomanyban a fontosabb funkcids csoportokra ismertek a

karakterisztikus elnyelési savok, melyeket az 1. tablazat mutat be (60).

1. tablazat Funkcios csoportok és jellemzé elnyelési hullamszamtartomanyaik (60)

Funkcios csoport Ve,gyért,é krezgés_l
hullamszama [cm™]

Hidroxilcsoport O-H 3500
Fehérjék N-H 3200

C=C 3060 - 3000
Zsirsavak -CH3-csoportjanak C-H aszimmetrikus 2955
-CH2-csoport C-H aszimmetrikus 2930
Zsirsavakban C-H aszimmetrikus vegyértékrezgés 2918
Metilcsoportok szimmetrikus 2898
Alkilcsoportok -CH3 szimmetrikus 2870
Zsirsavak -CH2-csoportjanak C-H szimmetrikus 2850
Eszterek -C =0 1740
Karbonsavak -C =0 1715

nukleinsavak -C=0 1710-1680

Amid | 1695 - 1635
COO- aszimmetrikus 1575

Amid Il 1550 - 1520
,,Tirozin” sav 1515
COO- C-H deformicids rezgése 1468
COO- C =0 szimmetrikus 1400

Amid Il 1310-1240

PO2- foszfodiészter P =0 aszimmetrikus 1250 - 1220

Szénhidratok C-O; C-Eézcg-;)s-eH; C-O-C deformacids 1200 - 900

PO2- P =0 szimmetrikus 1090 - 1085
—CH2 C-H kaszal6 deformdcids rezgése 720
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A kovetkezékben néhany jellemz6 orvosi alkalmazhatdsagot és alkalmazasokat fogok
bemutatni.

Az elmult évtizedben a tumorokat egyre gyakrabban vizsgaltak infravoros
spektroszkopian alapuld képalkotassal (61-63). A leggyakrabban hasznalt alkalmazas
még mindig a NIR, amely a MIR-nél nagyobb besugarzott energiaval érkezik, és igy
mélyebben hatol a szovetekbe (64). Alkalmaznak jeloléses és jeldlésmentes
megkozelitéseket. Régota ismert, biokompatibilis NIR-aktiv festékmolekulak allnak
rendelkezésre. Az indocianin-z6ld a leggyakrabban hasznalt allatmodellekben (65),
human alkalmazasat pedig majkarcinomakon, illetve a tumormentes majszdovet
mennyiségének meghatarozasa céljabol tesztelték (66, 67). A jovoébeni gyakorlati
alkalmazds szempontjabdl azonban igéretesebb a jelolésmentes MIR. A MIR
spektroszkopia jobban illeszkedik a hagyomanyos képi patologiai informacidkhoz, mivel
a MIR fotonok kevesebb energiat tartalmaznak, kovetkezésképpen mélységi behatolasuk
kisebb, tovabba a MIR spektrumok jel-zaj aranya mintegy két nagysagrenddel nagyobb,
mint a NIR esetében.

A MIR optikai széalak 2016 6ta kaphatok kereskedelmi forgalomban, mig korabban csak
laboratoriumi eszkozok 1éteztek (68-70). Egy tanulmanyban 15 beteg emlérakjanak
képalkotasat végezték el kozép- és hosszihullamu infravoros kamerak segitségével. A
tumoros régiokat egy kvantum voOlgy infravorés fotodetektoros (QWIP)
kamerarendszerrel azonositottak (71). Egy masik tanulmanyban egészséges nok, valamint
rosszindulatt ndgydgyaszati daganatos betegek egy kis kohorszabol szarmazo
vizeletmintdkat vizsgaltak. Ez a MIR moddszer magas pontossdgot eredményezett a
fokomponens-elemzés, a tamogatd vektorgép és a genetikai algoritmus linedris
diszkriminancia-analizis algoritmusokkal egyiitt (72). A patologiai vizsgalatra érkez6
mintdk alapvetd szovetfeldolgozasanak (viztelenités, formalinos fixéalas, etanolos
dehidratalas) hatasat a MIR spektrumokra Zahdi és munkatarsai vizsgaltak, ennek
eredményei alapjan egy képalkotasi protokollt javasoltak (73). Tovabbi vizsgalatok
vilagitottak r4 az FT-IR spektroszkopiai elemzéshez sziikséges szoveteldkészitési
modszerek mas buktatoira és legjobb gyakorlataira (74).

Gaydou ¢s munkatarsai a kozép-infravords képalkotast eszkozként hasznaltdk a
sejtvonalak infravorGs elnyelési karakterisztikajanak vizsgalatara (75). A sejteket

formalinban fixaltak €s centrifugalas utan paraffinba agyaztak, majd 8 um vastagsagu
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metszeteket hoztak 1étre és ezt kovetden készitettek infravoros képeket. Mintanként két
infravords kép késziilt, egy a sejtkulturarol, egy pedig a paraffinba dgyazast kovetden. Az

adatok el6feldolgozasahoz kiterjesztett multiplikativ szorzaskorrekciot hasznaltak.

1.6 Intraoperativ alkalmazasok

A pozitiv mitéti margé (PSM) azt jelenti, hogy a Sebészi reszekcids sz¢l nem
tumormentes. Ezt az informaciot a patologiai lelet szolgaltatja, és befolyasolja a terapias
dontést (76). A miitékben a rutin patologiai hattér nem all rendelkezésre a helyszinen,
azonban idénként intraoperativ klinikai igény mutatkozik arra, hogy a reszekalt
szovetekrél azonnal informaciot kapjunk. Ilyen esetekben a patologusnak kell valaszt
adnia, aki tipikusan egy masik helyen vagy épiiletben tartozkodik. Ide kell a friss
szovetmintakat haladéktalanul eljuttatni szovettani vizsgalatra. Ez torténhet csOpostan
vagy futar utjan. A gyorsfagyasztott szovetekb6l a metszeteket a patologiai osztalyon
metszik, majd festik meg, amely eljaras koriilbeliil 15-30 percet vesz igénybe, mikdzben
a sebész a tovabbi miitéti megoldasok eldontéséhez sziikséges patologiai informaciora
var. Ez az eljards meghosszabbitja a mutéti idot, és a fagyasztott metszetek a megfeleld
dehidralas hianyabol adodoan kevésbé pontos morfologiat mutatnak, ami noveli a
diagndzis bizonytalansagat.

A fagyasztasos vizsgalatok kivaltasara tobb megkozelités is elterjedhet a miitékben.
A legmodernebb 1) technologidk kozé tartozik a tomegspektrometria, a
rezgésmikroszkopia, a multifoton-mikroszkopia és a konfokalis technologidk kiilonbozo
alkalmazasai. Szamos, az intraoperativ képalkotast és a szovettipusok azonositasat célzo
eszkoz és alkalmazasuk elérte a kozepes TLR fejlettségi szintet, ami lehetdvé teszi e
technologidkban rejld lehetdségek tesztelését a miitdkben. A szdvetek vaporizacidjaval
nyert molekulak tomegspektrometriai elemzése destruktiv analitikai modszer (77).
Természetesen tobb mindségi analitikai modszer iranyabol indultak meg kutatdsok,
melyek soran a cél az eszkoz bevitele a miitdbe vagy annak kozvetlen kdzelébe. A sebészi
elektrokauteres vagas kdzben elparolgd szovet gbzeit tomegspektrométerbe vezetve a
spektralis ujjlenyomat szolgalhat a tumor és az ép szovetrész megkiilonboztetésére.
A fent emlitett megoldast hazankban, mi tobb, kezdetben az intézetiinkben fejlesztette ki
Takats Zoltan onkokés néven (78, 79).
A rezgési spektroszkopia hasonlé elvet kovet, csak itt nincs sziikség a minta roncsolasara.

Jelenleg a legelterjedtebb a Raman spektroszkdpia és a kozeli infravords spektroszkopia.
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Tobb biokompatibilis festéket, példaul indocianin zdldet hasznald megoldas terjedt el a
sebészi gyakorlatban, melynek sordn a tumor fluoreszcens képalkotassal valik lathatova.
Témamhoz, az analitikai infravords spektroszkopidhoz kapcsol6dod szamos publikécio
koziil az alabbiakat emelném ki.

A kozép-infravords képalkotds felhasznalhaté a sejtvonalak megkiilonboztetésére, és
igéretes technika lehet a tumorok In vivo képelemzésére allatmodellekben. Ez
kulcsfontossagu 1épés lenne annak a végso célnak az eléréséhez, hogy ez a festékmentes
technika alkalmazhat6 legyen az intraoperativ sebészeti eljarasokban (80, 81).

A legelterjedtebb modszer a fluoreszcens festékek hasznalata, azonban 1étezik egy masik
megkozelités is, amely a markermentes FT-IR képalkotast vélasztja eszkozként, és
igéretes eredményeket mutat a tiid6tumorok altipusmeghatarozasaban (82).
GroBerueschkamp és munkatarsai friss fagyasztott mintdkat elemeztek random forest
algoritmusok segitségével. Egy 3 szintli dontési sémat allitottak fel, és még részletesebb
szinten is sikeresen felismerték az adenokarcinoma altipusokat (82). Gayoud és
munkatarsai 34 minta laphdmsejtes FFPE-mintan végzett preneoplasztikus és
neoplasztikus elkiilonitésre 6sszpontositottak PCA és PLS-DA eszkozokkel (83). Akalin
és munkatarsai elsd 1épésként a spektralis eldkezelést valasztjadk Mie-szoras ¢és
Kiterjesztett ~ multiplikativ ~ szdraskorrekciés  algoritmusok  alkalmazasaval.
Megszabadulnak a szoveti mikroblokk technikaval nyert alacsony jelmindségii
spektrumoktol, majd hierarchikus klaszterezéssel és SVM-mel dolgozzak fel 6ket (84). A
mutalodott génekbdl és fehérjékbdl is eredd molekularis expresszids mintdzatok olyan
komplexitast képviselnek, amelyrél nem varhatd el, hogy a MIR-spektrumok pontosan
tikkrozzek. A MIR inkabb a tumor fent emlitett molekularis komplexitasat reprezentalo
ujjlenyomatot detektal. A tomegspektrometria vagy a molekularis sszetétel specifikus
molekularis valtozasaira Osszpontosithat, vagy hasonléan komplex mintazatot

detektalhat.
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2 Célkituzések

Munkacsoportunk célként tlizte ki az infravords spektroszkopia patologiai
alkalmazasanak vizsgalatat. A kutatasi erdOfeszitések hosszutdva célja az intraoperativ
diagnosztikdba vald bevezetés, azonban jelen doktori munka keretében legfoképp a
megalapoz6 vizsgalatok kérdéseit helyeztiik goércsé ald. A bevezetésben attekintett
rezgési spektroszkopiai modszerek és a sokvaltozds adatelemzési modszerek mellett a
jelenleg fejlesztés alatt allo intraoperativ alkalmazasokra is attekintést kivantunk
biztositani.
Az alabbi specifikus célkitiizésekkel indultunk neki a munkénak:
1. Jelolésmentes infravords spektroszkopia alkalmazhatosaganak vizsgalata normal
¢s transzformalt sejtvonalak elkiilonitésére
2. Sejtes rendszerek idealis mérési paramétereinek meghatdrozasa és az elérhetd
adatfeldolgozasi megoldasok optimalasa, tovabbfejlesztése
3. FFPE mintdkon val6 alkalmazhatosag vizsgalata, tekintettel a mintaelokészités
lehetdségeire
4. Tidoérakok szovettani altipusainak meghatarozdsa biopszids mintak €és sebészi
rezekciok patoldgiai FFPE (formalin fixalt, paraffinba dgyazott) szovetmintairol
készitett jelolésmentes kozép-infravords karakterisztikajuk alapjan
5. Minta- ¢és pixelszintli adatkiértékelési megkozelitések Osszevetése a jobb

szeparacio eléréséhez
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3 Modszerek

3.1 Vizsgalt anyagok

Disszertaciom a két megjelent publikdciomra épiil, melyben el0szor sejtvonalakat
vizsgaltam, majd kiilonb6z6 szovettani mintazatu FFPE tiidérakos mintakat. A miitéti
helyszini intraoperativ dontéstamogatas eléfutaraként egy kevésbé komplex (sejtvonalak)
¢s egy komplexebb (FFPE tiid6 szubtipusok) kornyezetben kivantuk bemutatni a
patologiai kérdésekre torténd valaszadasi képességet. Az eldkisérletekhez HT-1080
(ATCC, Manassas, Virginia, USA) fibroszarkoma sejtvonalat hasznaltunk.

3.1.1 Sejtkulturak

Az A-375 melanoma (7. abra a.) és a HT-29 human vastagbélrak sejteket (7. abra b.) az
ATCC-t6l (Manassas, Virginia, USA) szarmaznak. A CCD986SK fibroblasztokat (7.
abra c.) nem neoplasztikus sejtvonalként valasztottuk ki az 0sszehasonlitashoz (szintén
az ATCC-tdl). A sejtek fenntartdisahoz DMEM (Lonza Group Ltd, Basel, Svajc) mellé
10%-os FBS (Euroclone Ltd, Pero, Olaszorszag) puffert adtunk. A sejteket 37 °C-on ¢és
5% CO2-on inkubdltuk. Az infravords képalkotas értékeléséhez a sejteket tripszinaltuk,
¢s a sejtszuszpenziot UV-sterilizalt, aluminiummal bevont targylemezekre cseppentettiik.
A targylemezeket Petri-csészékbe helyeztiik és foszfat-pufferelt sooldatba (PBS)
martottuk, Whatman papirral fedtiik, és a sejtek kitapadasara egy éjszakat hagytunk az
inkubatorban. Masnap a sejteket 95%-0s etanol (EtOH) segitségével fixaltuk, majd PBS-
vel mostuk és hagytuk megszaradni.
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A375

HT-29

CCD986SK

7. abra A sejtvonalak H&E festett (10x objektivvel) és videomikroszkopos felvételei (85)

3.1.2 Tiidérak mintak

Osszesen 30 FFPE tiidorak eset blokkjaibol (2. tablazat) valasztottunk ki a Semmelweis
Egyetem II. Sz. Patologiai Intézet (késdbb Patologiai, Igazsagiigyi és Biztositasi
Orvostani Intézet) és a Pécsi Tudomanyegyetem Patoldgiai Intézet archivumaibol,
minden altipusbol 10-10 darabot. A paraffinba agyazott blokkokbol 2 um-es metszeteket
készitettiink, és kétszer 10 percig xilolban deparaffinaltuk. A humén FFPE mintdk
felhasznalasait a Tudomanyos ¢és Kutatasetikai Bizottsag (61303-2/2018/EKU)
engedélyezte. A rutin munkafolyamatban a paraffinba agyazott blokk elkészitése a
patoldgiai inditast kovetéen 1 munkanapot vesz igénybe. Az alabbi harom szdvettani
altipust valasztottuk ki: laphamrak (SQ), adenokarcinoma (LUAD) és kissejtes karcindma
(SCLC).
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2. tablazat A vizsgalt kohort f6bb Kklinikopatologiai paraméterei (86)

Minta |Szubtipus Kor Nem mzz: Stadium
1 SQ 54 ferfi rezekcid T2bNxMx
2 LUAD 48 ferfi rezekcid T2aNxMx
3 sSQ 59 férfi biopszia nem ismert
4 sSQ 67 férfi biopszia nem ismert
5 LUAD 57 ferfi rezekcid nem ismert
6 LUAD 48 ferfi rezekcid T3NxMx
7 SCLC 59 férfi biopszia T2N2M1
8 SQ 66 né biopszia T3N1MO
9 SCLC 51 férfi rezekcid T2aNOMx
10 SCLC 65 ferfi biopszia T4AN1IM1
11 SQ 68 ferfi rezekcié T2aNOMO
12 SCLC 71 férfi biopszia T4AN2M1
13 SQ 75 férfi rezekcid T2bNOMO
14 SCLC 59 né biopszia TAN2M1b
15 LUAD 65 né biopszia T4N3Mx
16 SCLC 72 né biopszia T3N1Mx
17 LUAD 79 né rezekcid T1aNxMx
18 SQ 65 férfi biopszia T3NOMO
19 sQ 60 férfi rezekcid T1bNxMx
20 LUAD 78 né rezekcié T2aNxMx
21 LUAD 63 férfi rezekcio T1cNOMx
22 LUAD 63 né rezekcid T2aN2Mx
23 SCLC 57 né rezekcid T2aNOMx
24 LUAD 65 né biopszia TaN3Milc
25 SCLC 52 férfi biopszia TAN3MO
26 SCLC 64 né biopszia nem ismert
27 SCLC 69 né biopszia nem ismert
28 sQ 67 férfi rezekcid T2bNOMXx
29 SQ 71 férfi rezekcié T2aNOMx
30 LUAD 58 férfi rezekcié T2aNxMx

3.2 Miiszerek, mintaelokészités

A spektrumok gytijtésére Fourier-transzformacios

kozép-infravords

képalkotast

hasznaltunk transzflekszios optikai elrendezéssel. A Spotlight 400 mikroszkopot (Perkin

Elmer Inc., Waltham, Massachusetts, USA) a Spectrum 400 spektrofotométerhez
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csatlakoztatva készitettiik a képeket. A MCT detektor 4000-648 cm™ hullamhossz-
tartomanyban 4 cm™ 1épéskozzel, 8 cm™ felbontassal gytijtott spektrumokat. A 300 um x
550 pm méretli képeket 6,25 pm x 6,25 pm méretli pixelekkel és pixelenként 32
beolvasdssal pasztiztuk. Egyetlen kép 48 x 88 pixelt tartalmazott, mely igy 4224
spektrumot eredményezett. Ugyanolyan méretii teriileteket valasztottunk ki a harom
kiilon targylemezre rogzitett harom sejtvonal felvételéhez.

A sejtes mérések utdn egy rovid optimalast végeztiink, igy modositott beallitdsokat
valasztottunk a tiidétumorok vizsgélatara, ennek oka a mérési id6 csokkentése volt.

A tiidétumorok vizsgalata esetén a fent ismertettekhez képest az alabbi valtozasok
torténtek a beallitasokban: 16 cm™ felbontas és 8 cm™ 1épéskdz mellé 250 pm x 600 pm
nagysagu teriileteket vizsgaltunk. Igy egy kép 40 x 96 pixelt tartalmazott, mely 3840
spektrumot eredményezett a 0,15 mm? -es teriiletrdl. A kivalasztott teriiletek felvételi

ideje egyenként 46 perc volt.

3.2.1 Infravoros mikroszkopos mérések

8. abra PerkinElmer Spotlight 400 FT-IR/FT-NIR mikroszkép (a szerzé fényképe)

A 8. abra mutatja a mikroszkopot (Spotlight 400) a spektrofotométerhez (Spectrum 400)
kapcsoltan. A jellemz6 mérési paramétereket osszefoglaloan a 3. tablazat tartalmazza.
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3. tablazat Jellemz6 mérési paraméterek

A késziilék jellemzo

alapértelmezett Sejtvonalak mérése esetén Tlidorak mintak esetén
paraméterei

Uzemmod MIR MIR
Targyasztal mérete 160 mm % 60 mm 160 mm % 60 mm
Miikodési mod reflexios reflexios

Optikai elrendezés Fourier- transzformacioés (FT) Fourier- transzformacios (FT)
ggrlrllémhosszvélaszté Michelson-interferométer Michelson-interferométer
Referencia arany arany
gﬁﬁ;ﬁ‘;ﬂmhosgz' 4000-648 cm'™ 4000-648 cm’!
Detektor HgCdTe (MCT) HgCdTe (MCT)
Lépéskoz 4 cm’? 8 cm'
Felbontas 8 cm 16 cm?
Spektnumok szhna 4224 3840
Numerikus apertira 0,6 0,6

K¢ép pixel méret 6,25 um x 6,25 pym 6,25 um X 6,25 pm
Kép mérete 48 px x 88 px 40 px x 96 px

Kép mérete 300 um % 550 pum 250 um x 600 um
Képpontonkénti 30 30

letapogatasok szdma
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3.2.2 Aluminiummal bevont targylemezek

Az optikai vékonyréteget add aluminium fémréteget vakuumos parologtatassal vittiik fel
iveglemezekre, hogy  koOzép-infravordés  fényvisszaverd  feliiletet  kapjunk.
Elektronnyaldbos parologtaté forrast alkalmaztunk egy nagy vakuumkamraban,
amelyben az iiveglemezeket a forgd mintatartora rogzitettiik. Az aluminiumot 10 Pa
nyomason 20 percig parologtattuk 7 kV gyorsitofesziiltség ¢s 200 mA sugararam mellett,
ami kb. 150 nm-es rétegvastagsagot eredményezett. A vékonyréteget a Budapesti
Miiszaki és Gazdasagtudomanyi Egyetem Elektronikai Technologia Tanszékén

készitettiik.

3.3 Eredmények kiértékeléséhez valasztott szoftverek
Az eredmények értékeléséhez a kovetkezd szoftvereket hasznaltam:
e Microsoft ® Excel 2013 (Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA),
e Statistica 11 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK, USA),
e Unscrambler 10.4 (CAMO Software AS, Oslo, Norvégia),
e Spectrum 10.03.02.0077 (PerkinElmer, Waltham, MA, USA),
e SpectrumIMAGE R1.6.5.0396 (PerkinElmer, Waltham, MA, USA)
e Matlab 9.1 (The MathWorks, Inc., Natick, MA, USA) .

3.4 Adatfeldolgozas
A sejtes mintdk esetén a teljes €s az ujjlenyomat régiot is elemeztiik, mig a tidétumorok
esetén csak az ujjlenyomat régidra koncentraltunk. Az alabbi adatfeldolgozasi eszkozoket

hasznaltuk.

A tiidétumorok esetén alkalmazott technologia sémajat egy munkafolyamat szemlélteti
(9. abra). A felvett spektrumokat Osszegytijtottikk és atmoszférikus korrekcid utan és
zajcsokkentéssel kezeltiik. A sokvaltozds adatelemzésekbe az ujjlenyomat régio adatait

adtuk be.
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Fellgyelt linearis és
nemlinearis osztalyozas
= (LDA, SVM) pixel- és

~ esetalapu
megkozelitéssel egyarant

9. abra A Kkisérlet folyamatabraja (86)

A infravoros képek spektrumai egy adatbazisba keriiltek, amelyb6l minden masodik

spektrumot kivalasztottunk és tanitohalmazként hasznaltunk.

3.4.1 Fokomponens-elemzés

A fékomponens-elemzés egy nem feliigyelt dimenzioredukcids (valtozdcsokkentd)
technika. A valtozok kiillonb6z6 hatasai a toltéseken keresztiil szemléltethetok, a
pontszamok pedig a mintdkat reprezentdljdk. A kapott spektrumokat egy tablazatba
gyljthetjiik, ahol a sorokat mintdknak, az oszlopokat pedig valtozoknak nevezhetjiikk. A
mért IR-spektrumok teljes tartoméanya esetén 838 hullamszamot (4000-648 cm™)
tekintlink valtozoknak. Egy infravords kép nagy mennyiségii adatot tartalmaz: az x és'y
a pixel helyét hatarozza meg, és minden optikai frekvenciasavot egy valtozo ir le. Ezt a
tobbdimenzids adathalmazt adat/dimenziocsokkentéssel lehet feldolgozni, hogy a
valtozékonysag megmaradjon. Minden spektrumot fékomponens-pontszamok
reprezentalnak, és abrak segitségével vizualizalhatok. A pontok szinezése megkdnnyiti

az emberi megeértést.

3.4.2 Légkori korrekcio és zajcsokkentés

A H0 és a CO2 jelenléte kozép-infravords elnyelé molekulak, amelyek akadalyozzak
egyes analitok azonositasat (87). A felvett képeket a SpectrumIMAGE R1.6.5.0396
szoftver (Perkin Elmer Inc., Waltham, Massachusetts, USA) két beépitett algoritmusaval
kezeltiik 1€gkori korrekeid és zajcsokkentés céljabol. A spektrumok 1égkori korrekciojat
a 1égkori CO2/H20 esetében az algoritmus a legkisebb négyzetek modszerével végezte

(88). A zajcsokkentés 20 faktoros PCA alapjan tortént. Mivel a zajnak kisebb sulyai

33



vannak, a 20 faktoron alapuld rekonstrualt spektrum zajcsokkentett. Ez a modszer nem

vezet a spektrumcsucsok kiszélesedéséhez, ellentétben a simitassal.

3.4.3 Linedris diszkriminancia-elemzés

A linedris diszkriminancia-analizis egy feliigyelt osztilyozasi modszer. Az LDA a
legegyszeriibb a lehetséges osztalyozasi modszerek koziil, amelyek a Bayes-formulan
alapulnak (89). Alapja a normalis eloszlas feltételezése, valamint az a feltételezés, hogy
a két (vagy tobb) csoport kovarianciamatrixa azonos. A linearis moédszert akkor
alkalmazzuk, ha a két csoport kozotti kiilonbség linearis fliggvénnyel abrazolhatd. A
zavarmatrix a feliigyelt modszerek, példaul a linearis diszkriminancia-analizis szerinti
osztalyozds eredményeinek megjelenitésére hasznalt matrix. A mintdk megjosolt és
tényleges osztdlyozdsara vonatkoz6 informacidkat hordoz, minden sor a megjosolt
osztalyba tartozd példanyokat, minden oszlop pedig a tényleges osztilyba tartozé
példanyokat mutatja. A vetitett spektrumok kétdimenzios terek segitségével
vizualizalhatok. Az egy osztalyhoz tartozd nulldhoz kozel esé pontok az osztilyhoz

tartoznak.

3.4.4 Tamogaté vektor gép

Az SVM segitségével torténd osztalyozas egy statisztikai tanuldson alapulé modszer. Az
SVM Iényege, hogy linearisan szeparalhatd adatok esetén meghatdrozza a maximalis
margoval rendelkezé hipersikot. A maximaélis margd oka, hogy a nagy margdval
rendelkezd dontési hatarok altalaban jobb altalanositasi hibaval rendelkeznek, mint a kis
margoval rendelkez6k. A modszer széleskorlien alkalmazhatd a statisztikai elemzésben
szinte minden tudoménydgban. A moddszer f6 eldénye, hogy kernelfiiggvények
segitségével nemlineéris adathalmazokra is kiterjeszthetd. Az elemzés elvégzéséhez az
algoritmust az adathalmaz egy kategoriavaltozot tartalmazé részén kell betanitani, majd
az adatok madsik részén validalni. Miutan ezeket a miiveleteket elvégeztik, az
eredményekbdl kovetkeztetni lehet a modszer pontossagéra. A tamogatd vektorgép masik
elénye, hogy jo altalanositasi képességgel rendelkezik, és konnyen alkalmazhato
tobbdimenzids adatokra. A tévesztési matrix 0sszefoglalja az osztalyozasi problémara
vonatkoz6 eldrejelzési eredményeket.

3.4.5 Pontossag és Cohen-féle kappa-médszer

Az osztalyozasi modellek teljesitményét leggyakrabban a zavarmatrixukkal - mas néven

hibamatrixukkal - irjak le. A szenzitivitds és a specificitds egy 2x2-es tablaval
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értelmezhetd (bindris osztdlyozo). A mi modelliinkben harom adatosztaly, harom
sejtvonal van. Az atlos elemek a helyesen osztalyozott, az off-diagonalis elemek a rosszul
osztalyozott  spektrumok szdmat jelentik. A  modellek teljesitményének
Osszehasonlitasahoz a Cohen-féle kappa €s a pontossag a két mutatd. A pontossag és a
Cohen-féle kappa kozott az a kapcsolat, hogy mindkett hasznalhato egy osztalyozo vagy
modell teljesitményének értékelésére. A pontossag azonban egy egyszeriibb mérdszam,
amely csak a helyes el6rejelzések szamat veszi figyelembe, mig a Cohen-féle kappa a
véletlen egyezés lehetdségét is figyelembe veszi. Ezeket a mérdszamokat szamos
teriileten, de az orvosi kutatasban (90) altalaban a diagnosztikai tesztek teljesitményének
értékelésére, a diagnosztikaban a kiilonbozé megfigyelok kozotti egyetértés értékelésére,
valamint a felligyelt gépi tanuldsban az osztdlyozok teljesitményének értékelésére
hasznaljak. Minél magasabb az érték, annal jobb a modell teljesitménye. Az éltalanos
pontossag arra a kérdésre ad valaszt, hogy az osztalyoz6 milyen gyakran jar el helyesen?
A Cohen-féle kappa egy olyan mérészam, amely a megfigyelt és a vart pontossag kozotti
kapcsolatot irja le. Az osztalyozas teljesitményét mutatja be. Landis és Koch a 0-0,20-as
értéket csekélynek, a 0,21-0,40-es értéket kozepesnek, a 0,41-0,60-as értéket kdozepesnek,
a 0,61-0,80-as értéket jelentosnek, a 0,81-1-es értéket pedig szinte tokéletesnek tekinti
(912).
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4 Eredmények

4.1 Sejtes elokisérletek a mérések optimalasahoz

A reflexios optikai elrendezésti infravords képalkotas soran elsé 1épésben egy hatteret
kell felvenni. Alapvetd kérdés, hogy milyen felillet optimalis ehhez? Az
inframikroszkophoz gyarilag egy aranystandardot adnak. A transzflektancids mérési
elrendezésnél kivanalom, hogy a fény minimalis veszteséggel verddjon vissza a
detektorba, ha a fényutban nincs minta. A fémg6zolés lehetdségét atgondolva egy
aranygdzolt és egy aluminiumgdzolt targylemezt valasztottam ki a fenti kérdés
tisztazdsara. A gyari aranystandard és a BME Atomfizika Tanszékrdl kolcsonkért
aranyg0zolt rétegek gyartasi paramétereirdl sajnos nem allt rendelkezésre informécio. A
klasszikus, gyari aranystandardot haszndlva hattérként mindharom reflektiv feliiletrdl

felvettem egy spektrumot (10. abra).
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10. abra Gyari arany és fémgo6zoléssel késziilt arany és aluminium hatterek spektrumai (48)

A fenti 4bran 2300 cm™-nél a csticsokat a széndioxid adja, esetiinkben ezzel nem érdemes
most foglalkozni, mert sem 1égkori korrekciot, sem zajsziirést nem hasznaltam. Az dbran
a standard skalan a 100% koriili részt kinagyitottam, melyen igy lathato, hogy minimalis
eltéréseket (akar 100 feletti értékeket is) adhatnak egyes mérési pontok. Ennek oka, hogy
a standardhoz képest a vizsgalt feliiletek helyenként jobban verték vissza a fényt.
Altaldban véve a teljes spektrum megfeleld, nagyon magas reflexiot adott a teljes

tartomanyon. A harom feliiletet igy egyarant megfelelének itéltem meg a reflexio
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tekintetében. A késdbbi vizsgdlatokhoz az aluminiumgd6zolt technika mellett dontdttem,
mert ez kelléen olcsé a nagyszdmu standard targylemez bevonatoldsara, mikdzben
visszaverése nem szamottevoen gyengébb az aranystandardhoz képest.

A sejtes kisérletek soran korai kérdésként meriilt fel az idedlis sejtszdm az aluminium
g6z01t lemezre vald kitapaddsdhoz. Masfeldl kérdés volt, hogy a sejtek letapadasat
kovetden milyen fixalast érdemes alkalmazni?

Kezdetben a kozép-infravords képalkotashoz valaszthato pixelméreteket vizsgaltuk meg
egy 300 um x 800 um nagysagu teriileten, melyet egyarant 6,25, 25 és 50 um
¢lhosszusagu pixelekkel képeztiink le.

0.0 | Abs 00 _ AbS. Y Abs
0,318 , 0,121 0,092
300 300 J 300 |
0.290 0,112 0,086 |
00 0,283 w00 0,103 0 4 i 0,080 _l
g 100 0235 2 100 0,095 5 10 0,074
% 0.208 ] 0,085 % 0,068
5 : 0,180 5 0,077 - 0,062
= 20 y < -100 b I 2 -400
- 0,153 il 0,068 - 0,056
200 0.126 ~200 0,059 =290 J 0,050
200 0,098 00 0,050 20 | 0,044
0,071 0,041 0,038
4000 420 . ! 4000 : )
1500 0 %00/ 0.043 1500 0 1%0.0] 0.032 5.0 ) 1%00| 0.032
Micrometers Micrometers Micrometers
6,25 um 25 pum J 50 pum

11. abra HT-1080 sejtvonal csupan PBS-ben kezelt képei kiilonb6z6 pixelméretekkel (6,25, 25 és 50
nm) (48)

A mérési idoket is figyelembe véve az aprolékosabb pixelméret (6,25 um) mellett
dontottiink (11. dbra), mert igy lesz a legrészletgazdagabb a kép, illetve, igy nagyobb

szamu spektrum nyerhetd ki.
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12. abra A HT-29 és az A-375 sejtvonalak spektrumainak fokomponens elemzése a fixalas szerint
szinezve (kék- paraformaldehid (PFA), piros-ethanol (EtOH) (92)

A Kklasszikus fixalasok koziil a paraformaldehid és az etanol keriilt kivalasztasra. A HT-
29 ¢s az A-375 sejtvonalakrol késziilt 2-2 metszetet mindkét modszerrel fixaltuk. A
fixalasokat egy fokomponens elemzéssel vizudlisan is szeparaltuk, gy, hogy a

spektrumok értékeit kiszineztiik (12. abra).

4.2 Sejtvonalak vizsgalata

Uj megkozelitésiinkben tumoros sejtvonalak MIR spektrumait hasznaltuk fel, melyeken
elézetesen 1égkori korrekcidt és zajcsokkentést eszkozoltiink. Mivel a sejtek kitapadasa
az aluminium g6z6lt feliiletre nem egy szorosan kontrollalt folyamat, ezért el6fordulnak

egyarant sejtmentes €s igen sejtdus teriiletek is, ennek egyszeriisitett rajzat az alabb

lathatjuk (13. abra).
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13. abra Sejtekkel boritott lemezrdl visszaverodo fény intenzitasa. a: transzflektancia optikai
elrendezése b: egyetlen sejtréteg transzflektanciaja c: tobb sejtréteg atfedése gyenge jelet eredményez
(alacsony atlag transzmittancia). Az ,,a” és ,,c” fényttbol szarmazé spektrumokat eltavolitottuk, és a
végso elemzéseket a ,,b” mintaseregen végeztiik. (85)

Hat csoportra osztottuk a spektrumokat a teljes tartomanyra (4000-648 cm™) szamitott
atlag transzmittancia (T%) értékiik szerint (14. abra). Els6é lépésben a nagy szamu
spektrumok eldszilirése sziikséges, hogy eltavolitsuk a tal magas atlagos T%-ot mutato,
sejtmentes teriiletekrdl szarmazo spektrumokat, majd ezt kovette a vastag sejtrétegeket
(azaz atfedo sejteket) reprezentald pixelek spektrumainak eltavolitasa, melyek tual

alacsony atlagos T%-ot eredményeztek.
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14. 4bra A teljes kozép-IR tartomanyon (4000-648 cm™) az etanol fixalt A-375 sejteket tartalmazé
mintarol készitett kép spektrumait 6 osztalyba soroltuk be az atlagtranszmittanciajuk szerint.
a:<50 T% deformalt csucsok b: 50-60 T% - vizsgalandé csticsokat tartalmaz; c: 60-70 T% -
vizsgaland6 csticsokat tartalmaz; d: 70-80 T% - vizsgalandé csucsokat tartalmaz; e: 80-90 T%
sejtmentes teriiletek; f: 90 T% < - sejtmentes teriiletek. (85)

A HT-29 sejtek esetében jol megfigyelhetd, hogy egyes régidk sejtmentesek voltak (15.
abra, a rdzsaszin terliletek), masok tul sok fényt nyeltek el (15. 4bra, a kék teriiletek). A

sokvaltozos elemzésekbe keriil adathalmaz a fenti szisztematikus adatredukcion esett at.
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15. 4bra Etanollal fixalt HT-29 sejtekrol késziilt képek. a: Az infravoros kép, melyen rézsaszinnel a
sejtmentes teriiletek, zolddel a sejtek, kékkel pedig a vastag, nagy elnyelésii régiok lathatok. b: A
lathaté fény tartomanyaban készitett mikroszkopos kép az ,,a” panelen jelolt teriiletrél. (85)

Az alabbi felosztast alkalmaztuk: a 0-50%-o0s atlagos T% tartomanyt foglalta magaba,
amelyet novekvo 10%-os 1épések kovettek egészen 100%-ig (14. abra). Az 50 %-0s atlag
transzmittancianal alacsonyabb spektrumok nem voltak hasznalhatoak, mivel a csticsok
deformalodtak (pl. az NH-kotés "U" alakja lathato a tipikus V™ alak helyett a 3500-3300
cm™ tartomanyban). A fényvisszaverd sejtmentes feliilet magas transzmissziét mutatott
(>80 %). A megmaradt 50-80%-os tartomanyt 6 darab 5 T%-0s keskeny savra osztottuk
(azaz 50-55%, ..., 75-80%). Minden csoport esetében PCA-t és LDA-t végeztiink a

spektralis tartomany 0sszes kombinaciojan.

41



250
4 - * o.
o™, . = b } T,
. . . . B L T .
125 i P ;‘35 -'.'ch’.- '.3 "o .
. Y (Ui o ‘ -
o’ .o L] $-"‘. ot AP
s & o %m0y Lm0, et
bl e* " o ‘P . "
01. iy . et by ® R R .
.n f‘hﬁ‘l. ‘11 ’ .‘ - ] " - * [ d 'f-l
?““ "‘:"‘..""':l."q|L “a -l* l.l o ..-.-'-.. ~ -t
-125 R IRy Tl
+ “a an " - l-‘-ﬂ'- s T =
R T Lk
-
-250 . . . .
-400 -300 -200 -100 4] 100 200 300 400
b
250
b N s ]
a4 B mm T a
125 R AT
N .gc:l d.-'_s." 'f-.‘ﬂ.l’ .
‘:::1. . " la -l}ri .‘I". .
: R S St BCAR /e T
"1‘1‘ N, o{' e ¥ oa A.L
i, ® .ﬁ by ::I‘ '\.‘ ol + %y . - .
a %% Tee - ml"‘ Ll ﬂ-
a fe ;; -'"4 :'-.'-'7-""? A T
125 e C T Tty et
a'.‘o" .
-250
-400 -300 -200 -100 0 100 200 300 400
B A-375 @& CCDY9865K A HT-29

16. abra Fékomponens elemzés eredményei a PC1-PC2 tengelyek mentén a sejtvonalak szerint
szinezve a spektrumokat (A-375- kék, CCD986SK- piros, HT-29 zéld). Teljes spektrum (a) és az
ujjlenyomat régio (b). (85)

Osszesen 12 PCA-modellt készitettiink el. A daganatos és normél sejtek infravoros
spektrumainak 5 %-os tartomanyait PCA-val elemezve az 50-55 T%-os tartomany (a 6
szisztematikusan vizsgalt 5 %-os spektrumtartomanybol) eredményezte a legjobb
elvalasztast (16. abra). Az 1800-648 cm™ tartoméany jobban teljesitett, mint a teljes
spektrumtartomany. Az ujjlenyomat régidé elnyelési savjai kifejezettebb modon
reprezentaltak a mintak bioldgiai komplexitasat, és jobb elvalasztast tettek lehetove. A
téves osztalyozasok szamat a tényleges osztalyokkal egyiitt kell értelmezni. Emiatt az

LDA a kivalasztott feliigyelt modszer a sejtek osztalyozasara. A 17. abra a. panelje a 65-

crer
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transzformalt sejtes spektrumot sorolt be helyteleniil. A 17. abra b., c. és d. paneljei a

spektrumokat reprezentald pontokat két dimenzidban abrazoljak.

a b
Valés 0
A3T5 HT-29 CCD986SK 1
=1
A3T75 308 17 18 o
= I '2D
‘=
= HT-29 25 155 1 20
S )
o
CCD98RSK 2 2 541 a0
c d = as ® HT-29 A CCDIBESK
0
= 10
w
w
2
o =20
[ ]
L]
-30
30 20 0 0 30 20 -0 0
A-3T5 HT-29

17. abra A 65-70 atlagtranszmittancias spektrumokra végzett LDA eredményének tévesztési
matrixa a teljes analitikai infravéros tartomanyon. ,,b”, ,,c” és ,,d” a kétdimenzioban abrazolt
projekalt spektrumpontokat abrazoljak a sejtvonalak szerint szinezve (A-375 - kék, HT-29 - piros,
CCD986SK - zold). (85)

A tumoros sejtek esetén nagyobb keveredés volt, igy alacsonyabb pontossagot ért el a
modell, szamszeriien 93,92%. Az ujjlenyomat régi6 clemzése mindig nagyobb
pontossagot eredményezett, mint a teljes tartomany esetében. A feliigyelt LDA-modellek
kielégitd eredményeket mutattak az Osszes adatkészleten, mind a pontossdg, mind a

Cohen-féle kappa értékek tekintetében.
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18. abra A teljes és az ujjlenyomat région vizsgalt atlag transzmittancia savokon elvégzett LDA
pontossaga értékei (a) és Cohen-féle kappa értékei (b) (85)

4. tablazat Pontossag és Cohen-féle kappa értékek az egyes LDA modellekre. (85)

50 55 | 5560 | 60 65 | 6570 | 7075 | 75_80
T% T% T% T% T% T%
LDA pontossag(%)
Teljes spektrum 4000-650cm™ | 89,220 | 89,160 | 92,150 | 93,920 | 92,650 | 91,260
Ujjlenyomat régié 1800-650cm™ | 99,400 | 99,510 | 97,970 | 99,250 | 99,840 | 99,790
Cohen-féle kappa
Teljes spektrum 4000-650cm™ 0,827 0,825 0,872 0,899 0,880 0,858
Ujjlenyomat régio 1800-650cm™ | 0,990 0,992 0,967 0,988 0,997 0,997

Az emlitett pontos értékeket az 4. tablazat tartalmazza, és a 18. dbra mutatja be vizualis

demonstracioként. A legjobb elvalasztast az ujjlenyomat tartomanyt vizsgalva a 70-75

T%-os tartomanyaban értiik el, mely szerint 99,84%-o0s pontossagot ért el a modell. Az

0sszes LDA-modell tévesztési matrixat a 5. tablazat jeleniti meg.
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5. tablazat LDA modellek eredményei tévesztési matrixokba rendezve (85)

Teljes spektrum 4000-650cm™

Ujjlenyomat régié 1800-

Valos

50_55T% | A-375 | HT-29 | CCD986SK

= A-375 169 2 4

% HT-29 25 63 7

a CCD986SK 12 4 215
55_60T% | A-375 | HT-29 | CCD986SK

= A-375 214 4 12

% HT-29 38 70 2

a CCD986SK 9 1 259
60_65T% | A-375 | HT-29 | CCD986SK

= A-375 246 12 12

% HT-29 26 92 0

a CCD986SK 3 5 343
65_70T% | A-375 | HT-29 | CCD986SK

= A-375 308 17 18

% HT-29 25 155 1

a CCD986SK 2 2 541
70_75T% | A-375 | HT-29 | CCD986SK

= A-375 346 19 27

% HT-29 43 188 0

g CCD986SK 0 2 613
75_80T% | A-375 | HT-29 | CCD986SK

= A-375 287 15 3

% HT-29 60 127 0

a CCD986SK 7 0 474

650cm™
Valds
A-375 | HT-29 | CCD986SK
204 0 0
1 68 0
1 1 226
A-375 | HT-29 | CCD986SK
261 0 3
0 75 0
0 0 270
A-375 | HT-29 | CCD986SK
273 0 11k
0 107 0
2 2 344
A-375 | HT-29 | CCD986SK
334 0 5
0 172 0
1 2 555
A-375 | HT-29 | CCD986SK
389 0 0
0 207 0
0 2 640
A-375 | HT-29 | CCD986SK
353 1 0
1 141 0
0 0 477
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4.3 Szovetek vizsgalatanak elokisérlete

Nem trividlis dontés, hogy a paraffinba dgyazott blokkbol késziilt metszet feldolgozasa

soran milyen allapoti mintat kivanunk infravords képalkotasnak aldvetni.

0,520

0,462

Micrometers

Micrometers

0774 b.
0714

06%

0593

0533

0473

0412

0,355 |

0,292

0,172

19. abra FFPE blokkbol késziilt metszet paraffinalt (a.) és deparaffinalt (b.) fazisaban késziilt

infravoros atlag abszorbancia képek (48)

Az eldkisérlethez egy tlidérakos blokkot valasztottunk ki, melybdl két metszet késziilt.

Az els6t a paraffin eltdvolitdsa nélkill, a masodikat kétszer 10 perc xilolos kezelést

kovetden mértiik le. A 400 um x 1000 um nagysagu teriilet atlag abszorbancias képeit

(19. abra) szemrevételezve a bal felsd sarokbol indulva atlosan 6-6 spektrumot

valasztottunk ki.
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20. abra 6-6 kézzel kivalasztott spektrum paraffinalt (a.) és deparaffinalt (b.) fazisu metszetrdél. (48)

A spektrumokat megvizsgalva lathato (20. abra), hogy a paraffinalt minta esetén a
lipidekre jellemzd csticsok (a. panel, piros nyillal jeldlve) pl.: a 2900 cm™ koriili értékek
(1. tablazat) erdsen letornek, illetve a csucsok tobb helyen kevésbé hegyesek.
Vilasztasunk a deparaffindlas alkalmazéasara esett, mert a paraffin elnyomja a
szovetekben talalhato lipidek alkotta esetleges kiilonbségeket, a xilolos kezelést kovetden

viszont azonban a fehérjékre és a szénhidratokra jellemz0 cstucsok kifejezettebbé valtak.

4.4 Tiidotumorok szubtipusainak elvalasztasa

A tiiddrakokra jellemzé mindharom szdvettani altipusbol 10-10 mintat valasztottunk ki
(2. tablazat). A 2. és 6. eset azonos betegtdl szarmazo reszekalt tumorok, amelyeket két
kiilonb6zo helyen, de eltéré iddpontban operaltak. A tumoros régionak a H&E festett
targylemezeken torténd azonositasa utan az egymast kovetd targylemezek parhuzamos

tertiletét infravoros mikroszkdppal leképeztiik az aluminiummal bevont targylemezeken

(21. abra).
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21. abra HE festett LUAD metszetrol késziilt digitalis képre illesztett infravorés mikroszkoppal
készitett atlagabszorbacia kép, melyen a csillaggal jelolt helyrol szarmazé spektrumot lathaté az abra
jobb felén (86).

Osszesen 5 analizist végeztiink harom LDA (linearis, kvadratikus és Mahalanobis-
tavolsagot hasznald) és két SVM (linearis nu-SVC SVM ¢és linearis C-SVC SVM
beallitasi) modellel. Az emlitett adatbazis masik részét ezeken a modelleken futtattuk le,
¢s prediktaltuk a szovettani altipust.

Az adatok vizsgalatdhoz két megkozelitést alkalmaztunk, az “esetalap”-t és a "pixel
alapu"-t egyarant. Els6ként az 'esetalapu’ osztalyozasok keriilnek bemutatdsra. Ez a
megkozelités az egyes besorolt spektrumokon alapul, ezért a legalacsonyabb ajanlott
hatarérték 50 %. Minden spektrumot kiilon-kiilon osztalyoztunk a fent emlitett Ot
matematikai modellel. Az eredményeket esetenként tévesztési matrixokba rendeztiik. Az
egyes mintakbol (mintanként 3840 spektrum) a helyesen osztalyozott spektrumok aranyéat
tekintettiik a teljes eset osztalyozas donté tényezdjének. A kiilonbozé cut-off értékeket

Osszehasonlitottuk a modellek pontossaganak rangsorolasa érdekében (6. tablazat).
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6. tablazat A modellek pontossaga kiilonb6z6 kiiszobértékek hasznalatanak esetén (86)

Modellek | Linearis nu- Linearis C- Linearis Négyzetes Mahalanobis-
kiiszobértéke | SVC SVM SVC SVM LDA LDA féle LDA
50%

SQ 90% (9/10) 100% (10/10) | 70% (7/10) | 100% (10/10) 0% (0/10)
SCLC 90% (9/10) 100% (10/10) | 50% (5/10) | 80% (8/10) 0% (0/10)
LUAD 10% (1/10) 100% (10/10) | 20% (2/10) | 20% (2/10) 100% (10/10)

60%

SQ 80% (8/10) 80% (8/10) | 60% (6/10) | 100% (10/10) 0% (0/10)
SCLC 90% (9/10) 90% (9/10) | 40% (4/10) | 70% (7/10) 0% (0/10)
LUAD 0% (0/10) 80% (8/10) | 20% (1/10) | 20% (2/10) 100% (10/10)

70%

SQ 50% (5/10) 80% (8/10) | 50% (5/10) | 90% (9/10) 0% (0/10)
SCLC 90% (9/10) 90% (9/10) | 40% (4/10) | 60% (6/10) 0% (0/10)
LUAD 0% (0/10) 70% (7/10) | 20% (2/10) | 20% (2/10) 100% (10/10)

80%

SQ 20% (2/10) 70% (7/10) | 50% (5/10) | 90% (9/10) 0% (0/10)
SCLC 80% (8/10) 80% (8/10) | 40% (4/10) | 50% (5/10) 0% (0/10)
LUAD 0% (0/10) 60% (6/10) | 20% (2/10) | 20% (2/10) 100% (10/10)

90%

SQ 10% (1/10) 20% (2/10) | 40% (4/10) | 70% (7/10) 0% (0/10)
SCLC 40% (4/10) 70% (7/10) | 40% (4/10) | 30% (3/10) 0% (0/10)
LUAD 0% (0/10) 60% (6/10) | 20% (2/10) | 20% (2/10) 100% (10/10)

95%

SQ 0% (0/10) 20% (2/10) | 40% (4/10) | 30% (3/10) 0% (0/10)
SCLC 40% (4/10) 60% (6/10) | 10% (1/10) | 20% (2/10) 0% (0/10)
LUAD 0% (0/10) 40% (4/10) | 20% (2/10) | 20% (2/10) 100% (10/10)

A linearis C-SVC SVM modell 50%-o0s cut-off értékkel volt a legsikeresebb a szovettani
altipusok elkiilonitésének tekintetében. A tablazatbol egy példat bemutatva: 70%-0s cut-
off értéket és linearis C-SVC SVM-et valasztva lathatd, hogy a 30 esetbdl csak 6 esetben
nem adodott a cut-off-t meghalado érték: 2 minta SQ, 1 SCLC és 3 minta LUAD esetében.
Azonban ezeket az eseteket is helyesen josoljuk meg, ha a mintakat az 50%-0s cut-off
értek alapjan osztalyozzuk. Természetesen a fent leirt modszer finomhangolédsa a tobbi
modellt is javithatna. Erdemes lehet az 50%-nal alacsonyabb kiiszobértékeket (cut-off) is
tesztelni, azonban ez a megkozelités minden bizonnyal nagyobb vizsgalati csoportokat és

tovabbi tesztelést igényelne a vegyes differencialtsagu, példaul adenokarcindma és

laphamrak szovetelemeket is tartalmazo adenosquamosus karcindma esetében.
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Az 0t modell pixelenkénti vizsgalataval kumulativ adatokat kaphatunk az egyes
altipusokra vonatkozdan az egyes spektrumok eldrejelzése alapjan. Az 6t modell
teljesitménye Osszehasonlithatd a szenzitivitas, a specificitds, a pozitiv prediktiv érték
(ppv) és a negativ prediktiv érték (npv) jellemzoi szempontjabol.

7. tablazat Az 6t modell teljesitményei az egyes szubtipusokra (86)

linearis nu-SVC SVM SQ LUAD SCLC

szenzitivitas 71.290% 8.261% 84.192%
specificitas 51.706% | 92.294% 87.872%
ppv 42.465% | 34.895% 77.633%
npv 78.270% | 66.800% 91.747%
linearis C-SVC SVM SQ LUAD SCLC

szenzitivitas 81.645% | 82.890% 88.885%
specificitas 90.484% | 91.442% 94.784%
ppv 81.096% | 82.885% 89.495%
npv 90.791% | 91.445% 94.461%
linearis LDA SQ LUAD SCLC

szenzitivitas 70.900% | 20.001% 50.878%
specificitas 50.469% | 100.000% 70.420%
ppv 41.715% | 100.000% 46.237%
npv 77.622% | 71.429% 74.141%
négyzetes LDA SQ LUAD SCLC

szenzitivitas 91.562% | 23.387% 68.405%
specificitas 58.896% | 99.398% 83.382%
ppv 52.692% | 95.107% 67.300%
npv 93.315% | 72.182% 84.072%
Mahalanobis-féle LDA | SQ LUAD SCLC

szenzitivitas 0.005% | 100.000% 0.010%
specificitas 100.000% 0.008% | 100.000%
ppv 100.000% | 33.335% | 100.000%
npv 66.668% | 100.000% 66.669%

Osszességében, Osszhangban a betegalapi megkozelitéssel, a linearis C-SVC SVM
modell bizonyult ismét a legjobbnak, 81,645 % ¢és 88,885 % kozotti szenzitivitassal és
90,484 9% ¢és 94,784 % kozotti specificitassal a szOvettani altipusok tekintetében (7.
tablazat). A kvadratikus LDA modell nagyobb szenzitivitast ért el az SQ eldrejelzések

meghatarozdsa soran, mint a linearis C-SVC SVM, de alacsonyabb specificitassal.

50



Hasonloképpen, a LUAD mintdk spektrumai esetében a kvadratikus LDA 99%-0s
specificitast adott, de szenzitivitasban elmaradt az SVM-t6l. A kvadratikus LDA
95,107%-0s ppv-vel rendelkezik LUAD esetében, ami jobb, mint a C-SVC SVM
82,885%-os teljesitménye.

A Mahalanobis LDA éltali osztalyozas teljesen téves volt. A modell gyakorlatilag minden
spektrumot adenokarcindmanak mindsitett. Ezért a LUAD minték spektrumaira 100%-0s
szenzitivitas adodott, de a specificitas 0,008%. Az SQ és az SCLC specificitasa hiaba

adott 100%-os értéket, mivel az szenzitivitasok kozel allnak a nulldhoz.
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5 Megbeszélés

Az infravords spektroszkopia egy roncsolasmentes analitikai modszer. A kozép-
infravords tartomanyban, amennyiben a vizsgalt anyagok spektralis mintazata eltérd,
akkor sokvaltozés adatelemzési modszerekkel elkiilonithetéek a mintdk. Ismertek
infraaktiv jelolofestékek, azonban a mi megkozelitésiinkben keriiltiikk ezek hasznalatat.
A modern miiszeres analitikai mdodszerek bevezethetdsége a patoldgiai gyakorlatba tobb
kérdéskorben is hasznos lehet. Az in vitro mintak esetén elsésorban az FFPE blokkok
vizsgalata esetén a klasszikus modszerek elGsziirési feladatait lathatjak el. Az in vivo
megkozelitésben az intraoperativ fagyasztas kérdésének on site, at line vagy online
megvalaszolasat célozza. Roncsolasos (példaul MS) és roncsolasmentes (példaul IR)
felosztas mellett a jeloléses (példaul fluoreszcens festék) valamint jelolésmentes
csoportositas is ismert.

Egyszerli modellrendszerként a sejtvonalakat valasztva, ezek elvalaszthatdsagat tekintve
az els6 kisérletsorozatban jelolésmentes analitikai infravords képalkotast alkalmaztunk
harom human sejtvonal spektrumanak felvételére etanolos fixalast kovetden. Két eltérd
eredetli rakos és egy fibroblaszt sejtvonal keriilt kivalasztasra. A jo jel-zaj ardnnyal
rendelkezd informativ spektrumokat a teljes hullamszamtartomany (4000-648 cm™) atlag
transzmittancids szlirése alapjan valasztottuk ki.

Az infravords spektroszkopia eldonyei kozé tartozik a gyors mérési 1d6, a relativ nagy
ateresztoképesség, jo kalibraciok mellett nem csak mindségi, hanem mennyiségi adatokat
is szolgaltat, illetve egyidejlileg tobb komponens vizsgalatdra is képes. Hatranya a
bonyolult sokvaltozos adatelemzési modszerek készitése és kiértékelése, a viz jelenléte
erdsen befolyasolja a spektrumot.

Elsddleges célunk volt, hogy a jelolésmentes kozép-infravords tartomanyban felvett
spektrumok alkalmasak-e adatelemzésre? Az elOkisérleteket kovetéen a kérdések
megvalaszolasahoz megfeleld adatokat nyertiink ki.

Altalanos  érvényli megkozelitést —alkalmaztunk az  értékelheté — spektrumok
kivalogatasanak problémajara, melynek soran egy értelmes informacidégazdag alcsoportra
szlikithetd le a teljes adatmennyiség. Az étlag transzmittancian alapuld szelekcid nem
nevezhetd elterjedtnek, mivel az irodalomban fellelhetd publikadciokban kezdetekben
foleg kézzel kivélasztott spektrumokat elemeztek tovabb a szerzdk, késdbbiekben

valamilyen sokvaltozds sziirést, példaul hierarchikus fiirtelemzést hasznaltak. A
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szubjektiv kézi kivalasztashoz képest a szelekcidos mddszeriink eldnye az objektivitas és
a reprodukalhatosag a szubjektiv kézi kivélasztdshoz képest. Ez az egyszerl
atlagszamitason alapuld modszer megoldast adott arra, hogy megszabaduljunk a kis
elnyelésti, a reflektiv feliiletrél visszaverddo, hattértél, valamint az ugynevezett deformalt
spektrumoktol, példaul a sejtek atlapolasa soran mért jelek esetén. Az eredmény az, hogy
a sejtek valoban informativ, értékelhetd spektrumai keriilnek tovabbi elemzésre.

Az ujjlenyomat régiét tartalmazo spektrum specifikus lehet a kiilonb6zé normalis
szovetekre (az egyes szerveket alkotd alapszovetek elkiilonithet6ek), valamint a
kiilonboz6 patologiai elvaltozasokra, beleértve a jo- és rosszindulatu daganatokat is. Ez
az ujjlenyomat régio jellemz6itdl fiigg, és azonosithatja a szovet tipusat vagy magat a
1€zi6t.

Gaydou ¢és munkatarsai adatelemzési gyakorlataval ellentétben 4ll a mi
megkozelitésiinkkel, mivel a spektrumokat korrekcid helyett szirtiik (75). Nalunk a
szlrés miatt az elemzett spektrumok szdma csokkent, azonban naluk a korrekci6 soran a
spektrumok szdma valtozatlan maradt, mig néhdny hulldmhossznal a mért értéket az
EMSC algoritmus modositott. A végeredményt tekintve az elemzéshez sziikséges
mindségi bemeneti spektrumokat akdr sziiréssel, akar korrekcios megkdzelitéssel el
lehetett érni. Az Ujszerli Otletiink az volt, hogy minden spektrumbdl kiszamitottuk az
atlagtranszmittancia értékét, €s ezt az értéket vizsgaltuk a szlirés soran.

A modelliink korlatja az aluminiumg6zolt iiveglemezeket hasznald transzflektancias
mérési bedllitas volt. Egy lehetséges diagnosztikai eszkdz endoszkdpba épitve a szovet
Osszecsipésével a csillapitott teljes visszaverédésen (ATR) (93) vagy egyszerl
transzmisszion alapulva is szolgalhatna megfelel6 jelekkel.

Fékomponens elemzéseket végeztiink az dsszes vizsgalt alcsoporton mind a teljes (azaz
4000-648 cm™), mind az ujjlenyomat (1800-648 cm™) tartomanyon. Vizualisan értékelve
az etanolban rogzitett sejtekbdl nyert 50-55 atlag T%-os tartomany, 1800-648 cm
spektrumai mutattdk a legjobb csoportositast. Sikeresen demonstraltuk, hogy a
jelolésmentes képalkotason alapuld modszeriink alkalmas a kiilonb6z6 human sejttipusok
elkiilonitésére a szilirt kozép-infravords spektrumok alapjan. A nem-linearis, feliigyelt
tanitast igényl6 modellek (példaul mesterséges neuralis haldzatok) gyorsan terjednek,
azonban az eredmények €s az egyes valtozok hatasainak értelmezése nem konnyi.

Raadasul a modell talillesztésének kockazata sokkal nagyobb, mint a PCA
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alkalmazasakor (94). Osszefoglalva, a mi ajanlasunk az 1800-648 cm™ kdzép-infravords
spektrumtartomany hasznalata diagnosztikai alkalmazésokhoz. Eredményeink alapjan az
atlag T% alapt sziirést érdemes megfontolni, mint modellépités el6tti spektrum
eldkezelést.

Feliigyelt osztalyozasi modszerként az LDA-t valasztottuk, amely minden vizsgalt
atlag transzmisszids tartomanyban kielégitden jol teljesitett. Az ujjlenyomat régiot
kivalasztva a pontossaga €s a Cohen-féle kappa értékek folyamatosan magasabbak voltak,
mint a teljes régiot alkalmazo modell esetében.

A tumor mikrokdrnyezetét és a normal sejtmentes matrixot nem vizsgaltuk, mivel csak a
tumorsejteket és a normal sejteket hasonlitottuk Ossze egymassal. A kisérleti beallitast
tovabbgondolva szdmos kiilonb6zd normal és transzformalt sejttipus spektrumat kell
Osszegyljteni egy spektrumkonyvtarba. Tovabbi kihivést jelenté kérdés a tumorba
infiltralé immunsejtek azonositasa a tumor stromajaban (95).

Ezen ujszeri megkozelitésiink megmutatta, hogy az altalanositott spektrumsziirés
alkalmazasa utan a feliigyelt vagy nem feliigyelt sokvaltozos elemzés lehetévé teszi a
normal és tumoros mintak elkiilonitését még részben atfedd spektrumok esetén is. Ez az
ujszerd, jelolésmentes megkozelités és az optikai livegszalfejlesztés eldsegiti a kozép-
infravords spektrumon alapuld képalkoté eszkozok 1j diagnosztikai in vivo
alkalmazasainak elterjedését. In vitro eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy
ez az Ujszerli modszer tovabbfejleszthetd in vivo vizsgalati rendszerré, ez az it azonban
tovabbi vizsgalatokat igényel a jovOre nézve.

Sebészeti beavatkozasok kozben annak vizsgalatara, hogy a kimetszés elérte-e az
ép szovetet kulcsfontossagu, mert a nem kompletten rezekalt tumor kitjul. Bar sok
esetben az operatér szabad szemmel meg tudja allapitani, hogy a kimetszés megfeleld,
azonban szamos olyan szdveti makroszkopos allapot is eléfordul, ahol ezt lehetetlen vagy
¢életfontossdgu anatomiai strukturdk kozelsége miatt fontos a kiméletes preparalas. Ilyen
esetekben napjainkban a legelterjedtebb megoldas a friss szovet kimetszése a mitéti
hataron, melyet gyors, fagyasztasos patologiai vizsgalatra kiildenek. A behato fixalast
mell6z6 modszer sordn egy H&E festést kdvetden értesiti a patologus a miitét, hogy
sziikséges-e a rezekcid folytatdsa. Ennek a folyamata jellemzéen nem révidebb 20 percnél

és a mintavételek szama erdsen limitalt a mutéti id0 és a valaszido tekintetében. A
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rezekcids szé€l on site meghatarozas éppen ezért egy olyan feladat, melyre az Gjszerti
megkozelitések bevezethetdségét széles korben vizsgaljak vilagszerte.

A szolid tumorok teljes rezekcidja altalaban a daganatos betegek jobb jovobeli
¢letmindségével €s hosszu tavu tulélésével parosul. A daganat kiterjedésének €s a sebészi
reszekcids hatdrvonalanak a pontos megitélése nemcsak intraoperativ makroszkopos
megfigyelést, hanem szdvettani visszaigazolast is igényel. Rutinszerlien ezt a fagyasztott
metszet kéréssel ersitik meg. Egeté sziikség lenne preciz és gyors, intraoperativ,
helyszini moédszerre, mely képes a rezekcios szélekr6l visszajelzést adni. Azonban
mindeddig egyetlen megbizhaté modszer sem nyert teret a sebészet mindennapi
gyakorlataban. Ennek a problémanak az egyik lehetséges megoldasaként a lathatd fény
tartoményaban Jansen-Winkeln és munkatarsai egy igéretes, festékmentes hiperspektralis
képalkotason alapuld pilot vizsgélatot tettek kozzé 20 vastagbélmiitéten atesett beteg
bevonasaval a reszekcios szélek meghatarozasara (96).

A preoperativ biopszias anyagoknak kiilonds jelentdésége van, és a biopszias anyag
mennyisége korlatozott. A klinikai mintavétel meghatirozza a megvalodsithato patoldgiai
modszereket is. Gyakran végeznek ecsetcitologiat, azonban a sejtekre vagy
sejtcsoportokra  vonatkoz6 diagnosztikai moddszerek korlatozottabbak, mint a
bronchoszkopos szovetmintavétellel gylijtott FFPE mintak szovettani elemzése. Sziikség
van kiegészitd diagnosztikara a szovettani altipusok meghatarozasahoz, hogy anyagot
takaritsunk meg a kozelgd molekuldris diagnosztika szdmara. Az infravoros
spektroszkopia lehet az egyik ilyen eszkoz (97). Az optikai szalakon alapuld technikéak a
bronchoszkopokkal vagy transztorakalis tlikkel kombinalva szintén megzavarhatjak €s
javithatjak a jelenlegi diagnosztikai utakat (98).

Sokaig a kissejtes és a nem Kkissejtes tlidorak kozotti differencidldiagnozis volt a
legfontosabb klinikopatoldgiai szempont. A laphamrak (SQ) és az adenokarcindma
(LUAD) a két leggyakoribb szdvettani altipus. A kissejtes karcinoma (SCLC) altipusnak
a legrosszabb a prognozisa. Vannak ritka daganattipusok, igy a mezotelioma vagy vegyes
entitasok, mint az adenosquamosus karcindéma. A célzott terapidk kifejlesztése és
elterjedése a rutin onkologiai kezelésben sziikségessé tette az altipus-specifikus
differencialast és a kiinduldsi szovet meghatarozasat még a dedifferencialt tumorok és
citologiai mintak esetében is. Ez immunhisztokémiai tipizalassal érhet6 el (99, 100). A

legtobb célzott terapia az adenokarcindma altipusra all rendelkezésre.
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A rutinszeri szovettani szubtipizalds a hematoxilin és eozin (H&E) festésen és 5-6
immunhisztokémiai reakcion alapul. A vékony metszetek alacsony szama ellenére a
szOovetmag mérete és konzisztencidja miatt veszélyeztetett a j6 mindségi nukleinsav-
izolalas megvaldsithatosaga.

A fent emlitett szempont magyardzza az olyan 0j mddszerek sziikségességét, amelyek
immunhisztokémiai reakciok nélkiil képesek meghatarozni egyetlen sejt vagy sejtcsoport
eredetét, igy tobb anyag marad a DNS vagy RNS izolalasara és az ebbdl kovetkezo
molekuléris patologiai elemzésre. Az infravords spektroszkopia erre alkalmas lehet, és
célunk volt osztalyozdsi modellek felallitaisa. Az FT-IR differenciadldiagnosztikai
alkalmazasara dsszpontositottunk a leggyakoribb daganattipusoknal (101). A szdvettani
altipusok megkiilonboztetésére léteznek molekuldris, immunhisztokémiai markerek
(102), azonban ezeket az Gsszességében kis kiilonbségeket az FT-IR nem mutatna ki,
mivel varhat6an inkabb egy, az altipusokra jellemz0 spektralis ujjlenyomatot mutatna ki,
mint a specifikus fehérjék (pl. p63, TTF1) szintjén eltéré mennyiségi Osszetételbeli
valtozast.

Elértiik a szovettanilag jelentds tiidétumor altipusok osztalyozasat. Ravilagitottunk az 6t
multivarians adatelemzési modell kozotti kiillonbségekre is.

E modellek pontossagat tobb cut-off paraméter segitségével szamoltuk ki. Minél nagyobb
a pontossag, annal alacsonyabb a cut-off altalaban. A Mahalanobis-modellel
kapcsolatban erds torzitast figyeltiink meg, mivel minden mintat egy osztalyba josoltunk.
Eredményeink szerint a legjobb elkiilonitést a linearis C-SVC SVM modell érte el 50%-
0s cut-off értékkel kombindlva. A cut-off érték tovabbi optimalizdlasdhoz nagyobb
kohorszra lenne sziikség. A pixelalapt elOrejelzések is sikeresnek bizonyultak.
Osszességében a C-SVC SVM jobban teljesitett, mint a masik 4 modell.

A linearis C-SVC SVM moédszer diszkriminativ ereje feliilmulta a tobbit, azonban a tobbi
modszer egyes egyedi statisztikai mérdszamai - mint példaul az szenzitivitas, specificitas,
ppv, npv - jobbak voltak a szovettani altipusok tekintetében. A tapasztalt patologusok
rutinszeri tevékenységiik soran tobb megkdzelités eldnyeit kombinaljak, ezért a fent
emlitett paraméterek kivaloak (103). A linearis C-SVC SVM szenzitivitasi és specificitasi
értékei hasonld tartomanyban vannak a patologiahoz kapcsolodo képelemzé eszkozokkel,
mint példaul a PAPNET a méhnyakkenethez (104). Az infravords spektralis elemzés

igéretes perspektivat jelent e modszer fejlesztésére, hogy a tomegspektrometriaval
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segitett eszk6zokhoz hasonloan segitse az intraoperativ dontéshozatalt. A
tomegspektrometriaval torténd helyes szdveti osztalyozast nagy pontossag jellemezte,
90,5%-0s szenzitivitassal és 89,7%-o0s specificitassal, ami Osszehasonlithatd a mi
modszertinkkel (105).

Ezek a megkdzelitések reprodukalhatdsagot, objektivitdst és nagyobb pontossagot
igérnek a tiidétumor-diagnosztika jelenlegi modszereihez képest. Az orvostudomanyban
egyre nagyobb sziikség van a személyre szabasra, ami a differencialdiagnosztika gyors
¢és pontos modjat igényli. A megkozelitést még nem validaltak nagyobb Iéptékben.
Osszességében a kiilonbdzé modellekhez a spektrumok felét hasznalva a teljes képzési
1d6 2-12 orat vett igénybe. Az eldrejelzési id6 azonban ezekkel a modellekkel rendkiviil
ler6vidiilt: 5-10 perc alatt lehetséges elvégezni. A patologia jelenlegi rutinszer(i
munkafolyamatdban a legnagyobb késedelmet a minta el6készitése jelenti, amely a
bruttésitast kovetden 1 napot vesz igénybe. A H&E kép alapjan a kivalasztott teriilet
infravoros felvételének ideje mindossze 46 percet vesz igénybe. A nativ sebészeti mintak
elemzése csokkentené a diagnosztikai id6kozoket és lehetévé tenné a helyszini
méréseket. Az intraoperativ megkozelités masfajta detektaldssal is kivitelezhetd lenne, pl.
a Raman-spektroszkopia jobban mukddik vizes kdzegben, mint a fixalatlan, helyszini
mintak.

Ezek az in vitro megkdzelitések alapul szolgalhatnak egy festékmentes intraoperativ
technika kifejlesztéséhez, amely megkonnyiti a sebészeti dontéshozatalt (81, 82).
Osszességében in  vitro eredményeink eldrevetitik az infravords képalkotas
megvaldsithatésagat a kiilonb6zd rdkos altipusok azonositdsara. Valaszthatdo egyéb
kiegészitd modszer lenne a tumortipus-specifikus tumor-asszocialt DNS kimutatasa,
azonban klinikailag megbizhat6 markerek egyeldre nem éallnak rendelkezésre.

Az infravoros technika el6nye, hogy roncsoldsmentes ¢és akdr a helyszinen is
alkalmazhat6. Moddszerlinket szovettanilag igazolt szovetmetszeteken fejlesztettiik ki.
Régota fennalld probléma a mintavétel megfeleldsége a diagnosztikai igényekhez. Az
onkoteam dontéshozatala folyamatosan ndvekvd szoveti diagnosztikai informaciot
igényel. Bizonyos genetikai adatokhoz jgeneracios szekvenaldsra van sziikség, a tobbi
szovettani, immunhisztokémiai vagy fluoreszcens in situ hibridizacios informaciora. Az
infravords  spektroszkopia kevesebb vagy minimalis mennyiségli  szovetbdl is

szolgaltathat sziikséges adatokat. Ez azt jelenti, hogy a biopszids anyagot mas sziikséges
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modszerekhez megsporoljak, ezért kevesebb vagy minimadlis invaziv mintavétel is
elegend6 lenne (106).

A megfeleld cut-off érték kivalasztasa biztositja az elemzés specificitasat. Ezért a
kiilonboz6é szovettani altipusok teriileteit tartalmazo daganatokon, példaul a tiido
adenosquamosus karcindmakon lehetne tesztelni a modszerek esetleg alacsonyabb cut-
off-értékeinek megvalosithatosagat. Ez javithatna az elvalasztas erejét. A szovettani
altipusok teriileteit tartalmazé daganatokon, példaul a tiid6 adenosquamosus karcinomak
a tiidé nem kissejtes karcinoméjanak ritka, vegyes differencialédasu altipusa, amely az
esetek 0,4-4%-at teszi ki. A p63 IHC-reakcido a laphamkomponens azonositasanak
eszkoze. A legalacsonyabb cut-off értéket nagyszami vegyes entitason lehetett
meghatarozni.

Az infravords képalkotas alkalmas lehet a tiidorak altipusainak azonositasara, ezért
kevesebb targylemezre lenne sziikség az IHC vizsgalathoz, és tobb szovet maradna meg
a molekularis patoldégia szamara a lehetséges uj terapidk kivalasztasahoz. Nagyobb
adathalmazokat kell elemezni eredményeink tovabbi alatdmasztisahoz.

Vizsgalatunkban a kozép-infravords képalkotas cimkézésmentes modszerét alkalmaztuk
harom tiidérak altipus spektruménak felvételére. LDA-t és SVM-et végeztiink az dsszes
vizsgalt alcsoporton az ujjlenyomat kozép-infravords tartomanyban. Eredményeink
alapjan az SVM modellek jobban teljesitettek, bar a spektralis eldkezelések tovabb
novelhetik a pontossagot, ezért ez egy tovabbi lehetdség lehet. Sikeresen bizonyitottuk
infravorés modszeriink megvaldsithatésagat a malignus daganatszovet altipusok
elkiilonitésére a kiemelt tartomanyu, jelolésmentes kozép-infravords spektrumok alapjan.
Osszefoglalva, adataink a transzflektiv optikai készlet és az 1800-648 cm™

spektrumtartomany hasznalatat javasoljak a spektrumok kinyeréséhez.
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6 Kovetkeztetések

Az alabbi uj megallapitasok tessziik:

1. Az infravords spektroszkopia transzflektancias mérési elrendezését kiillonbozo
szervek, eltérd entitdsi daganatos sejtvonalai diagnosztikus vizsgalatara
bevezetve, kifejlesztettiik az atlag transzmittancia alapu sziirést. Ezaltal a zaj és
hattérspektrumot sikeriilt minimalizalni.

2. A daganatos sejtvonalakon az atlagtranszmittancia savokat 5 T%-os savokon
kiértékelve az optimalis tartomanynak az 55-60 T%-ot tartjuk.

3. Az eltér6 entitastt daganatos sejtvonalakon a teljes és ujjlenyomat régio
Osszevetése, valamint a feliigyelt és nem felligyelt sokvaltozos adatelemzési
modszerlink egyarant kimutatta, hogy az ujjlenyomat régié a daganatos
sejtvonalak jobb elkiilonitését eredményezi.

4. Infravoros spektroszkopiai elemzéssel a tiidorak kiilonbozé szovettani
altipusainak szétvalasztasat sikeriilt deparaffinalt mintdkon megvalositani,
mellyel a jovOben tobb biopszids szovetminta maradhat molekularis tipizalasra.

5. FFPE mintdkon a tiidorak kiilonb6z0 szoOvettani altipusainak elkiilonitésére

jelolésmentes modszert fejlesztettiink Ki a kiértékelhetd spektrumok alapjan.
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7 Osszefoglalas

A rosszindulati daganatok haldlozasa a terapids modalitasok fejlédése ellenére még
mindig magas. A sebészi reszekcids margdk makroszkopos megitélése bizonytalan, ezért
a probléma megoldasara az utébbi évtizedben megjelentek a nagy adatmennyiségen
alapuld képalkotdé megkozelitések (tomegspektrometria, kétfoton-mikroszkopia,
infravords- és Raman-spektroszkopia). Az élettudomanyokhoz kapcsolodd kozép- és
kozeli infravords alapu mikroszkopos technikék exponencidlisan fejlodtek, kiillondsen az
elmult évtizedben. A rezgésspektroszkopia egy potencialis, roncsolasmentes
megkozelités a rosszindulati daganatok vizsgéalatdra. Célunk a kiilonbozd transzformalt
(A-375, HT-29) és nem transzformalt (CCD986SK) sejtvonalak azonositasa ¢és
elkiilonitése, illetve a tiidérak szovettani altipusainak a megkiilonboztetése a
jelolésmentes kozép-infravords spektrumok alapjan, feliigyelt és nem feliigyelt
tobbvaltozos elemzések segitségével. Jelolésmentes, transzflektancids optikai mérést
alkalmaztuk a kozép-infravords tartomanyban. Mind a teljes (4000-648 cm™), mind az
,uUjjlenyomat” tartomanyokat (1800-648 cm™) teszteltik az etanolban rogzitett
sejtvonalakon, illetve a deparaftfinalt tiidérdk mintak metszeteit tartalmaz¢ teriileteken. A
nem-sejtes spektrumokat ki lehetett zarni a 90% feletti 4tlagtranszmittancia alapjan. A
sejtvonalak elkiilonitésére sikeriilt kifejleszteni az atlagtranszmittancia alapt
spektrumsziirési modszert, mind a fokomponens elemzéssel, mind pedig a linedris
diszkriminancia analizissel. A legjobb elkiilonitést az ujjlenyomat régi6 eredményezte
99,84%-0s pontossaggal a 70-75% atlag transzmittancia tartoményban. Osszességében a
kiilonboz6 eredetli szoveteket modellezd egyedi sejtvonalak elkiilonitésére a kidolgozott
in vitro megkozelitésiink képes volt. Az eltérd tiidérak szovettani tipusok vizsgalata soran
a 3 LDA modell és 2 SVM modellek esetében minél magasabb volt a kiiszobérték (cut
off), annal kisebb volt a pontossag. A linearis C-SVC SVM a legjobb (100%-0s)
pontossagot eredményezte mindhdrom tiidérak altipus esetében, 50%-os kiiszobértéket
hasznalva. A megfelel6 adatkezelés és spektrumfeldolgozas kulcsfontossagu 1épések e
jelolésmentes technika intraoperativ sebészeti alkalmazasara. A kozép-infravoros
képalkotas felhasznalhatdé az FFPE tiidérdk altipusainak megkiilonboztetésére. A
feliigyelt tobbvaltozds eszkozok igéretesek a tiidétumor altipusok pontos elkiilonitésére.

A hosszl tava perspektiva egy spektroszkopia-alapt diagnosztikai eszkoz kifejlesztése.
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8 Summary

Mortality of malignant tumours is still high despite the presence of advanced therapeutic
modalities. The macroscopic assessment of surgical resection margins is uncertain, and
imaging approaches based on big data (mass spectrometry, two-photon microscopy,
infrared and Raman spectroscopy) have emerged to solve this problem. Life science
related mid- and near-infrared microscopy techniques have evolved exponentially,
especially in the last decade. Vibrational spectroscopy is a potential non-destructive
approach for the investigation of malignant tumours. Our aim is to identify and separate
different transformed (A-375, HT-29) and non-transformed (CCD986SK) cell lines and
to distinguish histological subtypes of lung cancer based on label-free mid-infrared
spectra using supervised and unsupervised multivariate analyses. Label-free
transflectance optical setup was used. Both the full (4000-648 cm™) and "fingerprint"
ranges (1800-648 cm™) were tested on cell lines fixed in ethanol and on deparaffinized
lung cancer samples. Cell-free spectra could be excluded based on their average
transmittance above 90%. The spectra filtering method based on mean transmittance was
developed for the separation of cell lines, both by principal component analysis and linear
discriminant analysis. The best separation was obtained for the fingerprint region with
accuracy of 99.84% in the mean transmittance range of 70-75%. Overall, our in vitro
approach was able to separate individual cell lines modeling tissues of different origins.
When examining different lung cancer histological subtypes, the higher the cut-off for
the 3 LDA models and 2 SVM models, the lower the accuracy. The linear C-SVC SVM
resulted in the best (100%) accuracy for all three lung cancer subtypes using 50% cut-off.
Proper data management and spectral processing are key steps for intraoperative surgical
application of this label-free technique. Mid-infrared imaging can be used to differentiate
between FFPE lung cancer subtypes. Supervised multivariate tools hold promise for
accurate differentiation of lung tumor subtypes. The long-term perspective is to develop

a spectroscopy-based diagnostic tool.
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ETH kurzusain részt vehessek, ahol kivaldo szakemberektol tanulhattam - a
mikroszkopiarol, képalkozasrol, képelemzésrdl €s az adatelemzésrdl — olyanoktol, mint
Simon Nerrelykke és Szymon Stoma.

Koszonet Pesti Adridnnak, aki mint TDK hallgatd, majd késdbb intézeti kolléga a
kutatassal Osszefiiggésben mindig ¢és minden téren a legnagyobb buzgalommal és
kitartassal segitette a munkémat.

Koszonom a TDK és diplomazé hallgatdoimnak, akik sokat segitettek a mérésekben és
minden egyéni feladat vagy diplomamunka az én tudoméanyos munkamhoz is egy Gjabb
épitékovet adott.

Kutatdsmenedzsment csoportnak is kdszonettel tartozom, hogy igénybe vehettem a
segitségiiket a disszertacio készitésének fazisdban.

Végiil pedig koszondm a csalddomnak, a bardtaimnak, akik tiirelmesen tdmogattak

mindvégig.
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