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1. Bevezetés

Disszertaciomban a jelolésmentes infravords
spektroszkopia patologiai mintadkon torténd
alkalmazhatdsagat vizsgaltam meg. A lathaté fény
tartomanyan til detektalhatd spektrumok kiszélesitik a
morfologiai vizsgalatok horizontjat. Legyen ez a kérdés
klasszikus mitéttechnika, ugy mint a rezekcios, sebészi
sz¢l meghatarozasa vagy egy, a klasszikus patologiai
preanalitika soran Dbevezethetd eldsziirés késobbi
molekularis vizsgalatokhoz.

A rezgési spektroszkopia a vegyiiletek rezgéseinek
energiavaltozasaival foglalkozik. Egy molekuldban az
atomok folytonos mozgasban vannak. A rotacid és a
transzlacié a legkisebb energidt igényld mozgasok,
melyek soran a kotésben résztvevd atomok tavolsaga és a
kotésszogek nem valtoznak meg érdemleges 1éptékben.

A rezgési spektroszkopia két elkiiloniilt doménje a Raman,
illetve az infravords (infrared - IR) spektroszkopia. Az
infravorés és a Raman-képalkotds egyarant a kémiai
analizis technikdja. A mintdval valo kolcsonhatés soran a
fényszoras tipusa kiilonbozteti meg a kettdt.

A gyakorlatban harom jelentés infravords tartomanyt
szokas megkiilonbdztetni:

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

= kozép vagy mas néven analitikai IR tartomany
(mid infrared, MIR, de leggyakrabban IR-ként
jelolik): 2,5-50 um,

= tavoli IR tartomany (far infrared, FIR): 50-1000
wm.



A kdzép-infravords tartomany (4000-650 cm™) magaban
foglalja az ugynevezett ujjlenyomat tartomanyt (1800-650
cm?), ahol a lipidekre, fehérjé¢kre, amid IlIl-re és
nukleinsavakra jellemz6 csucsok talalhatok (30). Ezt a
tartomanyt azért nevezik igy, mert az ebben a
tartomanyban megjelend abszorpcids savok gyakran
egyediek, tehat egy adott vegyiiletre karakterisztikusak,
ahogyan az embereknél az ujjlenyomat. Az ujjlenyomat
tartomany kiilondsen hasznos az ismeretlen vegyiiletek
azonositasdban és az anyagkeverékek jellemzésében.

Az ujjlenyomat-tartomany jelentésége az infravoros
spektroszkopidban abban rejlik, hogy nagyszamu
abszorpcids savot tartalmaz, amelyek a molekula alapvetd
rezgési modusainak kdszonhetdk. Ezek a rezgési modusok
érzékenyek a molekula kémiai szerkezetére, és részletes
informaciot szolgaltathatnak a mintdban jelen 1évo
funkcios csoportokrol. Példaul a szén-hidrogén kotésre
jellemzdé nyujtasi sav, az ujjlenyomat tartomanyban jo
indikator a szénhidrogének jelenlétére, mig a szén-oxigén
kettds kotésre jellemz0 nyujtasi sav jo indikator a karbonil
funkcids csoportok jelenlétére.

Az ujjlenyomat tartomany az Osszetett keverékek
elemzésében 1is hasznos. Példaul a biofolyadékok
elemzése soran az ujjlenyomat régi6 informaciot
szolgaltathat a kiilonb6zd biomolekuldk: fehérjek, lipidek
¢és szénhidratok jelenlétérdl. Hasonloképpen, a kdrnyezeti
mintdk elemzése soran az ujjlenyomat régi6 informaciot
adhat a kiilonb6z6 szennyez$6 anyagok és egyéb
szennyezddések jelenlétérdl.

Szamos adatelemzési/matematikai technika hasznalhato
az ujjlenyomat régio elemzésére, tobbek kozott a Fourier-
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transzformécios infravords (FTIR) spektroszkopia, a
csillapitott teljes reflexios spektroszkopia és a diffuz
reflexios  spektroszkopia.  Mindegyik  technikanak
megvannak a maga el6nyei és korlatai, és az adott technika
kivalasztasa a specifikus alkalmazastdl és a minta tipusatol
is fiigg.

A spektrumokat gyakran érdemes matematikailag
elokezelni. A vizualizalashoz elterjedt miivelet a spektrum
atlagat kiszamolni ¢és ezt hotérképként bemutatni,
jellegzetesen ilyenek az abszorbanciatérképek, illetve a
hékamerdk képei. Az esetleges miiterméekek, zajok
szlirésének széles irodalma van.

A nyers adatok elkészitése még csak a munka egyik fele,
az adatelemzés hasonld fontossdggal bird miivelet. Az
alapszintii statisztikai miiveleteken tal széles eszkoztar
fejlodott ki a spektralis adatok eldkezelésére és
feldolgozasara.

A legkézenfekvdbb csoportositas, hogy az adott modell
igényel-e feliigyelt tanitast vagy az elkésziilt csoportokat
utdlag feleltetjiik-e meg a mintak csoportjainak.



2. Célkitiizések

Munkacsoportunk célként tlzte ki az infravoros
spektroszkopia patoldgiai alkalmazasanak vizsgalatat. A
kutatasi er6feszitések hosszutdva célja az intraoperativ
diagnosztikdba vald bevezetés, azonban jelen doktori
munka keretében legfoképp a megalapoz6 vizsgalatok
kérdéseit helyeztiik gorcsd ala. A bevezetésben attekintett
rezgési spektroszkdpiai modszerek és a sokvaltozos
adatelemzési modszerek mellett a jelenleg fejlesztés alatt
allo intraoperativ alkalmazasokra is attekintést kivantunk
biztositani.

Az alabbi specifikus célkitizésekkel indultunk neki a
munkanak:

e Jelolésmentes infravords spektroszkopia
alkalmazhatosaganak  vizsgdlata normal ¢s
transzformalt sejtekvonalak elkiilonitésére

e Sejtes rendszerek idedlis mérési paramétereinek
meghatarozasa €s az elérhetd adatfeldolgozasi
megoldasok optimalasa, tovabbfejlesztése

e FFPE mintdkon val6 alkalmazhatdsag vizsgélata,
tekintettel a mintaelOkészités lehetdségeire

e Tiidoérakok szovettani altipusainak meghatarozasa
biopszias és sebészi rezekciok patologiai FFPE
(formalin fixalt, paraffinba agyazott)
szovetmintairol készitett jeldlésmentes kozép-
infravoros karakterisztikajuk alapjan

e Minta- és pixelszintli adatkiértékelési
megkozelitések Osszevetése a jobb szeparacid
eléréséhez



3. Modszerek

Disszertaciom a két megjelent publikdcidomra épiil,
melyben  el6szor  sejtvonalakat  vizsgaltam, majd
kiilonb6z6 szdvettani mintazati FFPE tiidérak mintakat.
A  mitéti  helyszini intraoperativ  dontéstamogatas
elofutaraként egy kevésbé komplex (sejtvonalak) és egy
komplexebb (FFPE tiid6 szubtipusok) kornyezetben
kivantuk bemutatni a patolégiai kérdésekre torténd
valaszadéasi képességet. Az eldkisérletekhez HT-1080
(ATCC, Manassas, Virginia, USA) fibroszarkoma
sejtvonalat hasznaltunk.

Az A-375 melanoma és a HT-29 human vastagbélrak
sejteket az ATCC-t6l (Manassas, Virginia, USA)
szarmaznak. A CCD986SK fibroblasztokat nem
neoplasztikus  sejtvonalként  valasztottuk ki  az
Osszehasonlitdshoz (szintén az ATCC-tél). A sejtek
fenntartdsthoz DMEM (Lonza Group Ltd, Basel, Svijc)
mellé¢ 10%-os FBS (Euroclone Ltd, Pero, Olaszorszag)
puffert adtunk. A sejteket 37 °C-on és 5% COz-0n
inkubdltuk. A sejteket 95%-0s etanol (EtOH) segitségével
fixaltuk, majd PBS-vel mostuk és hagytuk megszaradni.

Osszesen 30 FFPE tiidérék eset blokkjaibél valasztottunk
ki a Semmelweis Egyetem II. Sz. Patologiai Intézet
(kés6bb Patologiai, Igazsagiligyi és Biztositas Orvostani
Intézet) €s 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 human FFPE mintak felhasznalasat a Tudomanyos ¢és



Kutatasetikai Bizottsag (61303-2/2018/EKU)
engedélyezte. A rutin munkafolyamatban a praffinba
agyazott blokk elkészitése a patoldgiai inditast kovetden 1
munkanapot vesz igénybe. Az alabbi harom szovettani

altipust valasztottuk ki: laphamrak (SQ), adenokarcinéma
(LUAD) és kissejtes karcinoma (SCLC).

A spektrumok gytijtésére Fourier-transzformacios kozép-
infravoros képalkotast hasznaltunk transzflekszios optikai
elrendezéssel. A Spotlight 400 mikroszkopot (Perkin
Elmer Inc., Waltham, Massachusetts, USA) a Spectrum
400 spektrofotométerhez csatlakoztatva készitettilk a
képeket. A MCT detektor 4000-648 cm™ hullamhossz-
tartomanyban.

A sejtes mintak esetén a teljes és az ujjlenyomat régiot is
elemeztiik, mig a tiidétumorok esetén csak az ujjlenyomat
régiora koncentraltunk.



4. Eredmények

A mérési idoket is figyelembe véve az aprolékosabb
pixelméret (6,25 pm) mellett dontottiink, mert igy lesz a
legrészletgazdagabb a kép, illetve, igy nagyobb szamu
spektrum nyerheto ki.

A klasszikus fixalasok koziil a paraformaldehid és az
etanol keriilt kivéalasztdsra. A HT-29 és az A-375
sejtvonalakrol késziilt 2-2 metszetet mindkét modszerrel
fixaltuk. A fixalasokat egy fokomponens elemzéssel
vizualisan is szeparaltuk, ugy, hogy a spektrumok értékeit
kiszineztiik a diagrammon.

Uj megkozelitésiinkben tumoros sejtvonalak MIR
spektrumait hasznaltuk fel, melyeken elézetesen 1égkori
korrekciot és zajcsokkentést eszkozoltiink. Mivel a sejtek
kitapadasa az aluminium go6zolt feliiletre nem egy
szorosan kontrollalt folyamat, ezért egyarant eléfordulnak
sejtmentes és igen sejtdus teriiletek is.

Hat csoportra osztottuk a spektrumokat a teljes
tartomanyra  (4000-648 cm™)  szamitott  atlag
transzmittancia (T%) értékiik szerint. Els6 1épésben a nagy
szdmu  spektrumok  eldszlirése  sziikséges, hogy
eltavolitsuk a tal magas atlagos T%-ot mutatd, sejtmentes
teriiletekrdl szarmazd spektrumokat, majd ezt kdvette a
vastag sejtrétegeket (azaz atfedd sejteket) reprezentald
pixelek spektrumainak eltavolitdsa, melyek tal alacsony
atlagos T%-ot eredményeztek.

Osszesen 12 fékomponens elemzést készitettiink el. A
daganatos ¢és normal sejtek infravords spektrumainak 5 %-



os tartomanyait fokomponens elemzéssel értékelve az 50-
55 T%-o0s tartomany (a hat szisztematikusan vizsgalt 5
T%-os spektrumtartomanybdl) eredményezte a legjobb
elvalasztast. Az 1800-648 cm™ tartomany jobban
teljesitett, mint a teljes spektrumtartomany.

Az ujjlenyomat régid elnyelési savjai kifejezettebb mdédon
reprezentaltdk a mintdk biologiai komplexitasat, és jobb
elvalasztast tettek lehetové. A téves osztalyozasok szamat
a tényleges osztalyokkal egyiitt kell értelmezni. Emiatt az
linearis diszkriminancia analizis (linear discriminant
analysis - LDA) a kivalasztott feliigyelt modszer a sejtek
osztalyozasara.

A tumoros sejtek esetén nagyobb keveredés volt, igy
alacsonyabb pontossagot ért el a modell, szamszeriien
93,92%-t. Az ujjlenyomat régi6 elemzése mindig nagyobb
pontossagot eredményezett, mint a teljes tartomany
esettben. A  feliigyelt LDA-modellek kielégit
eredményeket mutattak az Gsszes adatkészleten, mind a
pontossag, mind a Cohen Kappa értékek tekintetében.

Osszesen 5 analizist végeztiink hdarom LDA (linearis,
kvadratikus és Mahalanobis-tavolsagot hasznalo) és két
tamasztd vektor gép (support vector machine - SVM)
(linedris nu-SVC és linearis C-SVC bedllitast) modellel.
Az emlitett adatbazis masik részét ezeken a modelleken
futtattuk le, és prediktaltuk a szdvettani altipust. Minden
spektrumot kiilon-kiilon osztalyoztunk a fent emlitett 6t
matematikai modellel. Az eredményeket esetenként
tévesztési matrixokba rendeztik. Az egyes mintdkbol
(mintanként 3840 spektrum) a helyesen osztalyozott
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spektrumok aranyéat tekintettiik a teljes eset osztalyozas
donto tényezdjének.

Osszességében  és  Osszhangban a  betegalapu
megkozelitéssel, a linearis C-SVC SVM modell bizonyult
ismét a legjobbnak, 81,645 % ¢és 88,885 % kozotti
Szenzitivitassal ¢és 90,484 % ¢és 94,784 % kozotti
specificitdssal a szdvettani altipusok tekintetében. A
kvadratikus LDA modell nagyobb szenzitivitast ért el az
SQ eldrejelzések meghatarozasa soran, mint a lineéris C-
SvC SVM, de  alacsonyabb specificitassal.
Hasonloképpen, a LUAD mintak spektrumai esetében a
kvadratikus LDA 99%-os specificitast adott, de
szenzitivitasban elmaradt az SVM-t6l. A kvadratikus LDA
95,107%-o0s pozitiv prediktiv értékkel rendelkezik LUAD
esetében, ami jobb, mint a C-SVC SVM 82,885%-0s
teljesitménye.
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5. Kovetkeztetések

Az alabbi 4j megallapitasok tessziik:

1.

Az infravords spektroszkopia transzflektancias
mérési elrendezését kilonbozo szervek, eltéro
entitasi  daganatos sejtvonalai  diagnosztikus
vizsgalatara bevezetve, kifejlesztettiik az atlag
transzmittancia alapu szlrést. Ezaltal a zaj és
hattérspektrumot sikeriilt minimalizalni.

A daganatos sejtvonalakon az 4tlagtranszmittancia
savokat 5 T%-o0s sdvokon kiértékelve az optimalis
tartomanynak az 55-60 T%-ot tartjuk.

Az eltéré entitasu daganatos sejtvonalakon a teljes
¢s ujjlenyomat régid Osszevetése, valamint a
feliigyelt és nem  feliigyelt sokvaltozos
adatelemzési modszeriink egyarant kimutatta,
hogy az ujjlenyomat régid a daganatos sejtvonalak
jobb elkiilonitését eredményezi.

Infravords spektroszkopiai elemzéssel a tiidérak
kiilonbozd szdvettani altipusainak szétvalasztasat
sikeriilt deparaffindlt mintdkon megvalositani,
mellyel a jovében tobb biopszids szovetminta
maradhat molekularis tipizalasra.

FFPE mintdkon a tiidordk kiilonbozd szdvettani
altipusainak elkiilonitésére jelolésmentes modszert
fejlesztettiink ki a kiértekelhetd spektrumok
alapjan.
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