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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

AQP:
ATP:
BAT:
cAMP:
CRT:
D:
DAB
FSE:
FDA:

FOV:
GAKA:
GBM:
Gd:
GFAP:
GRE:
v.:
IRB:
KA:
KIR:
MION:

MPS:
MR:
NEX:
NVE:
NSF:
P-gp:
rl:

r2:
ROI:
SE:
SI:
SM:
SPIO:
T:
TE:
TT:
TR:
USPIO:

VEGEF:

WHO:
Z0:

aquaporin

adenozin-trifoszfat

brain around enhancing tumor (halmozé tumor koriili agyallomany)
ciklikus adenozin-monofoszfat

chemoradiotherapy (kemoradioterapia)

Dalton

diaminobenzidin

fast spin echo (gyors spin echo)

Food and Drug Administration (Amerikai Elelmiszer- és
Gyogyszerfeliigyeleti Hatosag)

field of view

gadolinium alapu kontrasztanyag

glioblastoma multiforme

gadolinium

glial fibrillary acidic protein (glialis fibrillaris savas protein)
gradiens echo

intravénas

Institutional Review Board (Intézeti Etikai Bizottsag)
kontrasztanyag

kozponti idegrendszer

monocrystalline iron-oxide nanoparticle (monokristalyos vas-oxid
nanorészecske)

mononuclear phagocyte system (mononuklearis fagocita rendszer)
magneses rezonancia

number of excitations (gerjesztések szdma)

neurovaszkularis egység

nephrogenic systemic fibrosis (nephrogén szisztémas fibrozis)
P-glycoprotein

relaxivitas 1

relaxivitas 2

region of interest

spin echo

signal intensity (jelintenzitas)

sclerosis multiplex

superparamagnetic iron-oxide (szuperparamagneses vas-oxid)
Tesla

echo 1d6

inverziods 1do

repeticios 1d6

ultrasmall superparamagnetic iron-oxide (ultrakicsiny szuperpara-
magneses vas-oxid)

vascular endothelial growth factor (vaszkularis endothelialis novekedési
factor)

World Health Organization (Egészségligyi Vilagszervezet)

zonulo occludens
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2. BEVEZETES

A magneses rezonancias (MR) képalkotas — fizikai alapjainak kdszonhetéen — kivalo
szoveti differencialasi képességgel rendelkezik. A szdvetek kozotti vizudlisan
érzékelhetd jelintenzitas kiilonbséget, azaz a kontrasztot elsdsorban a szovetek intrinzik
tulajdonsagai, igy a protondenzitas, valamint a T1 és T2 relaxacios idékonstansok
hatarozzak meg. Egyéb szoveti jellemzdk, a diffuzid, a szuszceptibilitds, az aramlas, a
kémiai eltolodas és a perfuzio szintén szerepet jatszanak a kontraszt kialakitasaban.
Ezen kiviil, a szekvencidk kiillonb6z0 paramétereinek — dontden a repeticids id6 (TR),
az echo 1d6 (TE), az inverzios i1d6 (TI) és a kibillentési szog — bedllitdsaval tovabb
befolyasolhatjuk a kontrasztot (Nitz — Reimer 1999). Bar ezek a lehetdségek a
vizsgalatok egy részében a szovetek kozott elegendd kontrasztot biztositanak a
diagnozis felallitasdhoz, nagyon gyakran kontrasztanyag (KA) alkalmazasa sziikséges
bizonyos korfolyamatok detektaldsdhoz, a diagnodzis pontositdsahoz, a terapids hatas
monitorizalasahoz vagy funkciondlis €s fiziologiai adatok nyeréséhez. Az Amerikai
Elelmiszer- és Gyogyszerfeliigyeleti Hatosag (Food and Drug Administration; FDA)
becslése szerint az USA-ban évente kb. 10 millio kontrasztanyagos MR vizsgalat késziil
(Zhou et al. 2013). A fentiek alapjan a KA-k alkalmazésa tehat rendkiviili jelentdségii.

A KA-k olyan molekuldk, amelyek — fiziko-kémiai tulajdonsagaiknak koszonhetden
— fokozzék a kiilonb6z6é szovetek kozotti kontrasztot és ezzel eldsegitik a szovetek
kozotti  differencialasi lehetdséget. Komputertomografias (CT) vizsgalatokkal jod
tartalmu KA, mig MR vizsgélatokkal elsdsorban gadolinium (Gd) alapt kontrasztanyag
(GAKA) intravénas (iv.) beadasaval fokozhato a szovetek kozotti kontraszt.

A kozponti idegrendszert (KIR) alkotdo agy és gerincveld — szemben az egyéb
szovetekkel — normalis esetben nem halmozzak a kontrasztanyagokat. Ennek oka, hogy
a KIR-ben a kapillarisok szintjében — a periférias kapillarisoktol eltéréen — létezik egy
kiilonleges permeabilitas barrier, a vér—agy-gat, mely fizikai gatat képez a legtobb
megakadalyozza. Ezért a KIR-ben akkor jon Iétre parenchymés halmozas, ha
valamilyen koros folyamat a vér—agy-gatat karositja és a KA elhagyhatja az

intravaszkularis teret és beléphet az extravaszkularis extracellularis térbe.
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A GAKA-kkal kapcsolatos utobbi években felmeriilé aggodalmak miatt és a
specificitas fokozasa érdekében az egyéb alternativ — mangan vagy vas-oxid tartalmi —
MR KA-k iranti kutatasok is eldtérbe keriiltek (Gale et al. 2015, Finn et al. 2017). Az
aggodalmak kozott szerepel a nephrogén szisztémas fibrozis (NSF) lehetOsége a
besziikiilt vesefunkcidval rendelkezd betegekben (Grobmer — Prischl 2007), valamint
leglijabban a Gd agy- és egyéb szoveten beliili depozicidja, melynek klinikai
jelentdsége egyenldre nem teljesen tisztdzott (Kanda et al. 2015). Mindkét
nemkivéanatos folyamatért inkébb a linedris GAKA-k, mint a makrociklikus molekulak
tehetdk feleldssé, ami miatt a linearis molekuldk haszndlatat korlatoztak, st Europaban
be is tiltottak dket (Ramalho et al. 2016, Runge 2017, McDonald RJ et al. 2017).

Az értekezésben vas-oxid alapii nanorészecskék MR kontrasztanyagként valo
alkalmazasi lehetdségét targyalom intrakranidlis daganatok esetében. Mivel az
ismertetésre keriild Ujszerli vas-oxid alapti kontrasztanyagok KIR-en beliili, MR
képalkotéassal vald detektalasa is nagyrészben kapcsolodik a vér—agy-gat funkciojahoz
¢s épségéhez, €s a vas-oxid nanorészecskék Osszehasonlitasra keriilnek a GAKA-val,
ezért az irodalmi hattér fejezeten beliil el0szor részletesen targyalom a vér—agy-gat
felépitését, funkcidjat és szerepét a kiilonbozd patologids folyamatokban, majd a
hagyomanyos GAKA halmozéas biofizikai hatterét, az alkalmazott vas-oxid alapt
nanorészecskeék tipusait és jellegzetességeit, valamint az ezekhez fliz6d6 fontos

preklinikai vizsgalatok eredményeit ismertetem.



DOI:10.14753/SE.2019.2262

3. IRODALMI HATTER

3.1. Kozponti idegrendszeri barrierek

A neuronok kozotti gyors €s megbizhaté kémiai és elektromos jelatvitel a lokalis
ionos mikrokdrnyezet pontos szabalyozasa nélkiil nem lenne lehetséges. Az evolucid
soran valdsziniileg ez volt az a hajtoerd, mely olyan szabalyoz6 mechanizmusok
kifejlodéséhez vezetett, amelyek biztositjak a belsé kdrnyezet allandossagat. A vér és az
agyszovet kozotti hatdrokon 1évo barrierek kulcsfontossagl szerepet jatszanak ebben a
szabalyozasban (Abbot 1992, Abbot et al. 2005).

Az els6 ilyen barrier a vér—agy-gat, mely a torzsfejlédés soran elészér a porcos

halakban, a tomorfejlieck alosztdlydban jelent meg (Bundgaard 1982). Az agyban és
gerincvelOben ezt a gatat a kapillarisokat béleld endothelsejtek és a kozottiik 1€vo zard
sejtkapcsolatok (tight junction; TJ) hozzak 1étre (Reese — Karnovsky 1967, Brightman —
Reese 1969). Az agyi endothelium a legnagyobb hatarfeliiletet képezi a vér és a KIR
kozott, anatomiai régid fiiggvényében a felillet 150-200 cm?/g szdvet, igy a felnbtt
agyban oriasi, 12-18 m’ Osszfelilet all rendelkezésre a vér és agy kozotti
cserefolyamatokhoz (Nag — Begley 2005). A neuronok / glia sejtek ¢és a kapillarisok
kozotti tavolsag tipikusan 8-20 um, igy ha egy molekula a vér—agy-gaton keresztiil jut,
akkor a rovid diffuzios tavolsag miatt a sejtekhez is konnyen eljut. (Schlageter et al
1999).

A masodik barrier a vér—liquor-gat, melyet a plexus choroideus epithelsejtejei és a

kozottiik — az apikalis (liquor felé nézd) felszinhez kozel — elhelyezkedd TJ-k alkotnak
(Brightman — Reese 1969). A plexusban az epithel sejtek alatt fenesztralt kapillaris
talalhat6. A liquor a plexus choroideus epithelsejtjein keresztiil szekretadlodik a
kamrarendszerbe (Brown et al. 2004).

A harmadik barriert a dura alatt elhelyezkedd arachnoid hartya képezi, mely egy

tobbrétegli epithelium és a belso réteg sejtjei kozotti TJ-kkel hatasos gatat alkot a liquor
¢és a vér kozott. Mivel az arachnoid avaszkularis €s relative kis feliiletet képvisel, ezért a
vér és a KIR kozotti cserefolyamatokban nem jatszik jelentds szerepet (Kandel et al.

2000).
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3.2. Circumventricularis szervek

A KIR-en beliil normalisan is el6fordulnak olyan kis teriiletek, ahol a vér—agy-gat
fiziologidsan hidnyzik: ilyenek az area postrema, eminencia medialis, tuber cinereum,
hypothalamus, hypophysis ny¢l, neurohyphysis, corpus pineale, lamina terminalis és
subfornicalis szerv, dsszefoglalé néven a circumventriculéris szervek (Zlokovich 2008).
Ezek a teriiletek kozvetlentil kapcsolatba 1éphetnek a vérben keringd molekulakkal és
ezaltal alapvetd szabalyozo funkcidkat (pl. hormonok termelése €s transzportja) téltenek
be. A kapillarisok a circumventriculdris szervekben fenesztraltak, de barrier ezen
régiokban is létezik, mégpedig az epithelidlis sejtekben (tanycitdk és ependymalis
sejtek), és ez biztositja azt, hogy a keringd anyagok bediffundalhatnak a

circumventricularis szervekbe, de azon tal nem kertilhetnek (Duvernoy et al. 2007).

3.3. A vér-agy-gat

3.3.1. A vér—agy-gat altalanos jellemzése és a neurovaszkularis egység

A vér—agy-gat egy nagymértékben szelektiv anatomiai €s fiziologiai permeabilitas
barrier, ami szabalyozza az agyszovet tapanyagainak ¢és egyéb biologiailag fontos
anyagoknak a be- ¢€s kilépését, és ezaltal biztositja a cerebralis metabolizmushoz és
neuronalis aktivitdshoz sziikséges bels6 kornyezet fenntartasat (Brigthman et al. 1970).

A permeabilitast szabalyoz6 funkcid egyrészt az endothelsejtek és a kozottik 1évo
TJ-k révén egy fizikai barriertdl (Rees — Karnovsky 1967, Brightmann — Reese 1969,
Nagy 1990) (1. abra), masrészt pedig transzport és metabolikus barriertdl szarmazik. A
zard sejtkapcsolatok a paracellularis molekuladramlast korlatozzak, a specialis
transzport mechanizmusok a transzcelluldris anyagaramlast szabdlyozzdk, az
endothelsejtekben 1évé enzimek pedig az athaladd molekuldkat metabolizaljak. A
barrier funkcidé dinamikusan valtozhat és szabalyozodhat mind fiziologids, mind
patologias kortiilmények kozott (Abbot et al. 2006).

A vér-agy-gatban az endothelium nem elkiiloniilten, hanem egy cellularis

komplexben, ennek elemeivel Osszehangoltan mikodik. Ezt a neurovaszkularis
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egységet (NVE) a kapillaris szegmens (endothelsejtek és bazalis membran), a kdrnyezo
pericytak, a perivaszkularis astrocytdk és mikroglidk, valamint ezen sejtek miikodését
befolyasoldé néhany (altaldban «8 ) “kliens” neuron alkotja (ladecola — Nedergaard
2007) (1. abra). A pericytak a kapillarisok mentén nem folytonosan helyezkednek el és
nyulvanyaikkal az endothel felszin 30-90 %-at fedik. A bazalis membrin mind az
endothelsejteket, mind a perycitdkat korbezarja. Az astrocytak végtalpai a kapillarisokat
korbevéve komplex halozatot alkotnak és az endothelsejteket akar 99%-ban is
beburkolhatjadk. A neuronok axonvégzddései vazokonstriktor neurotranszmitterekkel és
peptidekkel hatnak az arterioldk simaizomsejtjeire, és ezzel szabdlyozzak a lokalis
véraramlast. A mikroglidk a KIR rezidens immunkompetens sejtjei (4bbot et al. 2010).
Az NVE 06sszehangolja a véraramlast a metabolikus igényekkel, tovabba szabalyozza az
adenozin, laktdt vagy az endothelsejtekbdl szarmazd nitrogén-monoxid (NO) altal
indukalt vazodilataciot (Nagy — Nardai 2017). A pericyta/endothelsejt arany és az
astrocyta végtalpak altal fedett kapillaris felszin nagysaga alapvetden befolyésolja a

kapillaris permeabilitast (Armulik et al. 20035).

Basal lamina

% Microglia

1. abra. A és B. Neurovaszkularis egység a vér—agy-gat sejtkapcsolataival. Forras: 4.
Abbot et al 2010, B. Abbot — Friedman 2012. C. Az endothelsejtek kozotti rést TJ
(nyil) zarja le, mely pentalaminalis straktirat mutat (nagyitott belsé kép). Forras:
Reese — Karnovsky 1967.

Az NVE cellularis komponensei kozotti  réskapcsolatok (gap  junction)
kulcsfontossagi szabalyozo szerepet jatszanak: alacsony ellenéllasti csatornaként
funkciondlnak a szomszédos sejtek citoplazmai kozott a kis oldott anyagok, ionok és

second messengerek szamara (Unger et al. 1999). A réskapcsolatok nagymértékben
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befolyasoljak az intercellularis Ca®" transztportot is, ami viszont kritikus a vér—agy-gat

funkcidjanak fenntartasdban (Nagy et al. 1985a).

3.3.2. A vér—agy-gat funkcioi

Ion homeosztazis: a neuronok kozotti normadlis jelatvitelhez nélkiilozhetetlen az

optimalis ion Osszetétel és pH, melyet a vér—agy-gat specidlis ioncsatornakkal és
transzporterekkel szabalyoz. (Somjen 2004).

Neurotranszmitterek: a kdzponti €s periférias idegrendszer neurotranszmitter pool-jai

kozotti keveredést €és ezzel az azonos transzmittereket felhaszndld neuralis halozatok
kozotti interferencidt a vér—agy-gat akadalyozza meg. Ha a plazmaban nagy
koncentracioban 1év6 glutamat excitatoros neurotranszmitter koros mennyiségben kertil
az intersticidlis térbe, mint pl. ishaemia esetében, az excitotoxicitast, sulyos neuron
karosodast okoz. Ezen kiviil a koéros mennyiségli glutamat Ca®" talterhelést, oxidativ
stresszt, mitokondrialis diszfunkiét és DNS fragmentaciot okoz (Kostandy 2012).
Makromolekuldk: A legtobb makromolekula agyba torténd bejutdsat a vér—agy-gat

megakadalyozza. A liquor protein koncentracidja csak toredéke a plazma fehérje
proteinek, mint pl. az albumin, protrombin/trombin és plazminogén/plazmin idegszovet
karositok €és apoptozishoz vezethetnek, ha bekeriilnek az intersticidlis térbe (Gingrich —
Traynelis 2000).

Neurotoxinok: A vérben keringd neurotoxikus molekuldkkal szemben a vér—agy-gat
védelmet biztosit. A neurotoxinok lehetnek endogén metabolitok, proteinek vagy
xenobiotikumok. Tobb, az ATP-kotd kazetta (ATP-binding cassette; ABC)
szuperfehérje csaladba tartozo energiafiiggd efflux transzporter aktivan kipumpalja
ezeket a toxinokat az agyszovetbdl (Begley 2004).

Tapanyagellatds: A vér—agy-gat csak kicsi passziv permeabilitdst mutat tobb

alapvetd vizoldékony tapanyaggal és metabolittal szemben, ezért az endothelsejtek
luminalis és  abluminalis membranjdban  specidlis  transzport rendszerek
expresszalodnak, melyek biztositjak az idegszovet optimalis tapanyagellatasat (Zhang et

al. 2002).
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Immunolégiai elszigetelddés: a vér—agy-gatnak koszonhetden a KIR kivaltsagos

immunologiai statusszal rendelkezik, melyet j6l mutat az a tény, miszerint allogén vagy
xenogén graftok képesek tulélni a KIR-ben, de szisztémasan gyorsan kilokddnek
(Neuwelt 2004). Ugyanakkor a KIR-bdl az extracelluléaris folyadék és a liquor a nyaki
nyirokcsomoékba is aramolhat (a nervus olfactorius mentén €s egyéb paravaszkularis,
paraneuralis Uton) és igy aktivalodhat a szisztémds immunrendszer is (Knopf et al.
1998). A liquor és intersticialis folyadék nyaki nyirokcsomodkba vald kidramlasat
szuperparamagneses vas-oxid részecskékkel is kimutattuk (Muldoon et al. 2004).
Normalis esetben, a mononuklearis sejtek diapedezissel, az endothelsejtek
citoplazmajan keresztiill képesek keresztiilhatolni a vér—agy-gaton, nem pedig
paracelluldrisan, mint ahogy azt korabban vélték (Egelhardt — Wohlburg 2004).
Ugyanakkor patolégids koriilmények kozott, mint pl. gyulladdsos folyamatokban
citokinek ¢€s egyéb dgensek hatasdra az endothelsejtek kozotti TJ-k megnyilhatnak és
ekkor a mononukledris sejtek szamara a paracellularis sejtmigracio is lehetségessé valik
(Bolton et al. 1998). A vér—agy-gaton keresztil jutd leukocytdk a perivaszkularis
terekben, fOleg a kis venuldk koriil akkumulalédnak, és igy a perivaszkularis tér a
koordinalt immunvalasz kialakulasanak helyszinének tekinthetd (Konsman et al. 2007).
A KIR immunologiai elszigetelddése tehat csak részleges, és a kiillonbozd patologias

folyamatokban a karosodott vér—agy-gaton keresztiili leukocyta migracié jelentds lehet.

3.3.3. Az agyi kapillaris endothelsejtek jellegzetességei

Az agyi kapillarisok endothelsejtjei stratégiai fontossagu helyet foglalnak el a
keringd vér €és az agyszovet kozott. Normadlis koriilmények kozott az endothelium
trombozis-rezisztens felszint biztosit, fenntartja a vér folyékonysagat, megakadalyozza
rendszer aktivalédasat (Nagy et al. 2005). Ezen kiviil szelektiv barrierként miikodik a
vér és az extravaszkularis kompartmentek kozott, valamint részt vesz a keringd
vérkomponensek ¢és az agyszovet kozotti jelkozvetitésben (Nagy 1990).

Az endothelsejtek egyrétegben (monolayer) alkotjak a kapillarisok falat, kifejezetten

vékony sejtek, a luminalis és abluminalis membran kozotti tavolsag csak kb. 500 nm. A
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szervezetben mas helyeken eléfordul6 kapillarisoktol eltérden: a.) a cerebralis kapillaris
nem fenesztralt, b.) az endothelsejtek kozotti rést TJ-k zarjdk le, c¢.) az
endothelsejtekben a pinocitézis (nem-specifikus folyadékfazisu endocitdzis) csak
minimalis, ami miatt a transzcellularis transzport korlatozott, d.) a mitokondriumok
szdma nagy, ami biztositja a sziikséges energiat az aktiv transzportfolyamatokhoz, e.) a
TJ-k miatt a cerebralis endothelium nagy elektromos ellenalldssal rendelkezik, ami
korlatozza a paracellularis permeabilitast, valamint /) az endothelsejtek a luminalis és
ablumimalis membranon kiilonbdz6 specidlis transzport proteineket expresszalnak, ami
miatt az endothelsejtek funkcionalisan polarizaltak. (Reese — Karnovsky 1967, Betz et
al. 1980, Nagy et al. 1984, Claudio et al. 1989, Brightman — Kadota 1992, Rubin —
Staddon 1999). Ezen kiilonleges tulajdonsagok egyiittesen biztositjak a restriktiv, de a
mindenkori metabolikus igényeknek megfeleld pontosan szabéalyozott permeabilitést.
Az agyi kapillarisok transzendothelialis elektromos ellenallasa rendkiviil nagy, akar a
2000 Q x cm’t is elérheti, mig mas szovetekben csak maximum 33 Q x cm” mérheté
(Butt et al. 1990). A nagy ellendllas a TJ-knek ¢és az endothel sejtfelszin negativ
toltésének, ez pedig a membran glikoproteinek ¢és glikolipidek szidlsavas
végzddéseinek, a foszfolipidek foszfor-csoportjainak €s a heparin szulfat-csoportjainak

tulajdonithatd (Nagy et al. 1983).

3.3.4. Az endothelsejtek kozotti zaro sejtkapcsolatok: tight junction (TJ)

Az agyi kapillaris endothelsejtek lateralis membranjai k6zott — szemben a nem-

cerebralis endotheliummal — azokat szorosan Osszekapcsold TJ taldlhatd. Normalis

crer

crer

extracellularis folyadékterébe (Begley — Brightman 2003, Wolburg et al. 2009).
Elektronmikroszkdpos képeken a TJ-k az intercellularis réseket lezard pentalaminaris
struktiraként &brazolddnak, amiben a kozépsé lamina vékonyabb, mintha csak a
szomszédos sejtmembranok kiilsé rétegei egymas mellett helyezkednének el, ami arra
utal, hogy ezek a membranok Osszeolvadnak (1. dbra C). Az intercellularis résben tobb

TJ is elhelyezkedhet szakaszosan lezarva az apiko-bazalis iranyban a sejtek kozotti rést.
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(Reese — Karnovsky 1967, Brigthtman — Reese 1969). A sejteket ovszeriien korbevevo
TJ-k nem csak a tormaperoxiddz, hanem a kisebb mikroperoxidaz és a joval kisebb
lantan atjutasat is megakadalyozzak (Reese et al. 1971, Nagy et al. 1979a,b).
Fagyasztva-toréses technikaval késziilt elektronmikroszkopos képeken a kapillaris TJ
egy bonyolult, tobbszords, folytonos fondlszerli strukturaként abrazolodik (Nagy et al.
1984), valamint szegmentalis kiilonbségek is kimutathatok: hasonlé TJ-k még a
posztkapillaris venuldkban is megfigyelhetdk, mig artéridkban és gytijtévénakban a
kapcsolodasi komplex sokkal kevésbé bonyolult szervezdédésti (Nagy 1990).
Mikrostrukturalisan a TJ két, egymassal szemben elhelyezkedd integral membran
proteinek sorabdl all, amelyek egymassal “cipzarszeriien” olyan szorosan kapcsolodnak,
hogy az intercellularis rést lezarjak. Endothelsejteken kiviil a choroid plexus
epithelsejtjei kozott is hasonldo TJ-k detektalhatok. Kiilonféle epitheliumok TJ-it
vizsgéalva egy nagy molekulastulyu polipeptidet (zonula occludens-1, 225000 Dalton;
Da) sikertilt azonositani, mely gy tlinik, hogy az emldsok TJ-iben ubikviter komponens

(Stevenson et al. 1986).

3.3.5. A tight junction permeabilitasat befolyasolo tényezok

A TJ-k dinamikusan valtozé struktarak és integritasuk fenntartasaban a Ca”" alapvetd
szerepet jatszik: Ca®" hidnyos oldatban a TJ-k progressziv fragmentalodasa és
diszkonnekciodja alakul ki, mig a Ca*" inkubaciés folyadékhoz valo hozzaadasa a TJ-k
ujraképzodését eredményezi (Meldolesi et al. 1978, Nagy et al. 1985a). A TJ-k
permeabilitdsanak valtozasa 0sszefiigg az endothel felszini toltésének valtozasaival is: a
polikation protaminszulfattal vagy alacsony pH-j0 oldattal valé perfizi6 utan
patkanyagyban az endothelidlis sejtfelszin negativ toltésének csokkenését és a
az interendothelialis TJ-k szétnyildsa mutathato ki (Nagy et al. 1981, 1983, 1985b).

Ischaemia esetén, amikor anaerob glikolizis €s kdvetkezményes laktat acidozis a
lokalis pH csokkenését okozza, szintén a TJ-k megnyilasa jon 1étre (Nagy et al. 2005).

Hiperozmotikus oldattal valdé perfunddlds utan az interendothelidlis TJ-k az

endothelsejtek Osszezsugorodasa kovetkeztében megnyilnak és makromolekuldk
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szamara atjarhatova valnak (Rapoport 1970, Rapoport et al. 1972), ami
elektronmikroszkoppal is kimutathat6 (Brightman et al 1973, Nagy et al. 1979b).

Nyomads-pulzus modellben és Araminnal (szimpatikomimetikum) indukalt akut
hypertenzioban is detektalhaté a TJ-k megnyildsa a kapillaris falak talfeszitése miatt
(Nagy et al. 1979a,c). A TJ-k komplett szétvalasztddasanak direkt vizualizalasa
kriofixacios technikéval valt elérhetdvé (Nagy et al. 1988), a korabban alkalmazott
aldehid fixalas csak indirekt bizonyitékokkal szolgalt a keringd tracer extracellularis
megjelenésével.

A thrombogenetikus ¢és fibrinolitikus faktorok endothelsejtekkel vald interakcioja
sejtkontrakciot és a vér—agy-gat permeabilitdsanak megvaltozasat okozza, amit human
endothelsejt kultaraban (Nagy et al. 1995) és in vivo is kimutattak (Nagy et al. 1998).
Ez a mechanizmus szerepet jatszhat az ischaemiés vazogén 6déma képzddésében.

Az NVE sejtjeibdl szarmazo vazoaktiv faktorok és citokinek szintén befolyasoljak a

TJ-k szervezddését és a paracellularis permeabilitast (Abbot et al. 2006).

3.3.6. A vér—agy-gat indukcioja és fenntartasa

Az endothelsejtek barrier tulajdonsdgainak a kialakuldsdban dont6 jelentdsége van a
mikrokornyezetnek (Stewart — Wiley 1981, Nagy — Martinez 1991).

Az astrocytdk kulcsszerepet jatszanak a vér-agy-gat jellegzetességeinek
létrehozasaban ¢és fenntartasaban, igy a TJ-k képzddésében ¢és a kiilonbozo
transzporterek lumindlis ¢€s abluminalis endothel membranon valé polarizalt
expressziojanak kialakitasdban (Abbott 2002, Wolburg et al. 2009). Az astrocytak
eldsegitik a TJ-k expressziojat és az interendothelidlis kapcsolatok hosszusdga és
komplexitdsa szignifikdnsan nagyobb a ko-kultirdban, mint a csak endothelidlis
kultardban (Tao Cheng et al. 1987, Nagy — Martinez 1991). Az endothelsejtek kozotti
TJ képzddést astrocyta-kondicionalt médiummal is indukélni lehet, ami bizonyitja az
astrocytaktdl szarmazd oldékony vegyiiletek, citokinek és egyéb faktorok hatésat
(Abbott 2002). Ezek a molekulak tobbek kozott feliilregulaljak az endothelidlis ciklikus

crcr

képes a TJ rezisztencia fokozdsara (Brightman — Kadota 1992). Az astrocytak
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tapanyagokat is biztositanak a neuronok szamdra, szabalyozzdk a glutamat szintet és
neutrophinokat is termelnek (Nagy — Nardai 2017).

Az astrocytdk miikodésére viszont az endothesejtek 1is kihatnak, pl. az
endotheliumbol szarmazo leukémia inhibiting factor (LIF) segitségével szabalyozzak
kapcsolat nélkiilozhetetlen a kapillaris normalis differencidlodési folyamatiban és a
vér—agy-gat kialakulasaban (Nico et al. 1994).

A pericytak legtobbszor a TJ-kkel szemben helyezkednek el, ami lehetdvé teszi
szamukra, hogy trofikus faktorok kibocsatasaval, majd parakrin jelatvitellel a vér—agy-
gat funkciodt szabalyozzdk (Lai — Kuo 2005). Mind in vitro, izolalt mikroerekben és in
(Fernandez-Klett et al. 2010). Azt is kimutattdk, hogy a kapillaris pericytdk
szabalyozzdk az agyi vérdramlast mind €p, mind koros koriilmények kozott, és a
kapillarisok aktiv dilatdcidja megeldzi az arteriolak kitdgulasat szenzoros stimulus
hatasara (Hall et al. 2014). Ugy tiinik, hogy a pericytak kontrakcidja tehetd feleléssé
ischaemia esetén az inkomplett mikroér reperfiizié (igynevezett “no reflow fenomén”)
kialakulasaért (Yemisci et al. 2009) is. A kapillaris véraramléas szabalyozason kiviil, a
pericytak elsddlegesnek vélt funkcioi az endothel proliferacid, migracio, differenciacio
¢és tulélés, valamint az 0j kapillarisok novekedésének és elagazodasainak szabalyozasa.
Ezzel 6sszhangban allatkisérletekben kimutattdk, hogy a pericytak hianya korreladl az
endothel hyperplazidval, a nagyobb kapillaris atmérdvel, az endothelsejtek koros
alakjaval és mikrostruktargjaval, a junkciés proteinek megvaltozott cellularis
eloszlasaval €s a transendothelialis permeabilitds fokozddasaval (Hellstrom et al. 2001).
In vitro kisérletben azt is kimutattdk, hogy az agybol szarmazo6 pericytak neuronokka
képesek differencialédni (Dore-Duffy et al. 2006). Ezek az eredmények azt
hangsulyozzak, hogy a pericytdk nem csak az angiogenezisben, hanem a neuronalis
differencidlodasi képesség miatt a post-stroke plaszticitdsban is kulcsfontossagu
szerepet jatszanak (Nagy et al. 2017).

A bazélis membran fizikai stabilitast ad a kapillarisnak és megfeleld kozeget biztosit

a sejtek kapcsoldodasihoz. Osszetétele szerint két “lemezre” oszthatd: az
endothelsejteket korbevevo és a pericytakat is bedgyazd perivaszkularis extracellularis

matrix (bazélis lamina-1), valamint az ettdl kiilénb6z0d, az astrocyta végtalpak mentén
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1év6 és az agyi parenchymat hatdrolo extracellularis matrix (bazélis lamina-2) (4bbot et
al. 2010). A bazalis membrant a pericytak termelik, f6 épitéelemei a kollagén, a
fibronektin és a laminin, valamint glikoproteinek ¢€s proteoglikanok (Lai — Kuo 2005).
Az agyi kapillaris permeabilitast nagymértékben befolyédsoljadk a bazalis membranban
torténd valtozasok is, igy pl. stroke-ban és gyulladasos folyamatokban a bazalis
membran karosodasa is hozzajarul az 6déma képzddéshez (Asashi et al. 2001).

A mikroglidk az agy immunkompetens rezidens sejtjei. Immunologiai surveillance
szerepiikon kiviil fontosak a vér—agy-gat integritdsanak fenntartasdban, valamint a
sejtek  kozotti  kommunikacido és a  transzcellularis  transzport folyamatok
szabalyozasaban (Pardridge 1992).

A neuronok az NVE alkotorészeként a vér—agy-gat szabalyozasaban és valosziniileg
indukciojaban is részt vesznek. Az astrocytdk ¢és az endothelsejtek noradrenerg,

szerotoninerg, kolinerg ¢s GABA-erg neuronokkal innervaltak (4bbot et al. 2010).

3.3.7. A vér—agy-gat transzportmechanizmusai

A tapanyagok, ionok és egyéb molekulak a.) paracellularis diffuzioval, vagy b.)
az endothelsejteken keresztiil, transzcellularis uton juthatnak at a vér—agy-gaton.

Paracellularis diffizié: ezzel a passziv folyamattal csak a kis lipofil (< 400 Da) és
minimalis mennyiségben kicsi, vizoldékony molekulak kertilhetnek at a vér—agy-gaton
a koncentracio gradiens iranyanak megfelelden (2. abra). A paracellularis permeabilitas
fiigg a TJ-k integritdsatol, az endothelsejtek morfoldgiai valtozasatol, valamint
elektrokémiai, hidrosztatikus és ozmotikus géadiensektdl (Nagy et al. 1979b, 1981,
1985a,b, Neuwelt 2004, Zlokovicz 2008). A TJ-k az ionok passziv atjutdsat sem
engedik, és ezzel megakadalyozzék, hogy az agyszoveti elektrolit szintek kdvessék a
vérben 1évo elektrolit fluktuaciokat (Kimelberg 2004).

Transzcellularis ut: lehet energiafiiggd vagy energiat nem igénylé folyamat. Ide
tartozik a transzcellularis difffuzio, a karrier-medidlt transzport, a receptor-medialt
transzcitozis €s az adszorpcio-medialt transzcitdzis, valamint az efflux transzport
rendszer (2. abra).

Transzcelluldris diffuzié: az oldott anyagok endothelsejteken keresztiili passziv
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octanol/viz particids koefficienssel lehet megjosolni (Pardridge 1999). A diffuziot
korlatozo tényez6k a molekula tomege (> 450 Da), nagy polaris felszine (> 80A%) és
hidrogénkotéseinek a szama (>6); ez utdbbi nagymértékben megnoveli a vizfazisbol a
membranlipidbe vald atkeriiléshez sziikséges energiat (Abbot et al. 2010). A pozitiv
toltésti vegyiiletek penetracioja viszont konnyebb, mivel a negativ toltésti endothel
sejtmembranhoz val6 affinitasuk nagyobb (Nagy et al. 1981). A vérben oldott gazok,
02 ¢és CO2 is a koncentraci6 gradiens irdnyaban passziv diffuzioval keriilnek at a vér—
agy-gaton, igy a géaztranszport mindaddig adekvat, mig a véraramlas fiziologiai hatarok

kozott marad (4bbot et al. 2010).

Paracellular Transcellular Transport Specific Adsorplive pgp, MRP &
aqueous lipaphilic proteins receptor- endocytosis OAT efflux
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2. dbra. A vér—agy-gat transzportmechanizmusai. Forras: Neuwelt 2004.

Brain

Karrier-medidlt traszport: szaturalhatdé folyamat, ami lehet energia fiiggd, vagy

fliggetlen. A karrier fehérjék szdmtalan, a metabolizmushoz nélkiilozhetetlen oldott
anyag transzportjat végzik, legfontosabbak a glukéz, aminosavak, nukleozidok,
monokarboxil savak, organikus anionok és kationok. A transzport fehérjék egy része
polarizéltan expresszalodik az endothelsejteken vagy a luminalis, vagy az abluminalis
membranon, mig mas transzporterek mindkét membranon megtaldlhatok. Az
endothelsejtekben a Na-fiiggetlen glukoz transzporter a GLUT-1 expresszalodasa 3-4x
nagyobb az abluminalis, mint a luminalis membranon. (Betz et al 1980).

Receptor-medidlt transzcitdzis: szaturalhatd, aktiv folyamat, a f6 mechanizmus,

mellyel makromolekulak (proteinek, peptidek pl. inzulin, transferrin, leptin, LDL)
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keriilhetnek at a vér—agy-gaton (Zlokovic et al. 1990). A folyamat soran a
makromolekula (ligand) specidlis membranreceptorhoz kapcsolodik és ez triggereli az
endocitozist, majd a képzddd vezikula a citoplazman keresztiilhalad €s exocitozissal
iiriil az ellenkezd oldalon (Palade — Bruns 1968).

Adszorpcio-medidlt transzcitdzis: pozitiv toltésti kationok interakcidja a sejtfelszin

negativ toltésti komponenseivel indukalja az endocitézist, majd a transzcitézist. igy
szallitodnak pl. az albumin és egyéb plazma proteinek (Pardridge 1994).

Efflux transzport rendszer: néhany lipofil molekula ¢€és gyogyszer agyba valo

penetracioja joval kisebb, mint ami a particios koefficiense alapjan varhato. Ennek oka,
hogy ezek a vegyiiletek aktivan effluktalodnak az endothelsejtek membranjaban
elhelyezkedd efflux transzporterek segitségével. Ezek a transzport fehérjék az ABC
transzporter szupercsaladba tartoznak. A legfontosabb efflux transzporterek: P-
glycoprotein (P-gp, Multidrug Resistance Protein), a Multidrug Resistance-associated
Proteinek (MRPs) és a Breast Cancer Resistance Protein (BRCP). A P-gp és BRCP a
luminalis, mig az MRP-k mindkét membranoldalon elhelyezkedhetnek. Ezek a
rendszerek aktiv pumpak, ATP igényesek ¢és fO szerepiik, hogy az agybol és az
endotheliumbol visszaszallitsak a potencidlis neurotoxikus (endogén ¢és xenobiotikus)
molekuldkat a vérbe, tehdt neuroprotektiv és méregtelenitd funkciot latnak el.
Ugyanakkor, mivel kiilonb6z6 gyogyszerek ezen efflux transzporterek szubsztratjai
lehetnek, ezért a gyogyszerek agyba valo penetracidja jelentdsen csokkenhet. (Schinkel

1996, Begley 2004, Zlokovicz 2008, Neuwelt et al. 2011).

3.3.7. Ion és viztranszport, viz homeosztazis és agyodéma

Az energia-fiiggd Na'-K' ATP-4z az ablumindlis oldalon helyezkedik el, az
endothelsejtekben 1évé Na'-ot az intersticidlis térbe, a K'-ot pedig onnan az
endothelsejtekbe viszi. Egyéb ion pumpakkal egyiitt, mint a Na'/HCO3 és CL/ HCOs
dontd jelentésége van a transzmembran elektrokémai gradiens és a viz homeosztazis
fenntartasaban (Neuwelt et al. 2011).

A vér—agy-gaton keresztiili ion mozgasokat a viz is koveti. A viz transzcellularis

diffuzioval vagy facilitalt diffizioval vizcsatorna-fehérjéken (aquaporin; AQP) halad
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keresztiil organikus €s inorganikus ionok kiséretében. A KIR-ben az aquaporinok koziil
leginkdbb az AQP4 expresszalodik foleg az astrocytakban. Az AQP4 szerepe a viz
homeosztazisban és az 6déma képzddésben kulcsfontossagu (Badaut et al. 2002).

Klatzo az agyddéma két tipusat kiilonboztette meg eltérd pathomechanizmusuk
alapjan. A citotoxikus 6déma hatterében celluldris duzzadas all, mig a vazogén
0démaban a fokozott vaszkuléaris permeabilitds vezet a folyadék akkumulacidhoz az
extracellularis térben (Klatzo 1967, Klatzo, 1987).

A citotoxikus 6déma keletkezésében a fO szerep az astrocyta végtalpakban 1évo

AQP4 vizcsatornaké: az 6déma folyadék az intravaszkularis térbdl intakt vér—agy-gat
(tight junction) mellett az AQP4-en keresztiil dramlik és elsOsorban az astrocyta
talpakban akkumulalodik (Bonomini — Rezzani 2010).

A vazogén 6démaban viszont a vér—agy-gat TJ-k permeabilitdsa valtozik meg, ami

lehetove teszi a plazma folyadék (viz és oldott anyagok, szérum proteinek) kdzvetlen
extracellularis térbe valo aramlésat az astrocyta nyulvanyok kikeriilésével (Bonomini —
Rezzani 2010). A szérum proteinek extravazacidja és az agyszoveti folyadékretencid
kozott szoros kapcesolat van (Klatzo 1987). Az extravazalddott proteineket az astrocytak
képesek felvenni és ezzel eldsegitik az 6déma felszivodasat (Klatzo et al. 1980). Az
extracellularis  tobbletfolyadék elimindldsa az AQP4 csatorndakon keresztiil
transzcellularis tton is torténhet (Papadopoulos et al. 2004).

Kiilonb6z6é KIR-1 patologids folyamatokban (ischemia, vérzés, trauma, tumor,
infekci6) a kialakulé agyodéma a vezetd komplikacid. A szteroidok a tight junction
fehérjek képzodeését feliilregulaljdk, ezzel azokat erdsitik, ezért a vazogén 6démat
csokkentik, viszont nincs érdemi hatasuk a korai ischaemia altal okozott citotoxikus
0démaban (Harke 2008). Az ischaemia késObbi fazisaban viszont vazogén 6déma is
kialakul, mégpedig bifazisosan: a barrier els0 megnyilasa az oklaziot, majd a
reperfuziot kovetd reaktiv hiperémiaval kapcsolatos, mig a masodik fazis mar a sulyos
ischaemids agyszoveti karosodas soran késobb alakul ki (Klatzo 1987).

A vazogén 6démaképziddés ellen hat a vér—agy-gat azon tulajdonsaga is, hogy a
hidraulikus konduktivitasa kicsi (a hidrosztatikus nyomas altal indukalt vizfiltracidval
szemben kifejezetten nagy az ellendllasa), ami megakadéalyozza a viz tdomegaramlasat és

vele egyiitt az ionok ¢€s fehérjék aramlasat az agyba (Fenstermacher 1984).
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3.3.8. A vér—agy-gat jelentésége kiilonbozo6 koros folyamatokban

A vér-agy-gat fizikai és funkciondlis integritdsa szdmtalan koros folyamatban
megvaltozhat. A barrier diszfunkcio 1étrejohet a TJ-k kiilonb6z6 mértékii karosodasa, az
endothelidlis és glidlis transzport rendszerek, enzimek és csatornak megvaltozott
expresszioja €s mikodése, valamint a lumindlis adhéziés molekuldk feliilregulalasa
miatt, mely leukocyta adhéziot és transzmigraciot eredményez (Neuwelt et al. 2011). A
koros folyamatokban az NVE sejt-sejt interakcidinak megvaltozasa — kiilondsen az
endothelsejtek és astrocytak kozott —, valamint a mikrogliak aktivacidja citokinek és
kemokinek szekretalasaval szintén kimutathato (Smith et al. 2012).

A vér-agy-gat szamtalan KIR-1 patologids folyamatban involvalt: pl. gyulladés
(abscessus, meningitis, encephalitis), SM, trauma, ischaemia, tumor, demencidk,
Alzheimer kor, Parkinson betegség, epilepszia, depresszio, hepatikus encephalopathia,
HIV, valamint magashegyi betegségben kialakult agydodéma. A legtobb esetben
kiilonb6zé mechanizmusok kombinacioja detektdlhatdo a barrier zavar hatterében, és
nem allapithatd6 meg pontosan, hogy a betegség kezdetén a barrier karosodas oki
tényez6-e, azonban a barrier zavar hozzajarul a betegség kifejlodéséhez és

sulyosbitasdhoz (Persidsky et al. 2006, Neuwelt et al. 2011, Nagy et al. 1995, 1998).

3.3.9. Agytumorok és a vér—-agy-gat; vér—tumor-gat

Az agytumorokat illetden létezik egy téves felfogas, miszerint az endothelidlis gat
vagy nyitott (mint szisztémdas tumorokban), vagy zart (mint a normalis agyszovetben).
A valésagban az agytumorok érhéaldzata egyfajta koztes permeabilitassal rendelkezik: a
neovaszkularizdcié miatt koros kapillarisok alakulnak ki, melyek fenesztraltak, az
endothelsejtek pinocitotikus aktivitdsa fokozott, a perivaszkularis astrocyta végtalpak
hianyoznak és a TJ-k kiilonb6z6 mértekben koros szerkezetliek. A vér—tumor-gat koros
permeabilitasat és az 6déma képzddését a vaszkuléris endothelidlis novekedési factor
(VEGF) fokozott expresszalodasa tovabb noveli. A permedbilis vér—tumor-gat lehetévé
teszi ugyan bizonyos proteinek és gyogyszerek vérbdl agytumorba valo keriilését, de

Osszességében elmondhatjuk, hogy a primér és metasztatikus agydaganatok hatasos
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kezelésének egyik akaddlya maga a vér—agy-gat, mely korldtozza a megfeleld
gyogyszer koncentracio elérését (van Tellingen et al. 2015).

Kemoszenzitiv tumorok, mint pl. kissejtes tiidorak, emlérak, lymphoma ¢€s csirasejtes
daganatok esetében komplett szisztémas valaszt lehet elérni, mikozben a KIR-1
manifesztacid progredidloédik (Doolittle et al. 2002). A szisztémas és KIR-i tumorok
terapids valasz kiilonbsége tobb tényezdére vezethetd vissza. A vér—tumor-gat
kifejezetten heterogén, azaz altaldban sokkal permeabilisabb a tumor kdzponti részében,
mint a jol vaszkularizalt, aktivan proliferalodo, infiltrald periféris részen, azaz a tumor-
agyszovet hataron, ahol a vér—tumor-barrier mar inkdbb vér—agy-gat jellegli. Ez a
tumoron beliili kiilonb6zé permeabilitas meredeken csokkend kemoterapias szer
koncentraciot eredményez a gyorsan novekvd tumor periféridn, mivel a centralis,
hipoxias, permedabilis tumorrész feldl a diffuzid erdsen korlatozott (van Tellingen et al.
2015). Ez a kemoterapia hatastalansagénak egyik f6 oka lehet. Masrészt, a kezelés
hatasara, a tumorvolumen csdkkenésével a vér—tumor-gat integritasa is javul, pl. primér
KIR-i lymphomaban 6 hét kemoterapia utan a vér—agy-gat integritdsanak helyreallasat
lehet kimutatni (Ott et al. 1991), de a regresszio csak rovid ideig tart. A vér—agy-gat
ozmotikus megnyitasaval €s ezt kisérd intraarterialis kemoterapias kezeléssel azonban a
primér KIR-1 lymphomads betegek talélése javithatd: 42%-o0s 5 éves talélési rata kognitiv
funkci6 vesztés nélkiil (McAllister et al. 2000).

A vér—agy-gat ozmotikus megnyitasanak lehetdsége régota ismert (Rapoport 1970).
Hazai kutatok, Nagy ¢€s mtsi. is sikeresen alkalmaztdk kisérleti koriilmények kozott
(Nagy et al. 1979b, 1988). Klinikai haszndlhatésagat Neuwelt €s mtsi. bizonyitottak
(Neuwelt 1989, Kroll and Neuwelt 1998). A vér—agy-gat ozmotikus megnyitasa utan
lényegesen magasabb, akar 100-szoros szoveti gyogyszer koncentracio érhetd el az iv.
beadashoz képest (Kraemer et al. 2002). Csirasejt tumoros, sét gliomas betegek is
sikeresen kezelhetdk ezzel a modszerrel (Jahnke et al. 2008, Guillaume et al. 2010).
Fontos eldnye a vér—agy-gat ozmotikus megnyitasos modszernek, hogy miutdn a vér—
agy-gat ismét zarult, a szisztémads keringésben 1év0 gyogyszerek kelatokkal, vagy egyéb
modositd agensekkel (pl. tioszulfat) semlegesithetdk, tehat a szisztémas toxicitds
csokkenthetd, mig az agytumorban a gydgyszer nem hatastalanodik, mivel az ujra
bezarult vér—agy-gat ismét két kiilon kompartmentet képez. Masik elony, hogy a kezelés

nem tarsul kognitiv funkci6 vesztéssel, szemben a sugarterapiaval (Neuwelt 2004).
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3.3.10. A vér—agy-gat leképezése

A vér—agy-gat kdrosodasanak kimutatasdhoz leggyakrabban kis, vizoldékony, rovid
plazma felezési idejii (<1 6ra) KA-kat hasznalunk. CT esetében a jodtartalmu KA
denzitasfokozodés, azaz halmozas formajaban mutatja a vér—agy-gat karosodas helyeit,
legyen az tumor, gyulladds vagy egyéb patologia. A Hounsfield egységekben (HU)

MR vizsgalat soran a vér-agy-gat sériilés kimutatdsahoz vizoldékony,
paramagnetikus GAKA-t hasznalunk, mely jelintenzitas fokozodast okoz a T1-sulyozott
képeken, €és a halmozas a CT-hez képest nagyobb szenzitivitdssal mutatkozik. A CT-n
1évé halmozassal szemben, az MR-en lathatd jelintenzitds fokozodas a KA-t indirekt
modon mutatja a szoveti T1 relaxacids idéallanddé megvaltoztatdsa révén, valamint a
jelintenzitas fokozddas és a KA koncentracio kozotti 6sszefiiggés nem linearis.

A kutatas alapjaul szolgal6 és a dolgozat {6 témajat add szuperparamagneses vas-
oxid részecskék szintén alkalmasak a vér—agy-gat integritds vizsgalatdra, amint azt a

késdbbiekben részletesen ismertetett eredmények is mutatjak.

3.4. MR kontrasztanyagok

Az MR kontrasztanyagokat a kovetkezd jellemzdOk alapjan lehet csoportositani:
magneses tulajdonsagok, kémiai dsszetétel, ionos €s nem-ionos, az MR képalkotas mely
paraméterét valtoztatja meg, pozitiv vagy negativ kontrasztot okoz-e, milyen fém
atomot tartalmaz, a szervezetbe vald beadas formaja, biodisztribucio és alkalmazas.
Eloszlasuk szerint intersticidlis-extracellularis, intravaszkuléaris (blood pool) ¢és
célszerv/sejt specifikus KA-kat kiilonboztetiink meg.

A GAKA-k ¢és a szuperparamagneses vas-oxid részecskék ezen tulajdonsagokban

lényeges kiilonbségeket mutatnak, melyeket 6sszefoglaléan az 1. tablazat tartalmaz.
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3.4.1. Gadolinium alapu kontrasztanyagok

A ma hasznalt MR KA-k csaknem kivétel nélkiil extracelluléaris eloszlastiak és Gd
alapuak. A Gd a lantanoidak koz¢é tartozoé ritkafoldfém, 6nmagaban toxikus, ezért csak
kelatokkal (pl. diethylentriaminpentacetat; DTPA) szorosan kapcsolva alkalmazhato,
igy a Gd ion nem disszocialodik és nem kertiil szabad formaban a keringésbe. A jelenleg
forgalomban 1évé6 GAKA-k egy részében a kelat linearis, mas résziikben ciklikus
formaban tartja kotésben a Gd-t, molekulatomegiik kb. 500 Da, méretiik kb.1 nm.

A GAKA plazma felezési ideje kb. 1.5 ora, tehat rovid ideig tartozkodik a
keringésben, gyorsan extravazalodik €s eloszlik az extracellularis térben (wash-in fazis)
a mindenkori koncentracio gradiens altal meghatarozott sebességii diffuzioval. A
halmozas sebessége ¢€s mértéke fligg a vaszkularitastol, a perfuziotol és a kapillaris
permeabilitastol. A szdveti halmozas maximuma a beadds utdn néhany perccel (3-10
perc) varhatd. A rovid ekvilibrium fazis utan a GAKA gyorsan elkezd kimosodni
(wash-out fazis) a szovetekbdl és a halmozas kb. 2 6ra mulva mér nem lathaté. Ep
vesefunkcio esetében a GAKA 98 %-a 24 o6ran beliil a vesén keresztiil kiiiriil, és kb.
harom nap mulva a vizeletben sem lehet mar Gd-t kimutatni. Besziikiilt vesefunkcio
esetében viszont a plazma felezési 1d6 jelentdsen meghosszabbodhat, és forditottan
aranyos a maradék glomerularis funkciéval (Bellin — Van 2008).

A Tl-sulyozott képeken lathatdo jelintenzitds fokozodds a GAKA szdveti TI
relaxacios 1dot roviditd hatdsanak a kovetkezménye. A Gd ion erdsen paramagneses,
mivel kiilsé elektronhéjan 7 paratlan elektron helyezkedik el, melyek egyiittesen oOriasi
magneses momentumot eredményeznek. A GAKA molekula Ggy van kialakitva, hogy
egy vizmolekula nagyon kozel (4tlagosan ~0.25 nm) tud férkézni a GAKA kozponti
részében 1évé Gd ionhoz. Ekkor torténik az ugynevezett “inner sphere” relaxacio a
dipol-dipdl interakcio kovetkezményeként, vagyis a viz hidrogén-protonok ¢és a Gd-
elektronok elektromagneses mezdinek kolcsonhatisa révén. A GAKA molekula erds
paramagneses hatdsa messzebb is érvényesiil, €s az ugynevezett “outer sphere”
relaxacio a tavolabb 1évO (~0.5 nm) vizburokra is kihat (De Leon et al. 2015).

A GAKA nem csak a T1 relaxaciot, hanem a T2 és T2* relaxaciot is eldsegiti, mivel
a Gd erés paramagnesessége miatt a lokdlis magneses mezd torzul, ami intravoxel

magneses inhomogenitast és kdvetkezményesen a precesszald protonok fazisvesztését
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¢s a jelintenzitas csokkenését okozza. A rutin MR képalkotds soran a Gd enyhe T2-
roviditd hatasa nem észlelhetd, mivel a szokvanyos alacsony dézisok és extracellularis
Gd koncentraciok mellett a Gd T1-rovidité hatdsa dominal és elnyomja az eldbbi
effektust. A T2* relaxacios effektust hasznaljuk ki a dinamikus szuszceptibilitas
kontrasztos (DSC) perfuzios vizsgélat soran, amikor a KA bolus iv. beadasa utan, a first
magneses mezdje jelentdsen torzitja a lokalis magneses teret, ezért a T2*-sulyozott

képeken koncentracio fliggd jelintenzitas csokkenés jon 1étre (Zaharchuk 2015).

3.4.2. Az anyagok magneses tulajdonsagai, szuszceptibilitas

Ha egy anyag magneses térbe kertil, akkor az valamilyen mértékben atmegnesezddik.
Ez a magneses térre valo érzékenység a szuszceptibilitas, vagy masképpen kifejezve az
anyagok magnesezhetdségének a mértéke. A szuszceptibilitas jele a y (chi), ami egyenld
az anyagban keltett belsd magnesezettség (polaritas; J) nagysaga €s a kiilsd magneses
mez0 erdsségének (indukcio; By) a hanyadosaval; y = J/By, tehat mértékegység nélkiili

szam (3. abra). A szuszceptibilitas szerint az anyagokat négy csoportba sorolhatjuk:

- Diamagneses

- Paramégneses

- Szuperparamagneses Diamagnetic  Para/Ferromagnetic

- Ferromagneses

<0 L=0

3. dbra. Magneses szuszceptibilitas.
Forras: Elster, mri-q.com 2018

A diamdgneses tulajdonsadg esetén, az anyagon beliill a kiils0 magneses térrel
ellentétesen iranyuld6 magnesezettség alakul ki, az anyagon keresztiilhaladd6 magneses
erdvonalak széttolodnak és ezért az effektiv magneses mezd az anyagban gyengiil. A
szuszceptibilitas tehat negativ; y < 0 (3. dbra). Az €16 szervezeteket felépitd anyagok és

molekuldk (pl. viz, zsir, kalcium) nagyrészt diamagnesesek.
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A paramégneses anyagokban a kiils6 magneses térrel megegyezd iranyu
magnesezettség alakul ki, az anyagon keresztiilhaladd magneses erdvonalak ugy
torzulnak, hogy slriibbé valnak, igy a magneses mez6 az anyagon beliil feler6sodik. A
szuszceptibilitas pozitiv; x > 0 (3. abra). Amint viszont az anyag kikeriil a kiilso
magneses térbol, elvesziti a belsd magnesezettségét. A GAKA-k, valamint egyéb fémek
(vas, réz, mangan) kelatjai és a deoxihemoglobin is ebbe a csoportba tartoznak.

A ferromagneses anyagok a kiils6 magneses térben erdsen ¢és permanensen
felmagnesezddnek. A szuszceptibilitas rendkiviil erdsen pozitiv; y »»> 0 (3. abra). Ide
tartozik pl. a vas, a kobalt és a nikkel. A ferromagnesesség annak kdszonhetd, hogy
ezen anyagokban az atomok bizonyos csoportja tartomanyokat (domén) képez,
melyekben az elemi mdagneses momentumok azonos iranyban allnak. Mivel a
szomszédos domének orientdcidja véletlenszerl, ezért az anyag eredé magnesezettsége
lehet zérus is. Kiilsé magneses tér hatasara viszont a domének egy iranyba rendezddnek,
igy erds bels0 magnesesség alakul ki, ami akiilsd tér hatdsdnak megszintével is
megmarad, mert a domének véletlenszeri orientdcidgja nem all vissza. Az emberi
szervezetben nyomokban eléfordulé magnetiten kiviil nincs endogén ferromagneses
anyag. Szamtalan fémes idegentest és miitéti implantatum viszont ferromagneses.

A szuperparamdgneses tulajdonsag a ferro- és a paramdgneses jellemzok kozott

helyezkedik el. Ugy johet létre, hogy egy ferromagneses anyagot “felapritunk” és egy
doménnél kisebb méret alkot egy partikulumot. Magnetit esetében az egy-domén limit
részecskeméret 120 nm. A magneses térbe helyezett szuperparaméagneses anyag erdsen
felmagnesezddik, (a szuszceptibilitas erdsen pozitiv, y » 0), mégpedig nagyobb
mértékben, mint egy paramagneses anyag, viszont ha a kiilsé magneses tér megsziinik, a
belsé magnesesség is elveszik, hasonldoan a paraméagneses anyagokhoz. Természetes
szuperparamagneses anyagok a ferritin és a hemosziderin, melyek proteinekbe agyazott

vaskonglomeratumok (Elster 2018).

3.4.3. Szuperparamagneses vas-oxid részecskék: altalanos jellemzés

A fent emlitett szuperparamagneses tulajdonsagok képezik az alapjat annak, hogy a

virusméretli szuperparamagneses vas-oxid részecskék (SuperParamagnetic Iron Oxide
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particles; SPIO) MR kontrasztanyagként hasznalhatok. Csoportositasuk hidrodinamikus
atmérojiik alapjan torténik: megallapodas szerint az 50 nm feletti részecskéket standard
vagy kicsiny (SPIO), a 10-50 nm kozotti partikulumokat ultrakicsiny (ultra small,
USPIO), mig a 10 nm alattiakat nagyon kicsi (very small, VSPIO) szuperparamagneses
vas-oxid részecskéknek nevezziik (Corot et al. 2006).

Az SPIO részecskék kozponti részében mikrokristalyos vas-oxid, magnetit (Fe;Oy4)
talalhat6, ezt pedig valamilyen burok, tobbnyire dextran vagy szemiszintetikus
szénhidrat veszi koriil. A magnetit ferromagneses, és a természetben el6fordulod
asvanyok kozott a leger6sebben magnesezhetd. A részecskék a méretbeli €s a burok
kiilonbségeken kiviil eltérést mutathatnak a kristadlyos mag szerkezetében, valamint a
burok komplettségében, vastagsagaban és toltésében is. Mindezen jellemzdk egyiittesen
hatdrozzak meg a farmakologiai tulajdonsagokat, az opszonizaciot és a cellularis
felvétel meértékét, valamint a plazma felezési 1d6t. A szdveti jelintenzitas valtozas
maximuma a beadés utan tobb 6raval varhato. (Laurent et al. 2008) (1. tablazat).

Mind preklinikai, mind klinikai adatok alapjan az SPIO metabolizmusa harom fazist
modell szerint torténik: a kezdeti vaszkularis disztribuciot koveti a lassu fagocitozis,
azaz a mononukledris fagocita rendszer (mononuclear phagocyte system; MPS)
sejtjeiben (féleg maj, 1€p, csontveld, nyirokrendszer) vald akkumulacio. Az MPS
sejtekben az SPIO részecske lizoszomékba keriil, itt az alacsony pH-ju kézegben a
burok lehasad, a vas pedig az intracellularis vasraktarba (ferritin) kertil és részt vesz a
sejt metabolizmusban és/vagy transferrinhez kotddve az erythroid prekurzor sejtekhez
szallitoédik és felhasznalodik a hemoglobin szintézishez (Advanced Magnetics Inc. 2005,
Neuwelt 2009, Weinstein et al. 2010) (1. tablazat).

A ferritin legnagyobb mennyiségben az MPS-ben, a m4j, a Iép és csontveld sejtjeinek
citoplazmajaban talalhato, kb. 4000 vas atom raktarozodik benne, és a szervezetben
1év6 vas kb. 25%-a ferritin formdjaban tarolodik.

A GAKA-val 0Osszehasonlitva az (U)SPIO nagyobb TI1 ¢és T2 relaxivitassal
rendelkezik, mely MR kontrasztanyagként valo felhasznalasra kiilondsen alkalmassa
teszi (1. tablazat). A relaxivitas (rl1 és r2) azt mutatja meg, hogy adott koncentracioban
egy KA milyen mértéki relaxacios rata (1/T1 és 1/T2) valtozast okoz. A relaxacios rata
valtozast a KA koncentracio fiiggvényében abrazolhatjuk, és az igy kapott fiiggvény

meredeksége a relaxivitas. Az (U)SPIO-k T2 relaxivitasa kb. 10-20-szor, T1 relaxivitisa
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pedig 2-4-szer nagyobb, mint a GAKA-k T2 ¢és T1 relaxivitdsa. Ezen kiviil, mig a
GAKA-k rl és r2 értéke kozott kicsi a kiilonbség, az (U)SPIO-k 12 értéke joval
nagyobb, mint az r1 értéke (1. tablazat).

Fentiek alapjan az (U)SPIO-kat elsddlegesen negativ KA-ként tartjuk szamon, mivel
a T2- és T2*-stulyozott képeken jelintenzitds csokkenést okoznak (akarcsak a
hemosziderin). Az (U)SPIO részecskék ugyanakkor jelentds T1 relaxivitassal is
rendelkeznek. Allatkisérletekben hamar kideriilt, hogy a patkéanyagyba befecskendezett
(U)SPIO a Tl-stulyozott képeken halmozast okoz a GAKA-hoz hasonléan. A TI
jelintenzitds fokozodas — szemben a T2 jelintenzitds csokkenéssel — azonban a
koncentraci6 fliggvényében bifazisos, azaz alacsonyabb koncentraciok esetén a
jelintenzitds fokozddas egy darabig erdsddik, majd nagyobb koncentracié esetén a
jelintenzitds csokkeni kezd, s6t akdar hipointenzitds is kialakulhat. Ez annak a
kovetkezménye, hogy nagy koncentraciok esetén a T1-sulyozott képeken is mindig
jelenlévd T2-relaxéacids hatds kezd domindlni (Neuwelt et al. 1994). Az r1/r2 hanyados
csokken a magneses térerd fokozdodasaval és ez a jelenség (U)SPIO-k esetében
kiilonosen jelentds lehet (Rohrer et al. 2005). Ezért az (U)SPIO-k jobb T1-sulyozott

kontrasztot mutatnak alacsonyabb térerén (Neuwelt et al. 2007).

3.4.4. Az értekezésben hasznalt (U)SPIO-k specialis tulajdonsagai

3.4.4.1. Ferumoxides (Feridex IV.)

A részecske 1ézer fényszoras technikdval mért hidrodinamikus atmeérdje 120-180 nm,
igy SPIO-nak kategorizalhatd (Corot et al. 2006). A készitményben tehat meglehetdsen
nagy a méretbeli szords és a részecskék szabdlytalan alakuak. A partikulum kozponti
részében a vas-oxid (magnetit, Fe;O4) kristdly aggregdtumok formajaban van jelen,
melyet inkomplett és vékony, kb. 3.3 nm dextrdn burok veszi koriil. A ferumoxides
plazma felezési ideje kb. 2 o6ra, mivel az MPS sejtek relative gyorsan felveszik a
részecskéket, mert az inkomplett dextran burok, a negativ felszini toltés €s a nagy méret
miatt a ferumoxides gyorsan opszonizalddik €s konnyen kotddik fehérjékhez (Jung —

Jacobs 1995, Weinstein et al. 2010) (1. tablazat).
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Az értekezés alapjat képezd cikkek irasakor a ferumoxides (Feridex IV., Advanced
Magnetics, Cambridge, MA), az FDA Aéltal jovahagyott KA volt a maj MR
képalkotdsanak kiegészitésére. A részecskéket az MPS rendszer sejtjeihez tartozo
Kupfer sejtek felveszik és ez a szoveti akkumuléacio csokkenti a mé;j jelintenzitasat a T2-
sulyozott képeken. A csokkent MPS funkcidju maj 1€ziok (kiilonb6z6 tumorok) nem,
vagy kisebb mértékben veszik fel a részecskéket, igy a normalis €s abnormalis szovetek

kozotti kontraszt fokozddik (Mergo et al. 1998).

3.4.4.2. Ferumoxtran-10 (Combidex)

A részecske hidrodinamikus atmérdje 15-30 nm, igy az USPIO-k kozé tartozik
(Corot et al. 2006). Kozponti részében a magnetit monokristalyos formdban van jelen.
Mivel az MPS sejtjei csak lassan képesek elimindlni a részecskéket a keringésbdl, a
ferumoxtran plazma felezési ideje 24-30 ora, tehat blood-pool anyagként is hasznalhato.
A hosszu plazma felezési 1d0 elssorban a vastag (8-12 nm) és komplett dextran burok
¢s az unimodalis részecskeméret kovetkezménye (Jung —Jacobs 1995) (1. tablazat).

Az értekezés alapjat képezd cikkek irdsakor a ferumoxtran-10 (Combidex, Advanced
Magnetics, Cambridge, MA) metasztatikus nyirokcsomok MR vizsgalatara szant, mar
fazis III vizsgalaton atesett ¢s FDA elfogadasra benyujtott kisérleti készitmény volt.
Normalis esetben a makrofagok altal fagocitalt USPIO jelintenzitas csokkenést okoz a
késdi fazisban (24-36 oras) készitett T2- vagy T2*-sulyozott felvételeken, szemben a
koéros nyirokcsomokkal, melyek — az MPS sejteket helyettesitd tumorszovet miatt —

nem, vagy csak részben veszik fel a ferumoxtrant (Advanced Magnetics Inc. 2005).

3.4.4.3 Ferumoxytol (Feraheme)

Ez a részecske is az USPIO-k csoportjaba tartozik, mivel hidrodinamikus atmérdje

30 nm (Corot et al. 2006). A magnetit magot nem dextran, hanem szemiszintetikus

szénhidrat, karboximetildextran burkolja, ami a bioaktiv vasat izoldlja a plazma

komponensektdl és ezért hossz, 14 o6rds plazma felezési idével rendelkezik (1.
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tablazat). A plazmabol vald extravazalodas utdn a nanorészecskéket az MPS elimindlja,
elsésorban a maj, 1ép €és csontveld. A ferumoxytol (Feraheme, Advanced Magnetics,
Inc., Cambridge, MA) 2009 o6ta az FDA altal kronikus vesebetegek vashidnyos
anémiajanak kezelésére elfogadott készitmény. Off-label MR kontrasztanyagként valo
alkalmazhatdsagat tobb tanulmanyban vizsgaltdk (Weinstein et al. 2010, Toth et al.
2017).

A ferumoxytol maximalis dozisa 510 mg, sziikség esetén 3-8 nap mulva ez az adag
megismételhetd. Ha a betegnek nincs vasraktdrozasi betegsége (hemochromatosis,
hemosiderosis), akkor ez a dézis biztonsdgos, azaz vastuladagolds nem torténik. A
biztonsagi profil gyermekekben is kivald és a képalkotashoz tipikusan hasznalt 1-5
mg/kg dozisnak (alacsonyabb, mint a terapids dozis) a hemoglobin értékekre nincs
jelentds hatasa (Muehe et al. 2016). Eredeti ajanléas szerint a fenti adagot higitatlanul
intravéndsan 1ml/sec (30mg/sec) sebességgel lehetett adni. 2015-ben viszont az FDA
modositotta a gyogyszer leirast, és felhivja a figyelmet sulyos hiperszenzitiv, anafilaxias
reakcio lehetdségére. A boélusban (17 ml; 510mg) vald befecskendezés helyett lasst, 15
perces inflzidban, higitva javasolt az 510 mg-os dozist beadni, amivel csokkenthet6 a
mellékhatasok eléfordulasi gyakorisaga (US FDA 2015). Mindazonaltal a pre- és
postmarketing vizsgalatok nagyon kis szdmban regisztraltak anafilaxids eseményt (0.2%
¢s 0.02%) és az ujabban végzett vizsgalatokban a sulyos reakciok csekély ardnya (0-
1%) hasonlo volt (Vasanawala et al. 2016). A képalkotashoz tobb fazis is rendelkezésre
all (1. tablazat): 1. Dinamikus fazis (1 mg/kg bolus): a GAKA-val készitett perfuzios
vizsgalathoz képest pontosabb relativ vértérfogat (relative cerebral blood volume;
rCBYV) értékek szamolhatok, mivel korai kontrasztkilépés nincs (Varallyay CG et al.
2018). 2. blood-pool fazis: a hosszu plazma felezési 1d6 miatt a beadéas utan révid idével
készitett vizsgalaton a ferumoxytol még intravaszkularis lokalizacioju. Még kifejezetten
permeabilis agytumorok esetében is lehetséges nagy felbontasu steady-state perfuzios
térkép készitése (3-7 mg/kg dozis) (Varallyay CG et al. 2013), mig angiografias
képeken (3-4 mg/kg dozis) a periférias erek abrazoldodnak rendkiviil jol (Finn et al.
2016). 3. kesoi fazis: az agytumorokban a jelintenzitas valtozasok a beadas utan 24
oraval érik el a maximumot (Neuwelt et al. 2007, 2009, Dosa et al. 2011, Hamilton et
al. 2011).
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1. tablazat. Szuperparamagneses vas-oxid nanorészecskék (ferumoxides, ferumoxtran
és ferumoxytol) és a gadoteridol legfontosabb tulajdonsagai.

Tulajdonsag | Ferumoxides | Ferumoxtran | Ferumoxytol | Gadoteridol

Kozponti elem | Fe Fe Fe Gd

Molekularis Vas-oxid + Vas-oxid + Vas-oxid + Gd- kelat,

Ssszetétel inkomplett, komplett, komplett burkolat, G-10-(2-hydroxy-
vékony vaskos Polyglucos- propyl)-1,4,7,10
burkolat, burkolat, sorbitol- tetraazac.yclo.dode.can
Dextran T10 Dextran T10, T1 carboxymethyl- 14 Trrlacetic acid

ether

Részecske- 120-180 15-30 30 1

méret (nm)®* SPIO USPIO USPIO GAKA

Relaxivitas r1=10,1 r1=9.9 rl=15 rl=4

(mM']sec'l)b r2=120 12=65 r2=89 12=6

Dozis 0.56 mg/kg 2.6 mg/kg 1-7 mg/kg 0.1 mmol/kg

Plazma felezési | 2 ora 24-30 o6ra 14 6ra 1,6 6ra

id6

Intakt vér—agy- | nincs nincs nincs nincs

gaton keresztiili

permeabilitas

maximalis 4 ora 24-72 6ra 24 ora 3.5-25 perc

jelintenzitas a

beadas utan®

Jelintenzitas Minimalis Fokozott Fokozott Fokozott

T1-salyozott jelfokozodas (nagyon nagy (nagyon nagy

képen® koncentracioban koncentracioban

alacsony) alacsony)

Jelintenzitas Jelcsokkenés Csokkent Csokkent Altalaban nem

T2-stlyozott nem lathaté valtozik

képen®

Jelintenzitas Jelcsokkenés Csokkent Csokkent Bolusban csokkent

T2*-sulyozott

képen®

nem lathato
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1. tablazat folytatds. Szuperparamagneses vas-oxid nanorészecskék (ferumoxides,
ferumoxtran és ferumoxytol) és a gadoteridol legfontosabb tulajdonsagai.

Eloszlas Intracellularis, Blood pool fazis, Dinamikus fazis, Dinamikus fazis,
MPS sejtekben majd blood pool fazis, Extracellularis fazis
késoi fazis: majd kés6i fazis:
exra- €s exra- €s
intracellularis: intracellularis:
MPS sejtekben. MPS sejtekben.
makrofagok + makrofagok +
reaktiv astrocytak® | reaktiv astrocytak®
Kivalasztas A szervezet vasraktaraiban tarolodik és felhasznalodik a Vesén keresztiil
hemoglobin szintézisben.
A burok széklettel és vizelettel {iriil ki.

a: Lézerszorasos technikaval mért hidrodinamikus atméro

b: Relaxivitas (mM'sec™), 1.5 T-n, 37 C vizben vagy plazmaban; per mM Gd vagy Fe
c: agytumorokban

(Moédositva: Corot et al. 2006, Weinstein et al. 2010, Neuwelt et al. 2009, Toth et al.
2017)

3.4.5. Vizsgalatainkat megel6z6 f6 preklinikai és klinikai (U)SPIO-s eredmények

Az (U)SPIO részecskék nem képesek 4atjutni a normadlis vér—agy-gaton.
Patkanyagyba direkt modon befecskendezett vagy a vér—agy-gat ozmotikus megnyitasa
utan intraarterialisan beadott USPIO MR-en latott jelintenzitas valtozasanak a helye és
kiterjedése jol korreldlt a szoveti vasfestddéssel. Fénymikroszképpal a neuronok
testében €és nyulvanyaiban lehetett vasat latni. A részecskék elektronmikroszkoppal is
detektalhatok. Hematoxylin-eozin (HE) ¢és myelin festés semmilyen Iényeges
neurotoxikus hatast nem mutatott a beadas utdn 90 nappal (Neuwelt et al. 1994,
Muldoon et al. 1995, 1999, 2005). Mas szerzOk in vitro sejtmegjeldléses kisérletekben
nem talaltak szabadgyok képzddésre és reaktiv oxigén szarmazékra utald toxikus hatést
(Arbab et al. 2004).

Patkanyagyba inokulalt glidlis tumorokban USPIO iv. beadasa utan részben
tumorsejtekben, részben makrofagokban ¢és az endothelsejtekben, valamint az
intersticiumban mutattak ki USPIO akkumuléciot. In vitro kisérletekben is sikertilt

kiilonb6z6 sejtvonalak, igy metabolikusan aktiv glioma sejtek USPIO-val val6 jelolése
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(Zimmer et al. 1995, Egelhof et al. 1998, Moore et al. 2000, Weissleder et al. 1997).
Egy minddssze négy beteget magaba foglalo humén tanulmanyban is kimutattak USPIO
altal okozott halmozast glioméban ¢és melanoma metasztazisban (Enochs et al. 1999).

Az (U)SPIO-k fiziko-kémiai tulajdonsagai, a részletes preklinikai vizsgélatok és a
patkanyagyban kimutatott szoveti toxicitds hidnya, valamint (U)SPIO-t alkalmaz6 t6bb
— féleg a majat (Mergo et al. 1998), 1épet (Weissleder et al. 1998), nyirokcsomokat
(Harisinghani et al. 1997) és ereket (Taylor et al. 1999) vizsgal6 — sikeres human MR
tanulmany eredményei képezték az alapjat annak, hogy els6ként az irodalomban
klinikai vizsgalatban, nagy esetszamban, human intrakranialis tumorokban is
teszteljiik két vas-oxid nanorészecske, a ferumoxides és a ferumoxtran MR
kontrasztanyagként valé alkalmazhatésagat. Ezen (U)SPIO-k humian KIR-i
felhasznalasi lehetosége addig nem volt tisztazott. A ferumoxytollal késObb végzett
KIR-i vizsgalatok dont6 részben ezen tanulmanyaink (Varallyay P et al. 2002, Neuwelt
et al. 2004) eredményein alapultak.
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4. CELKITUZESEK

4.1. Két szuperparamagneses vas-oxid nanorészecske, a ferumoxides (SPI1O) és a

ferumoxtran (USPIO) 6sszehasonlitasa gadolinium alapu kontrasztanyaggal

intrakranialis tumorokban MR képalkotassal.

l.

Megallapitsuk, hogy a két vas-oxid részecske, a ferumoxides (SPIO) és a
ferumoxtran (USPIO) milyen jelintenzitas valtozdsokat okoz az MR képeken
human intrakranialis tumorokban.

Osszehasonlitsuk a két (U)SPIO 4ltal okozott jelintenzitas véltozasokat
egymassal €és a GAKA altal okozott halmozassal.

Kideritsiik, hogy melyik MR szekvencia a legalkalmasabb a jelintenzitas
valtozasok detektalasara.

Osszehasonlitsuk az MR képeken lathaté jelintenzitds valtozasok eloszlasit a

szoveti vasfestodéssel és kimutassuk az intracellularis vas lokalizaciot.

4.2. Ferumoxtran (USPIO) halmozas pre- és postoperativ MR vizsgalatokon

l.

malignus agytumoros betegekben, valamint fénymikroszkopos korrelacio.

Malignus agytumoros betegek pre- €s postoperativ MR képein vizsgéaljuk a

ferumoxtran altal okozott halmozast és reziduum megitélhetdségét.

2. Szovettani vizsgalattal pontositsuk a ferumoxtran szoveti és intracellularis

jelenlétét.

4.3. A masodik generacios USPIO, a ferumoxytol és a gadoteridol halmozas

kvantitativ 6sszehasonlitasa malignus gliomakban

Objektiv, szemiautomatikus modszerrel dsszehasonlitsuk a két KA halmozas
volumenét €s jelintenzitasat.
Megvizsgaljuk, hogy a ferumoxytol és a GAKA halmozés hasonloan valtozik-e

a tumorok kezelése soran.
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5. MODSZEREK

5.1. Ferumoxides és ferumoxtran osszehasonlitasa gadolinium alapu

kontrasztanyaggal kiillonb6z6 intrakranialis tumorokban

Husz primér és metasztatikus intrakranialis tumoros beteget (€letkor eloszlas 30-66
¢év, atlagéletkor 42.2 év) vizsgéltunk (2. tablazat). A klinikai vizsgélatot az FDA ¢és az
Oregoni Orvosi Egyetem Etikai Bizottsaga (Oregon Health and Sciences University
Itnstitutional Review Board; IRB) is jovahagyta ¢s minden beteg irasos beleegyezését
adta a vizsgalatban val6 részvételbe.

MR képalkotas: 1. rutin Gd-kontrasztos [Omniscan (gadodiamide); Nycomed

Imaging AS, Oslo, Norway, (0.1 mmol/testtomeg kg)] MR vizsgalat késziilt az (U)SPIO
infuzi6 eldtt 1-28 nappal. 2. (U)SPIO infizié utdn végzett MR vizsgalat: az elsd hat
beteg — randomizalassal — vagy ferumoxides (SPIO), vagy ferumoxtran (USPIO)
infuzidban részesiilt, majd ezutdn kizardlag ferumoxtrant hasznaltunk, mivel a
ferumoxides nem okozott érdemi jelintenzitas véltozast (2. tablazat). Igy harom beteg
kapott iv. ferumoxides infuziot a javasolt, 0.56 mg/testtomeg kg-os klinikai dozisban, és
a beadas utan 30 perccel és 4 6raval késziilt MR vizsgalat. Tizenhét betegnek adtunk iv.
ferumoxtrant 2.6 mg/testtomeg kg-os ddzisban 50 ml s6oldatban higitva és 4 ml/perc
sebességgel infundalva, az FDA altal elfogadott kisérleti uj gyogyszer jovahagyasi
engedélye (Investigational New Drug approval) alapjan. Mivel ismert volt a
ferumoxtran hosszabb plazma felezési ideje, az MR vizsgélatokat 6 és 24 oOraval a
ferumoxtran infizid utan végeztiik 5 betegnél, mig a maradék 12 betegnél csak 24 6rés
MR vizsgalat késziilt, mert az els6 5 betegnél kideriilt, hogy a jelintenzitas valtozasok a
24 oras képeken intenzivebbek voltak €s nagyobb teriiletet érintettek.

MR szekvencidk: (U)SPIO infuzi6 utan minden betegnél spin-echo (SE) TI-sulyozott
(TR:500/TE:13/NEX:2), fast SE (FSE) T2-sulyozott (3000/95/2), FSE protondenczitdas-
sulyozott (2500/13/2) és gradiens-echo (GRE) T2*-sulyozott (750/23/2, kibillentési szog

10°) képek késziiltek. Ezen kiviil harom beteg esetében echo-planar SE T2-stlyozott
(4880/90/2; echo-planar imaging factor 11) és echo-planar GRE T2*-sulyozott
(750/23/2, kibillentési szog 10°, echo-planar imaging factor 3) szekvencidkat is

alkalmaztunk.
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2. tdblazat. Demografiai adatok, (U)SPIO tipusa és MR jelintenzitas valtozasok

Beteg Hisztologiai Tumor (U)SPIO Vas Tl T2
sorszam | diagnézis lokalizacio felvétel | jelintenzitds | jelintenzitas
# valtozas valtozas
nem /
életkor
(évek)
1. Metasztatikus cerebellum ferumoxides | - - -
N /48 nagy sejtes

karcinoma
2. Anaplasztikus J ferumoxides | + * + -
F /46 oligo temporoparietalis
3. Meningeoma B frontalis ferumoxides | - - -
N/53
4. GBM B thalamus, ferumoxtran | + + +
F/54 parietalis
5. Anaplasztikus B temporalis ferumoxtran | + T + +
F/55 oligo
6. Oligo B ferumoxtran | - - -
F/54 frontotemporalis
7. Hamartoma B temporalis ferumoxtran | + * + -
N /47
8. Medulloblastoma | cerebellum ferumoxtran | + + +
N/30
9. Anaplasztikus J hats6 ferumoxtran | + ! + +
F/58 oligo temporalis
10. Lapham Nasopharynx és | ferumoxtran | + + +
F/55 karcindma koponya bazis
11. Lapham Nasopharynx és | ferumoxtran | + + +
F/50 karcindma koponya bazis
12. Meningeoma B petroclivalis ferumoxtran | + + +
N/42
13. Oligo J parietalis ferumoxtran | - - -
F/57
14. Anaplasztikus B temporalis ferumoxtran | 4 * + -
F/55 glioma
15. GBM J ferumoxtran | + + +
N /54 temporoparietalis
16. GBM J frontalis ferumoxtran | + T + +
N/ 66
17. Anaplasztikus J frontalis ferumoxtran | + ! + +
N /57 oligo
18. Hypophysis Intra- és ferumoxtran | + + +
F/54 makroadenoma suprasellaris
19. GBM B fronto- ferumoxtran | + + +
F/39 opercularis
20. Anaplasztikus J hats6 ferumoxtran | + ! + +
F /46 oligo temporalis

Magyarazat: B: Bal, J: Jobb, +: igen, — nem, F: férfi, N: nd, oligo: oligodendroglioma,
GBM: glioblastoma multiforme
* a vas akkumulacié csak minimalis volt a Gd halmozéashoz képest.
T a ROI-val mért ferumoxtran halmozas (ld. anyag és modszerek fejezet) régionalisan
kifejezettebb volt, mint a Gd halmozas.
! ferumoxtran halmozast olyan helyen is latni lehetett, ahol Gd halmozas nem volt jelen.
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A vizsgalatokat 1.5T-s berendezéssel (Gyroscan, Philips, Best, the Netherlands vagy
Horizon LX, GE Medical Systems, Milwaukee, WI) végeztiik (field of view; FOV 23
cm, matrix méret 256 x 192, szeletvastasag 3 mm, a szeletek kozotti tavolsag 1 mm).

Kvantitativ analizis: A ferumoxides infuzidét kapd harom beteg kozil csak egy

esetben lehetett minimalis jelintenzitds valtozast latni (2. tblazat), ezért ezekben a
betegekben kvantitativ értékelést nem végeztiink.

A ferumoxtran infizidban részesiild 17 beteg koziil, a kvantitativ elemzésbe a két
nasopharyngedlis karcinomaban szenvedd beteget (#10 és #11 beteg) nem lehetett
bevonni, mivel mindkét esetben csak minimadlis intrakranidlis terjedés volt a foramen
maradék 15 betegben a Gd halmozéast és a ferumoxtran altal okozott jelintenzités
valtozast a kovetkezoképpen hasonlitottuk 0ssze: kis mérési régiokat (region of interest;
ROI) helyeztiink a ferumoxtran infuzidé utan késziilt SE TI-stulyozott képeken a
maximalis és a minimalis ferumoxtran-halmozasos tumor teriiletbe, valamint a
ferumoxtran halmozast nem mutatd tumor komponensbe ¢és referenciaként a normalis
jelintenzitast allomanyba. Ezen kiviil a pre-ferumoxtran-halmozasos FSE T2-stlyozott
képek és a Gd-halmozésos SE T1-stlyozott képek dsszevetésével egy ROI-t helyeztiink
a Gd-halmoz6 tumor koriili T2 hiperintenzitasba (brain around enhancing tumor; BAT),
hogy itt is mérjiik az USPIO altal okozott esetleges jelintenzitas valtozasokat. Ezek utan
ugyanezen régiokba tettlink ROI-kat az aldbbi tablazatban feltiintetett szekvencidkon (3.

tablazat).

3. tablazat. ROI-k elhelyezése az alabbi szekvenciiakon tortént.

ferumoxtran elott ferumoxtran utan
pre-Gd post-Gd
SE T1 + + +
FSE T2 + - +
GRE T2* +(2) - +

+: ROI elhelyezés tortént, — nem késziilt, (2): csak két betegben allt rendelkezésre

A ROI-kban mért jelintenzitasokat normalizaltuk: egy specifikus ROI jelintenzités
értékét elosztottuk a normalis agyteriiletbdl szarmazo ROI jelintenzitds értékével.
Ezeket a normalizalt jelintenzitas értékeket minden szekvencia esetében (3. tdblazat)

Osszehasonlitottuk egymassal. A statisztikai szamitast paros-mintés t probaval (paired-
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sample t test) végeztiik és szignifikans kiillonbségnek a P < 0.05 értéket tekintettiik. A
fent leirt analizis modszer kizarta annak a lehetdségét, hogy vakon — tehat a KA (Gd,
ferumoxtran) ismerete nélkiil — végezzik a képek elemzését, mivel az
Osszehasonlitdshoz a ROI-kat a ferumoxtran-halmozésos képeken kellett elhelyezni.

Szovettani elemzés: a biopszids mintdkat neutralis pufferolt formalinban legalabb 24-

48 oran keresztil immerzié fixaltuk, majd tojassarga zselatinba agyaztuk. Az egész
biopszids mintdbol 100 pm vastagsdggal késziiltek vibratom sorozatmetszetek. A
szoveti vaskimutatast diaminobenzidin (DAB)-Perls festéssel végeztilk a korabbi
leirdsoknak megfeleléen hematoxilin hattérfestéssel (Muldoon et al. 1995). A metszetek
értékelését Lesile L. Muldoon sejtbiologus és Randal R. Nixon neuropatoldégus

végeztek.

5.2. Pre- és postoperativ MR vizsgalatokon valé ferumoxtran képalkotas malignus

agytumoros betegekben

Hét kiilonféle szdvettani tipust, malignus agytumoros beteg (¢életkor eloszlas 22-68
¢év, atlagéletkor 49.9 év) kertilt a teljes vizsgalatba (4. tablazat), mely az FDA ¢és az IRB
altal jovahagyott protokoll szerint tortént. Minden betegtdl beleegyezd nyilatkozatot
kaptunk. Harom ferumoxtran infizidban nem részesiilé beteg biopszias mintaja szolgalt
kontrollként a szovettani 0sszehasonlitashoz: egy GBM, egy oligodendroglioma ¢s egy
astrocytoma.

MR vizsgalati protokoll és mitét:

1. Gd-halmozasos MR: rutin pre- és postkontrasztos MR vizsgélat késziilt GAKA
[Omniscan (gadodiamide); Nycomed Imaging AS, Oslo, Norway] iv. adasaval standard,
0.1 mmol/testtomeg kg dozissal 1-28 nappal (4tlag 13 nap) a ferumoxtran infuzio elott.

2. Preoperativ ferumoxtran-halmozasos MR: ferumoxtran iv. infuzidja (2.6 mg Fe/kg
dozis, 50 ml normal sooldatban higitva, 4 ml/min flow) utdn 24 oraval késziilt MR
vizsgalat. Ez utdn 4 oOradn belill a betegek miitétre keriiltek: mindegyik betegnél
kraniotomia tortént, hat esetben tumor rezekcioval és egy esetben csak biopszidval.

3. Postoperativ ferumoxtran-halmozasos MR: 16-33 o6réval (atlag 22 o6ra) a

preoperativ ferumoxtran-halmozdsos MR utan, atlag 18 6raval a miitét utan ujabb MR
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vizsgalat késziilt el6szor GAKA nélkiil, majd GAKA-val (Omniscan, 0.1 mmol/kg).

4. Mutét utani késéi MR: harom betegnél tudtunk két héten beliil kovetéses MR
vizsgalatot végezni. A #3 betegnél 4 nappal, a #5 betegnél 8 nappal és a #2 betegnél 12
nappal késziilt az MR vizsgalat a miitét utdn. Ezen kiviil a #7 betegnél 5 honapon
keresztiil havonta rutin Gd-halmozéasos MR vizsgalatok torténtek, valamint ugyanezen
beteg esetében intraoperativ 0.15 T MR vizsgalat is késziilt.

Mindegyik MR vizsgélat tartalmazott axialis SE T1-sulyozott és axidlis FSE T2-
sulyozott mérést. Ezeken kiviil, a ferumoxtran-halmozasos MR vizsgalatokat GRE T2*-
sulyozott szekvenciaval egészitettiik ki, mivel a korabbi, 5.1. vizsgalatunkban a SE T1-
sulyozott képek mellett ez adodott a masik legjobb mérésnek a ferumoxtran
akkumulaci6é detektdldsara. Az MR vizsgéalatok 1.5 T magnessel késziiltek ¢€s az
alkalmazott paraméterek megegyeztek a korabbi, 5.1. vizsgalatunkban hasznéltakkal.
Az intraoperativ MR vizsgélatot PoleStar N-10 (Odin Medical Technologies, Yokneam

Elit, Israel) berendezéssel végeztiik.

4. tablazat. Demografiai adatok, valamint a ferumoxtran és Gd halmozas
osszehasonlitasa a pre- és postoperativ MR vizsgalatokon

Beteg Diagnézis/mutét | Preop Preop Postop Postop
sorszam #/ gadolinium | ferumoxtran | rezidualis extra
nem / halmozas halmozas ferumoxtran | gadolinium
kor (évek) halmoz6 halmoz6
tertilet tertilet

1./F/59 | Anaplasticus + + ! ? -

oligo / rezekcid
2./N/67 | GBM /rezekcid | + + ! + -
3./F/68 | GBM /rezekcio | + +! + -
4./F/40 | GBM /rezekcio | + + ? -
5./F/42 | Met/rezekcid6 |+ + ? -
6./F /47 | Anaplasticus + + ! + -

oligo / rezekcid
7./ N /26 | Anaplasticus + + ! + -

oligo / biopszia

Magyarazat: F: férfi, N: nd, +: igen, — nem, oligo: oligodendroglioma, GBM:
glioblastoma multiforme, Met: metasztazis

? reziduum nem volt egyértelmil, mivel a miitét utan jelentés morfologiai valtozas jott
1étre az érintett teriiletben €s a rezekcios iireg peremének fokozott jelintenzitasa véres
hemosztatikus anyagtol vagy rezidualis ferumoxtrantol is szarmazhatott.

! ferumoxtran halmozast olyan helyen is latni lehetett, ahol Gd halmozas nem volt jelen.
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Kvantitativ értékelés: az aldbbi vizsgalatokon, a SE T1-, FSE T2-, és a GRE T2*-

sulyozott szekvencidkon ROI-kat helyeztiink a kovetkezd tertiletekbe.

1. a preoperativ ferumoxtran-halmozasos MR-en, a normalis jelintenzitdst
fehérallomanyba (frontalis lebeny), a tumorba és a halmozo6 tumor koriili allomanyba
(BAT) tettiink ROI-kat, utobbit kozvetleniil a ferumoxtran-halmozé tumorperem mellett
egy 1 cm atmérdju teriileten. A tumor jelintenzitasat négy esetben abbol a tumorrészbol
mértiik, ami a postoperativ. MR vizsgalaton rezidudlis teriiletként abrazolodott (4.
tablazat). Ez a moddszer lehetdve tette a rezidalis ferumoxtran halmozas
Osszehasonlitdsat a miitét eldtti ferumoxtran halmozassal. Rezidudlis teriileteknek
mindsitettiik azokat a ferumoxtran-halmozo6 régidkat, amelyek a pre- €s postoperativ
MR képeken ugyanolyan morfologiaval és azonos lokalizacidban abrazolddtak. Harom
betegben rezidualis teriiletet nem lehetett egyértelmiien azonositani, mert az esetleges
kis rezidualis ferumoxtran, valamint a postoperativ vérdegradacidos termékek és
hemosztatikus anyagok jelintenzitdsa kozott nem lehetett kiilonbséget tenni (4.
tablazat); ekkor a tumoron beliilli ROI-t a legintenzivebb ferumoxtran jelintenzitas
valtozas helyébe tettiik.

2. A postoperativ ferumoxtran-halmozasos MR vizsgélaton, mind GAKA adésa elott
és utan ugyanezen teriiletekbe helyeztink ROI-kat. Ertelemszertien a BAT ROI-t
kozvetleniil a rezekcids tlireg mellé tettiik. Ezen kiviil ROI-kat helyeztiink a mitéti lireg
geometriai kozepébe és peremébe, amit a rezekcios teriilet sz€éli részén egy 5 mm
atmérdjii ROI-val mértiink, valamint a kraniotoémia alatti postoperativ extraaxialis
folyadékgyiilembe. A #7 betegnél csak a kis biopszias ilireg kozépsd részének
jelintenzitasat mérhettiik, de a perem jelintenzitdsat nem lehetett korrektiil
meghatarozni.

A kiilonbozé ROI-kbol nyert jelintenzitas értékeket a kordbbi, 5.1. tanulméanyban
leirtakkal megegyez6 modon normalizaltuk €s analizaltuk. A ROI-k pontos elhelyezése
az 1idegsebészekkel konszenzus alapjan tortént, akik kiegészité informacidkkal
szolgaltak a rezekcid mértékét és igy a lehetséges rezidualis tumor jelenlétét, a mutét
alatti vérzést, valamint a felhasznalt hemosztatikus anyagok tipusat és elhelyezését
illetéen (5. tdblazat). A statisztikai analizist Microsoft Excel programmal végeztiik.

A dura ¢s az erek jelintenzitdsat csak szubjektiven értékeltiik, mivel a pontos mérés

lehetetlennek bizonyult a kis ROI-k, a képek kiilonb6z6 dolésszoge €s az aramlési
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mutermékek miatt.

Szovettani vizsgalat: a biopszias mintdk fixdldsa a korabbi, 5.1. vizsgalatban

leirtakhoz hasonld6 médon tortént. A vasfestés (DAB-Perls + hematoxilin hattérfestés)
¢s az immunhisztokémiai festés 100 pum-es vibratom metszeteken késziilt. Az
immunfestés az astrocytdk azonositdsdhoz egy antthuman GFAP (glial fibrillary acid
protein) monoklonalis antitesttel (Zymed Laboratories Inc., San Francisco, CA, USA)
és biotinalt szekunder antitesttel, valamint vOros szint add alkalikus foszfataz
szubsztrattal (Vector ABC kit, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) tortént. Az

értékelést Lesile L. Muldoon sejtbiologus és Randal R. Nixon neuropatologus végezték.

5.3. A ferumoxytol és a gadoteridol halmozas kvantitativ 6sszehasonlitasa

58 agydaganatos beteg (37 férfi és 21 nd, atlag életkor +/- SD: 51,32 +/- 13,25 év)
keriilt ebbe a tanulmanyba, mely az IRB és HIPAA (Health Insurance Portability and
Accountability Act) altal jovahagyott protokoll alapjan tortént. Minden beteg
beleegyezd nyilatkozatot adott a vizsgalatban valo részvételhez.

Beteg bevalasztas: egy beteg akkor keriilhetett a vizsgalatba, ha a szOvettani

diagno6zis high-grade glioma (WHO grade III vagy 1V) volt, és mind Gd-halmozésos,
mind ferumoxytol-halmozasos MR vizsgalatok is rendelkezésre alltak. Az 58 betegnek
(40 GBM, 1 gliosarcoma, 6 anaplasticus astrocytoma, 9 anaplasticus
oligodendroglioma, 2 anaplasticus oligoastrocytoma) 0Osszesen 193 komplex MR
vizsgalata (193 post-gadoteridol és 193 post-ferumoxytol) keriilt az analizisbe, egy
betegnek maximum hat komplex vizsgalata volt. A komplex MR vizsgalatokat az addig
kapott terapia szerint csoportositottuk: 8 vizsgalat kemoradioterapia (CRT) eldtt; 107
vizsgélat post-CRT 90 napon beliil; 15 vizsgélat post-CRT tobb mint 90 nappal; 63
vizsgalat bevacizumab (Avastin, Genetech, South San Frisco, CA) utan. A vizsgalatok
eldtti szteroid szedését (igen/nem) szintén regisztraltuk.

MR képalkotas: a vizsgalatok 3 T-s berendezéssel (TIM Trio, Siemens, Erlangen

Germany) késziiltek. Prekontrasztos, post-GAKA (gadoteridol, 0.1 mmol/kg) és 24 oras
post-ferumoxytol SE Tl1-sulyozott képek késziiltek azonos paraméterekkel: TR/TE
900/11 ms, kibillentési szog 90°, FOV 180 x 240 mm, matrix 192 X 256, axialis
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szeletek szama 44, szeletvastagsag 2 mm, szeletek kozotti tdvolsag 0. A ferumoxytol a
post-gadoteridol-os vizsgalat utan keriilt beadasra, 4 mg/kg ddzisban, 1:1 aranyban
sooldatban higitva, ami 15 mg/mL koncentraciét eredményezett. Ezutan kb. 24 6raval
(atlag +/- SD: 23.1 +/- 2.51 ¢6ra) késziiltek a késdi ferumoxytol-halmozasos MR képek.

Képanalizis: A gadoteridol-halmozasos ¢és a ferumoxytol-halmozédsos képeket
koregisztraltuk a pre-kontrasztos képekhez az FMRIB Software Library (FSL) Linearis
Image Registration Tool (FLIRT) hasznalataval. Ezutan a halmoz6 tumorokat fél-
automatikus modszerrel szegmentaltuk: manudlisan ROI-t rajzoltunk a kontrasztos
(post-gadoteridol és post-ferumoxytol) koregisztalt képeken gy, hogy a ROI minden
szeletben lefedje a vizualisan halmozéasnak latott Osszes voxelt és egyuttal normalis
sziirke- és fehérallomanyt is magaba foglaljon a halmozas kozelében, majd ez a ROI
keriilt a pre-kontrasztos szeletekre is (Jenkinson et al. 2012) (4. abra).

A végsd kontraszt-halmozasos maszkot harom fiiggetlen binumerikus maszk

ANBNC metszete hatdrozta meg a kovetkezd 0sszetiiggés alapjan:

A;=CON; > CONng‘i‘ 0.5x OicQ; [1]
BiCQ; [2]
C; = CON;/ NONCON;> CONng +0.5x OicQ / NONCONCQ; [3]

ahol i: egy voxel, CON: egy kontraszt-halmozasos T1-sulyozott kép, NONCON: egy
nem-kontraszt-halmozasos T1-sulyozott kép, Q: a manudlisan rajzolt ROI maszk, oicq:
egy kontraszt-halmozasos képen a ROI-n beliili voxelek jelintenzitas értékének standard

.....

deviacioja és C: a megfeleld részhalmaz. Vagyis ahhoz, hogy egy voxel a végso
kontrasztos maszkba tartozzon a kovetkezod feltételeknek kell teljesiilnie: 1. a kontraszt-
halmozasos képen a voxel jelintenzitds értékének nagyobbnak kell lenni, mint a
kontraszt-halmozasos képen a manudlisan rajzolt maszkon beliil a voxelek jelintenzitas
tartozzon a manudlisan rajzolt maszkba és 3. a kontraszt-halmozasos képen a voxel
jelintenzitas értéke / a nem-kontraszt-halmozasos képen a voxel jelintenzitas értéke
hanyadosdnak nagyobbnak kell lenni, mint az a hanyados, amit a kontraszt-halmozéasos
képen a ROI-n beliili voxelek atlag jelintenzitds értéke plusz az értékek standard

------

jelintenzitds értéke ad. Az [1] és [3] képletben a standard deviacié beszamitasa
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korrekcios megfontoldsok miatt sziikséges, ugyanis a kontrasztos képen a ROI-n beliili
atlag jelintenzitas érték lejjebb allitddhat pl. liquort tartalmazd voxelek belemérése
vald hozzdadasa enyhén megemeli €s ezzel korrigalja a halmozasi kiiszobértéket.

A halmozas volumene: mindkét KA esetében a teljes halmozd volument gy

szamoltuk, hogy a halmozd maszkokban 1évé voxelek szamat beszoroztuk a voxel
volumenével. Mivel az abszolut volumen értékek eloszlasa erds jobbra ferdeséget
mutatott (tehat relative sok kis volumen mellett relative kevés nagy volument lehetett
mérni), ezért a volumen értékek kobgyokeét vettiik (“D”-nek nevezziik), amivel a normal
eloszlas jobban megkozelithetd és a statisztikai teszt pontosithatd. Ezzel a nagy és kis
volumenek kozotti nagy kiilonbség “elsimithaté™; pl. 27 mm’ és 8 mm® kozott a
kiilonbség nagy, de ezek kobgyoke kozott (3 mm és 2 mm) a kiilonbség mar kicsi.

A halmozas jelintenzitasa: a halmozas jelintenzitasokat normalizaltuk a manualisan

rajzolt ROI-n beliili nem-halmozé voxelek (a Q-n beliil a végsé maszk komplementje)

jelintenzitasaval. A normalizalt jelintenzitast “SI”-nek (Signal Intensity) nevezziik.

Szegmentacio utan

4. abra. Képanalizis: ugyanazon ROI (pirossal korberajzolt teriilet) kertilt felhelyezésre
a koregisztralt pre-kontrasztos (A), a post-gadoteridol (B) és a post-ferumoxytol (C) T1-
sulyozott képekre. Automatikus szegmentacié utan a gadoteridol-halmozéasos (D) ¢és a
ferumoxytol-halmozasos (E) maszk.

Statisztikai analizis: A normal eloszlas feltételezés teljesitéséhez tehat a volumen

értékek kobgyokével késziiltek a szamitasok. A betegekben a tumorok méretében valo
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nagy variabilitas miatt, az abszolut kiilonbség helyett relativ differenciat szamoltunk a
kobgyok volumenek (D) és az egysé€gesség miatt a jelintenzitdsok(SI) kozott is. A
volumen relativ kiilonbség a (Dge-Dga)/Dgd, mig a SI relativ kiilonbség (Slge-Slga)/Slgq
képlet alapjan szdmolhat6. Ezzel csokkentheté az a nemkivéanatos jelenség, hogy a 1€zid
mérete jelentOsen befolyasolja az eredményeket. Példaul egy nagy 1€ézid esetében az
abszolut kiilonbség a két KA kozott nagy lehet (pl. Dpe-Dgg=100-90=10), de ha ezt
relativ kiilonbséggé konvertaljuk, akkor a nagy kiilonbség eltiinik (10/90=1/9), és
azonos lehet kis 1éziok kozotti relativ kiilonbséggel (pl. (10-9)/9=1/9).

A ferumoxytol €s gadoteridol halmozas kobgyok volumenei (Dge és Dgq) ¢és
normalizalt jelintenzitasai (Slge és Slgq) koOzotti kapcsolat szamitdsdhoz a Pearson
korrelaciot alkalmaztuk. A  ferumoxytol és gadoteridol halmozéas altalanos
Osszehasonlitasa egy random effektus modell szerint tortént. A kiilonbozo
betegcsoportok kozott a két KA volumenének (D) és jelintenzitdsanak (SI) relativ
kiilonbségeit pedig egy linearis kevert effektus modell szerint hasonlitottuk Ossze,
figyelembe véve a lehetséges zavard valtozokat (mint az MR vizsgalat idopontja a
ferumoxytol beadas utan, elézetes radioterapia, szteroid kezelés, €letkor és nem). Ezen
kiviil a bevacizumab (N=26) ¢s szteroid (N=26) terapia hatasat (véletlen, hogy mindkét
csoportba ugyanannyi beteg keriilt) a két KA volumen (D) és jelintenzitas (SI) relativ
kiilonbségére szintén lineéris kevert effektus modell szerint vizsgaltuk. P < 0.05 értéket
tekintettiik statisztikailag szignifikdnsnak. A statisztikai analizis SAS 9.4 (SAS Institute,

Cary, NC) programmal késziilt.
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6. EREDMENYEK

6.1. Ferumoxides és ferumoxtran osszehasonlitasa gadolinium alapu

kontrasztanyaggal kiillonb6z6 intrakranialis tumorokban

Ferumoxides: A harom betegbdl csak egy esetben abrazolddott minimalis — a vas

crcr

kisebb ¢és halvanyabb volt, mint a Gd halmozas. A T2- és GRE T2*-stilyozott képeken

nem lehetett jelintenzitas valtozast detektalni (5. abra).

5. ébra. #2 beteg, anaplasztikus oligodendroglioma.

A, Gadolinium-halmozasos SE T1-sulyozott képen jobb hatsé temporalis intenziven
halmozo6 kis tumor lathato.

B és C, Négy oraval ferumoxides infuzié utdn, a SE Tl-sulyozott kép (B) csak
pontszerl jelintenzitas fokozddast mutat (nyil), mig a GRE T2*-stlyozott képen (C)
nem lehet jelintenzitas csOkkenést latni (nyil). A lateralis, csont korili kis jelmentes
teriilet a C képen korabbi kraniotdmia miatti miitermek!

crer

¢s T2, vagy csak T1 rovidiilés (6-8. dbra). Csak a két low-grade oligodendroglioma nem
mutatott értékelhetd jelintenzitas valtozast egyik sulyozasnal sem (2. tablazat, 9. dbra).
A 15 pozitiv esetben, a T1-sulyozott képeken a jelintenzitas fokozddast (halmozast)
konnyen lehetett detektalni, emellett a vas akkumuléacié leginkabb a GRE T2*-sulyozott
felvételeken abrazolddott jelintenzitds csokkenés formajaban. A 15 agytumorbol 13
esetben a ferumuxtran jelintenzitds valtozasok kozel egybe estek a Gd halmozéasos
teriiletekkel (6-8. abra), de harom malignus tumorban olyan régidkban is detektaltunk
ferumoxtrant, ahol Gd halmozas nem abrazolodott (2. tdblazat, 7. dbra).

A véndk ¢és durdlis sinusok variabilis T1 hiperintenzitast és perzisztald T2

hipointenzitast mutattak a perzisztald ferumoxtran vérkoncentracio miatt.
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Kvantitativ analizis: A ferumoxtran T1 és T2 roviditési effektusa egyértelmi volt

(10. és 11. &bra), €s a 6 6rés és 24 oras képeket 0sszehasonlitva az USPIO progressziv

6. abra. #5 beteg, anaplasztikus oligodendroglioma.

A és B, 6 oraval (A) ¢és 24 oraval (B) a ferumoxtran infuzié utan készilt SE T1-
sulyozott képeken progressziv periférias és foltos centralis halmozas lathatdo a bal
temporalis tumorban.

Hét esetben régionalisan (vagy a maximalis és/vagy a minimdalis ROI-ban) nagyobb
normalizalt T1 jelintenzitdst mértiink ferumoxtrannal mint GAKA-val (2. tdblazat, 7.
abra).

A normalizalt jelintenzitasok régionkénti atlag értékeit elemezve, a SE T1-stlyozott
képeken a maximalis ferumoxtran-halmozasos ROI-ban latott jelintenzitds fokozdodas
szignifikans (P < 0.001) és hasonlo volt ferumoxtrannal és GAKA-val (10. abra). A
minimalis ferumoxtran-halmozasos ROI-ban mind a Gd (P < 0.001), mind a ferumoxtran
(P < 0.005) halmozéasa szignifikdnsnak adodott, de a jelintenzitas a Gd-halmozas
esetében erdsebb volt (P < 0.05) (10. abra).

Az FSE T2-sulyozott képeken mind a maximalis, mind a minimalis ferumoxtran-
halmozasos ROI-ban jelentds jelintenzitas csokkenést (P < 0.001, P < 0.01) lehetett
detektalni a prekontrasztos képekhez képest (11. ébra).

A GRE T2*-sulyozott képeken a minimalis ferumoxtran-halmozasos ROI-ban és a
BAT régidban szignifikdnsan alacsonyabb jelintenzitast (P < 0.005, P < 0.05) mértiink,
mint a FSE T2-stlyozott képeken (11. dbra) €s vizudlisan is egyértelmiien konnyebb
volt a jelintenzitas csokkenés detektalasa a GRE T2*-sulyozott képeken (7. abra). A két
betegben, akiknél rendelkezésre allt pre- és post-ferumoxtran GRE T2*-sulyozott kép

1s, a jelintenzitas szazalékos csokkenését szamoltuk és ezt 0sszehasonlitottuk a FSE T2-
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sulyozott képeken 1évo jelintenzitas csokkenéssel. Az elsé beteg a GRE T2*-sulyozott
képeken a maximalis ferumoxtran-halmozasos ROI-ban 77%-0s, a minimalis
ferumoxtran-halmozéasos ROI-ban pedig 55%-os jelintenzitds csokkenést mutatott, mig
a FSE T2-stlyozott képeken ugyanezen ROI-kban 65% és 10 %-os jelintenzitas
csokkenést lehetett mérni. A masodik beteg 62%, 30% ¢s 38%, 13.5% jelintenzitas

csokkenéseket mutatott a fenti sorrendnek megfelelden.

7. ébra. #9 beteg, anaplasztikus oligodendroglioma.

A és B, Nativ (A) és Gd-halmozasos (B) SE Tl-sulyozott képeken jobb hatséd
temporalis tumor lathatd intenziv, lobuldlt periférids halmozassal €s nem-halmozé
centralis teriilettel.

C, 24 oraval a ferumoxtran infuzi6 utan, a SE T1-sulyozott kép jelentds jelintenzitas
fokozodast mutat hasonl6 lokalizacidban, de kisebb mértékli periférias lobulaltsaggal a
Gd-halmozashoz képest. Az is megfigyelhetd, hogy a Gd-t nem halmoz6 centralis
tumorrész izointenziv lett a fehérallomannyal, ami ferumoxtran akkumulaciora utal.
D-F, FSE T2-stlyozott kép ferumoxtran infuzio elétt (D) valamint FSE T2-sulyozott
(E) és GRE T2*-stilyozott képek (F) 24 oraval ferumoxtran infizidé utdn heterogén
jelintenzitasti tumort mutatnak periférias csokkent jelintenzitdssal, ami a GRE T2*
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képen sokkal intenzivebb. Az alacsony jelintenzitasu teriiletek eloszlasa hasonlé a SE
T1-stulyozott képen (C) lathatd fokozott jelintenzitasu teriiletekhez.

G és H, Szoveti vasfestés (DAB-Perls) mikrofotoi. A G képen (eredeti nagyitas x7.5; a
szakasz 1 mm-t jelez) a tumor (T) és koriilotte periféridsan a tumor-reaktiv agy hatar
(reactive brain; RB) lathat6, utébbi helyen intenziv barna vasfestédéssel. A H képen
(eredeti nagyitas x100; a szakasz 0.1 mm-t jelez) a tumor-reaktiv agy hataron a sejteken
beliili vas inkéabb fibrillaris nyalvanyokkal rendelkez6 parenchymalis sejtekben (nyilak),
mint a kerek tumorsejtekben (T) lathato.

V

8. abra. #12 beteg, meningeoma radioterapia utan.

A és B, Nativ (A) és Gd-halmozéasos (B) SE Tl1-stlyozott képek: a tumor a centralis
rész kivételével élénk halmozast mutat a B képen.

C, SE T1-sulyozott kép 24 6raval ferumoxtran infzid utan: erds ferumoxtran halmozas
lathato a tumor centralis, Gd-t kevésbé halmozd részében és csak minimalis
ferumoxtran halmozas dbrazolddik a kornyezd, Gd-t intenziven halmozo6 tumorrrészben.

9. ébra. #6 beteg, oligodendroglioma.

A, Gd-halmozasos SE T1-sulyozott kép bal fronto-temporalis kiterjedt infiltrald tumort
mutat, melynek eliils6 temporalis részében kis halmozas lathato (nyil).

B és C, 24 6raval ferumoxtran infizid utdn, a SE T1-stlyozott kép (B) és GRE T2*-
sulyozott kép (C) nem mutat jelintenzitds valtozast (nyil), mely arra utal, hogy vas
akkumulacié nem alakult ki.
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10. abra. SE T1-stlyozott MR képek dsszehasonlitasa 15 betegben.

Atlag normalizalt SE T1 jelintenzitas értékek standard atlag hibaval a hidnyzo, a
minimalis és a maximalis ferumoxtran (Combidex) halmozasos tumor régidkban,
valamint a tumor koriili agyban (brain around tumor; BAT). a =P < 0.05 a Gd halmozas
a prekontrasztos értékhez képest; b = P « 0.05 a Gd halmozds a ferumoxtran
halmozashoz képest; ¢ = P < 0.001 a prekontrasztos értékkel 0sszehasonlitva; d = P «

0.005 a prekontrasztos értékkel 6sszehasonlitva.

FSE T2 pre-contrast
mmm FSE T2 Combidex
oo GRE T2* Combidex

T2 Signal (Ratio)

e
absent minimal maximal BAT

11. abra. FSE T2-stilyozott és GRE T2*-siilyozott MR képek osszehasonlitasa 15
betegben. Atlag normalizalt T2 jelintenzitas értékek standard atlag hibaval a hidnyzo, a
minimalis és a maximalis ferumoxtran (Combidex) halmozasos tumor régidkban
valamint a tumor koriili agyban (brain around tumor; BAT). a = P <« 0.01 a
prekontrasztos FSE T2-vel 6sszehasonlitva; b = P < 0.005 a ferumoxtran-halmozasos
GRE T2* §sszehasonlitva a ferumoxtran-halmozasos FSE T2-vel; ¢ = P < 0.001 a
prekontrasztos FSE T2-vel dsszehasonlitva; d = P < 0.05 a ferumoxtran-halmozasos
GRE T2* 6sszehasonlitva a ferumoxtran-halmozéasos FSE T2-vel.

0.0-

A harom betegben elkésziilt post-ferumoxtran echo-planar GRE T2*- versus echo-
planar SE T2-sulyozott képek kozott, valamint ezek és a GRE T2*-stlyozott képek
kozott nem volt egyértelmi jelintenzitas kiilonbség, és a szuszceptibilitasi miitermékek,
valamint a geometriai torzitds az echo-planar szekvencidkon jelentésebbnek

mutatkozott.
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Hisztoldgia: a #9 beteg (anaplasztikus oligodendroglioma) biopszias mintajaban (7G
¢s H abra) a denz tumoron beliil csak szorvanyosan lehetett festédd sejteket latni. A
tumorban tobbnyire olyan sejtek mutattak vasfestédést, melyek vékony fibrillaris
nyulvanyokkal rendelkeztek astrocyta eredetre utalva. A vasfestddés joval markansabb
volt a tumor periféridjan, azaz a tumor—agy hataron, és a festédés eloszlasa jo

korrelaciot mutatott az MR jelintenzitas valtozasokkal (7. abra).

6.2. Pre- és postoperativ MR vizsgalatokon valé ferumoxtran képalkotas malignus

agytumoros betegekben

A ferumoxtran lassu infizidja utdn semmilyen szovodmény nem jelentkezett.
Mindegyik malignus tumorban lehetett Gd halmozast latni, ami az egyik alapfeltétele
volt a vizsgalatban val6 részvételnek.

Tumor jelintenzitds: A ferumoxtran infizid utan 24 6raval készilt MR felvételeken

az Osszes tumor mutatott ferumoxtran akkumulaciora utald T1 és T2 rovidiilési effektust
(4. tablazat). Egy betegben a 0.15 T intraoperativ MR berendezéssel is egyértelmii
halmozas abrazolodott. Az el6z6 5.1. tanulmannyal 6sszhangban, ebben a vizsgalatban
is egyértelmiibben lehetett detektalni a fokozott T1 jelintenzitast, mint a T2 jelintenzitas
csokkenést, ezért els6sorban a SE T1-stlyozott képek elemzésére koncentraltunk.

Az egyik igen fontos észrevétel az, hogy a hét betegbdl 6t esetben (#1, #2, #3, #6 és
#7 beteg) olyan teriileteken is lehetett ferumoxtran halmozast latni, ahol Gd halmozas
nem volt jelen (4. tablazat). A ferumoxtran halmozas vagy kiterjedtebb volt mint a Gd-
halmozé f6 tumor massza, vagy 1j teriileteken jelent meg extra 1ézidkat mutatva (12, 13.
és 14. abra). A #4 ¢és #5 betegben a tumor ferumoxtran halmozasa lényegében
megegyezett a Gd halmozast mutato teriilettel (15. és 16. abra).

A rezidudlis teriiletek SE T1 jelintenzitdsa: A pre- €és postoperativ ferumoxtran-

halmozasos felvételek Gsszehasonlitasa soran, a hétbdl négy esetben lehetett rezidualis
ferumoxtran-halmoz6 teriileteket latni (4. és 5. tadblazat). A maradék hiarom tumor
esetében reziduumot nem lehetett postosan megitélni, részben az alkalmazott
hemosztazis (H,O,, Surgicel) ¢és vérdegradacios termékek USPIO-hoz hasonld

jelintenzitasa miatt, részben pedig a mutét kovetkeztében az adott régiot érintd kifejezett
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morfologiai valtozadsok miatt (4. és 5. tablazat). A #2 és #7 betegben a rezidualis
ferumoxtran-halmozo6 teriilet normalizalt jelintenzitdsa csak 22% ¢és 18%-kal volt
kisebb, mint ugyanezen régiok preoperativ normalizalt jelintenzitasa (14. abra). A t6bbi
rezidualis teriilet jelintenzitasa még kisebb mértékben csokkent. Valamennyi rezidualis
ferumoxtran-halmozo6 teriiletet konnyen ki lehetett mutatni, mivel normalizalt

jelintenzitasuk fokozott maradt (5. tdblazat, 12. és 14. abra).

12. abra. GBM (#3 beteg).

A. Gadolinium-halmozasos SE Tl-sulyozott képen bal oldali fronto-laterdlis nagy
halmozé tumor (nyilak) lathato.

B. 24 o6raval a ferumoxtran infuzid utdn, preoperativ SE Tl1-stlyozott kép intenziv
ferumoxtran halmozéast mutat a tumorban (nyilak). Ezen kivil egy 1j, extra
ferumoxtran-halmozo teriilet is megjelent a f6 tumor massza mellett medialisan a
putamen teriiletében (nyilhegy). Ezen MR vizsgalat utan 4 6ran beliil miitétre keriilt sor.
C. 5 nappal a ferumoxtran infizié utan és 4 nappal a mitét utan, postoperativ SE T1-
sulyozott képen a rezidudlis ferumoxtran-halmozdé teriilet a putamenben még mindig
egyértelmiien és tisztan abrazolddik (nyilhegy). Az iireg peremének egyes részei
fokozott jelintenzitast mutatnak (nyilak) (Surgicelt hasznaltak).

D és E. Vasfestéses (DAB-Perls) mikrofotok. A D képen (eredeti nagyitds x25; a
szakasz 0.5 mm-t jelez) intenziv vasfestddés lathaté a tumor korili agyallomanyban
(brain around tumor; BAT), de a tumorban (T) nem. Az E képen (eredeti nagyitas x200;
a szakasz 0.05 mm-t jelez) egy reaktiv sejt denz vasfestddést mutat (nyil), mig a
tumorsejtekben csak minimalis festddés (vasfelvétel) abrazolddik.

F. GFAP immuncitokémiai festés mikrofotdja. A GFAP-pozitiv astrocytak ugyanolyan
morfologiat mutatnak, mint a vas-pozitiv sejtek az E képen (eredeti nagyitas x200; a
szakasz 0.05 mm-t jelez).
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A detektalhatd rezidualis ferumoxtran-halmoz6 tertiletek 1ényegében egybe estek a
preoperativ extra ferumoxtran-halmozo6 teriiletekkel (12. és 14. abra), és a postoperativ
vizsgéalaton GAKA adésa utan ezekben vagy 10j teriiletekben Gd halmozas nem volt
azonosithat6 (4. tablazat).

A tumor koriili agydllomany (BAT) SE T1 jelintenzitdsa: a pre- és postoperativ

ferumoxtran-halmozasos képeket dsszehasonlitva nem lehetett jelintenzitas valtozasokat
latni a BAT teriiletében, tehat nem keletkezett intraparenchymalis sériilés/vérzés a mutét
soran €s nem alakult ki ferumoxtran akkumulaci6 az tireg kortl.

A postoperativ ferumoxtran-halmozéasos vizsgalat GAKA el6tti és utani képeit
Osszehasonlitva, a BAT nem mutatott Gd halmozast, vagyis miitét miatti vér—agy-gat
karosodas nem jelentkezett ezen betegekben a miitét utan 24 6ran beliil késziilt képeken.

A fentiecknek megfeleléen, a BAT teriiletében 1évé csokkent T1 normalizalt
jelintenzitds (6déma ¢és/vagy infiltralé tumor) a postoperativ képeken is fennmaradt
GAKA el6tt ¢és utan is, valamint statisztikailag nem jelentkezett szignifikans kiilonbség
a pre- €s postoperativ BAT atlag jelintenzitasban. Viszont, a rezidualis ferumoxtran-
halmoz¢ teriiletek atlag jelintenzitdsa szignifikansan magasabb volt (P< 0.05), mint a

BAT jelintenzitasa, vagyis a rezidudlis teriiletek konnyedén elkiilonithetdk maradtak.

5. tablazat. A pre- és postoperativ ferumoxtran-halmozasos SE T1-sulyozott
képeken mért normalizalt jelintenzitas* az egyes ROI-kban, valamint a miitét
kozben alkalmazott anyagok.

Beteg Preoperativ | Postoperativ jelintenzitas Hemosztazis Kemoterapia
jelintenzitas
sorszam | tumor Rezidualis | Rezekcios | Rezekcios | Extraaxialis | Parenchymalis Epi- Parenchymalis
teriilet ireg ireg folyadék durélis
kozepe pereme
# H,0, | Surgicel | Gelfoam | Gelfoam | Gliadel
! I ? i 1 i + + - - -
2 i 1 1 i 1 - + - - +
3 1 1 1 1 1 + + + + -
4 1 ? ! i i + + - n -
> 1 ? ! ! - + + - + -
6 1 1 y 1 1 - + + - -
7 i 1 1 nines | 11 - - + - ;
mérve

Magyarazat: +: hasznaltak, —: nem hasznaltak, 1: fokozott ( >1.0 and <2.0), 1 1: er0sen
fokozott (>2.0), —: izointenziv (= 1.0), | : csokkent ( < 1.0) normalizalt jelintenzitas.

? reziduum nem volt egyértelmil, mivel a miitét utan jelentés morfologiai valtozas jott
l1étre az érintett teriiletben €s a rezekcios iireg peremének fokozott jelintenzitasa véres
hemosztatikus anyagtol vagy rezidualis ferumoxtrantol is szarmazhatott.

*A jelintenzitast a normalis fehérallomannyal normalizaltuk.
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A rezekcids Ureg kozépsO részének és peremének, valamint az extraaxialis

folyadékgyiilemnek a SE TI jelintenzitdsa: a rezekcios ilireg centruméanak normalizalt

jelintenzitdsa valtozatos volt: vagy fokozott, vagy csokkent. Az iireg pereme minden
esetben fokozott normalizalt T1 jelintenzitdst mutatott, mig az extraaxialis postoperativ
folyadékgyiilem normalizalt jelintenzitasat izointenzivnek vagy hiperintenzivnek
mértiik (5. tabladzat). A #2 betegnél a rezekcids iireg peremének normalizalt
jelintenzitasa joval magasabb volt, mint a rezidualis ferumoxtran jelintenzitasa, ami
ebben az esetben lehetdvé tette azt, hogy a rezidalis ferumoxtran-halmozé teriiletet
elkiilonitsiik a rezekcids tireg peremétol (5. tdblazat, 14. dbra). A tobbi esetben viszont a
rezekcios lireg peremének fokozott T1 jelintenzitdsa nem kiilonbozott a rezidudlis
ferumoxtran jelintenzitasatdl, vagy azokban az esetekben, amikor rezidudlis 1€zi6
jelenléte nem volt egyértelmii, akkor az iireg peremének jelintenzitdsa nem kiilonbozott
a preoperativ ferumoxtran halmozas jelintenzitasatol (5. tablazat, 12, 15. és 16. abra).

Az erek és a dura SE TI1 jelintenzitasa: a ferumoxtran-halmozasos képeken az

erekben a fokozott jelintenzitas legjobban a nagy vénakban és a durélis sinusokban volt
lathato. GAKA adasa utan az erek jelintenzitasa kissé tovabb fokozodott.

A kraniotomia alatt a dura nem mutatott egyértelmii halmozast a GAKA adasa el6tti
postoperativ ferumoxtran-halmozéasos vagy késéi MR vizsgalatokon; ez azt jelenti, hogy
a maradek keringd ferumoxtran nem okozott durdlis halmozast a vizsgalt szériaban.
GAKA adésa utan viszont mindegyik esetben halvany durdlis halmozast lehetett
észlelni (14. és 15. abra).

Kés6i MR vizsgalatok: harom betegben allt rendelkezésre. A #3 betegben a

rezidualis ferumoxtran-halmozé teriilet a mutét utani 4. napon is konnyen lathatod
maradt (12. dbra). A #5 betegnél a mutét utan 8 nappal az ilireg peremének kezdeti
fokozott T1 jelintenzitasa halvanyodott, aminek eredete — véres hemosztatikus anyag
vagy rezidudlis ferumoxtran — tovabbra is kérdéses maradt. A #2 beteg esetében a
miitét utan 12 nappal rezidudlis ferumoxtran halmozast mar nem lehetett detektalni.
GAKA adasa utdn a #2 és #5 esetekben, a mitéti ilireg szokdsos postoperativ
peremsz¢li halmozast mutatott a varakozasoknak megfelelden. A #3 beteg a kés6i MR
vizsgalat soran nem kapott GAKA-t, mert a vizsgalatot id6 eldtt megszakitotta.
Kiilondsen érdekes a #7 beteg esete (13. abra), akinek a kovetése soran havonta

késziilt MR vizsgalat. A postoperativ 5. honapos MR vizsgélaton egyértelmiien Gd-
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halmoz6 1ézidk jelentek meg azokban a teriiletekben, ahol a preoperativ.c MR

vizsgalatokon csak ferumoxtran halmozast lehetett latni Gd-halmozas nélkiil (13F abra).

13. abra. Anaplasztikus oligodendroglioma (#7 beteg).

A. Gadolinium-halmozéasos SE T1-sulyozott kép egy bal temporalis, szolidan halmozo
kis tumort mutat (nyil).

B. 24 o6raval a ferumoxtran infizid utan, preoperativ SE T1-stlyozott kép nagyobb
ferumoxtran-halmozo6 tumort (nyil) dbrazol. Ezen kiviil két 0y, aprd, extra ferumoxtran-
halmozé 1€zi6 is lathat6 a splenium mogott mindkét oldalon (kis nyilak).

C. Gadolinium-halmozasos SE T1-stulyozott képen nem lehet koros halmozast latni a
bal hatso temporalis régioban (korrel jelolve).

D. 24 o6raval a ferumoxtran infizidé utan, preoperativ SE TI-stlyozott kép extra
ferumoxtran-halmoz6 1€zi6t mutat a bal hatsd6 temporalis régioban (kis nyil).
Megjegyzendd, hogy a C és D képek eltérd dontési sikban késziiltek, ezért a frontalis
részek kiilonbozoek, de a relevans hatsd régiok sikja megegyezik: a felsd vermis és a
bal plexus choroideus hasonlé morfoldgiaval abrazolddik.

E. 25 6raval a ferumoxtran infuzio utan késziilt T1-stlyozott kép intraoperativ 0.15 T
MR berendezéssel: a két nagyobb ferumoxtran-halmozo 1€z6 a bal temporalis lebenyben
konnyen azonosithatd (nyilak). Ezen kiviil, a két apr6 ferumoxtran-halmozo6 1€zi6 a
splenium mogott (1asd B képen) szintén 14thato volt halvanyan (nincsenek mutatva).

F. Gadolinium-halmozasos SE T1-sulyozott kép 5 hénappal késébb 1) halmozd tumor
fokuszokat mutat, amik az eredeti gadolinium-halmozésos képeken (A és C) nem voltak
lathatok. Fontos megjegyezni, hogy az 0 Gd-halmoz6 tumorok koziil hdrom 1€zi6
(nyilak) azokban a teriiletekben alakult ki, ahol a ferumoxtran mar mutatott halmozast
(a gadoliniummal ellentétben) a kezdeti vizsgalaton, a B és D képeken.
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14. abra. GBM (#2 beteg).

A. Gadolinium-halmozasos SE T1-sulyozott képen jobb frontalisan egyenetlen gytirlis
halmozasti tumor lathato (nyilak). A bal centrdlis sulcus lateralis részét megjeloltiik
(nyilhegy) szelet azonositasi céllal.

B. 24 ¢6raval a ferumoxtran infuzié utan, preoperativ SE Tl-sulyozott kép a jobb
frontalis tumort nagyobb kiterjedésli ferumoxtran halmozassal mutatja (nyilak). Ezen
MR vizsgalat utan 4 6ran beliil miitétre kertilt sor. A bal centralis sulcus lateralis részét
ismét megjeloltiik (nyilhegy) szelet azonositasi céllal.

C és D. 57 6raval a ferumoxtran infuzid és 29 oraval a miitét utan, a postoperativ SE
T1-sulyozott képen (C) rezidudlis ferumoxtran-halmozo6 teriilet (nyilak) lathatd a mitéti
iireg mellet medidlisan. Az iireg Gliadel-lel kitoltott. A mutéti lireget hatarold erésen
hiperintenziv perem (nyilhegyek) nagy valdszinliséggel Surgicel. Gadolinium adésa
utdn (D) nem lathato jelintenzitas valtozds sem a rezidudlis ferumoxtran-halmozé
teriiletben (nyilak), sem az iireg koriili agyban. Gadoliniummal halmozéast mutat a
craniotomia alatti dura, valamint a falx és az ellenoldali dura is (kis nyilak).

E és F. vasfestéses (DAB-Perls) mikrofotok. Az E képen intenziv barna vasfestddés
lathatdo a tumor—agy hataron (BAT), mig minimalis vas detektdlhato a siirli, kéken
festddd tumorban (T) (eredeti nagyitas x25; a szakasz 0.5 mm-t jelez). Az F kép egy kis
teriiletet mutat a tumoron beliil ér és makrofag festddéssel (nyilak) (eredeti nagyitas
x50; a szakasz 0.1 mm-t jelez).

FSE T2 és GRE T2* szekvencidk: altalanossagban a FSE T2 és a GRE T2*

felvételeken a fent leirtakhoz hasonld eredményeket lehetett latni, de a rezidualis
ferumoxtran jelintenzitdst a normalis agyallomanytol kevésbé egyértelmiien lehetett

vizualisan differencialni. A BAT teriilete nem mutatott észrevehetd jelintenzitas
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valtozast a pre- €s postoperativ képeket dsszehasonlitva, ¢s a BAT fokozott normalizalt
jelintenzitasti maradt a postoperativ képeken. A miitéti lireg centrumanak és peremének,
valamint a postoperativ extraaxialis folyadékgyiilemnek a jelintenzitasa inhomogénen
fokozott vagy csokkent volt €s ezek a jelintenzitdsok gyakran hasonloak voltak, mint a

rezidualis teriilet vagy az eredeti tumor ferumoxtran jelintenzitasa (15. ébra).

i it A

15. abra. GBM (#4 beteg).
A. Gadolinium-halmozasos SE Tl-sulyozott képen bal frontalis gytriisen halmozé
tumor lathato (nyilak).

B and C. 24 o6raval a ferumoxtran infizié utan, preoperativ SE T1-sulyozott kép (B) és
GRE T2*-stlyozott kép (C) a bal frontalis tumort gytiris ferumoxtran akkumulécioval
mutatja (nyilak). Ezen MR vizsgélat utdn 4 6ran beliil miitétre keriilt sor.

D, E and F. 50 6raval a ferumoxtran infuzi6 és 22 6raval a miitét utdn, postoperativ SE
T1-stulyozott kép (D) fokozott és GRE T2*-sulyozott kép (E) csokkent jelintenzitast
mutat a mutéti teriiletben, ami hasonld a preoperativ képeken (B és C) lathatd tumor
ferumoxtran jelintenzitdsahoz. Mivel a mitéti iireg Osszeesett €s hemosztazisként
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Surgicelt valamint H,O,-t is hasznaltak, lehetetlen megmondani, hogy a miitéti
teriiletben latott jelintenzitds valtozasok rezidudlis ferumoxtrant vagy véres
hemosztatikus anyagot mutatnak. Gadolinium adésa utdn (F), a kraniotomia alatt duralis
halmozas lathat6 (kis nyilak), de intraparenchymalis halmozés nem jelenik meg.

G and H. vasfestéses (DAB-Perls) mikrofotok. A G képen kozepes foku barna
vasfestddés lathatdé a tumor szélén, mig a strli tumorban (T) csak minimadlis vas
detektalhatd (eredeti nagyitds x25). A H kép a tumoron beliili kis teriiletet mutat
halvany vasfestddéssel néhany tumorsejtben, mig intenziv festddéssel egy
nyulvanyokkal rendelkezd reaktiv sejtben (astrocyta) (eredeti nagyitas x200).

16. abra. Metasztazis (#S beteg).

A. 24 oraval a ferumoxtran infizid utan, preoperativ SE T1-sulyozott kép bal hatso
temporalis gylirlisen halmozo6 tumort mutat.

B. 54 oraval a ferumoxtran infizid és 24 o6raval a miitét utdn, postoperativ SE T1-
sulyozott kép fokozott T1 jelintenzitdst mutat a rezekcids teriilet sz€li részein, ami
jelezhet rezidualis ferumoxtrant, vagy lehet vér és hemosztatikus anyag (Surgicel és
H,0,) kombinacidjanak a kdvetkezménye is.

C and D. vasfestéses (DAB-Perls) mikrofotok. A C képen kozepes foku barna
vasfestddés lathaté a denz tumorszigetek koriil (eredeti nagyitds x25). A D kép a
tumoron beliili kis teriiletet mutat halvany vasfestddéssel néhany tumorsejtben, mig
intenziv festédéssel a reaktiv astrocytakban (nyil) és erekben (eredeti nagyitas x200).

Hisztoldgia és vas hisztokémia: A ferumoxtrant kapo hét beteg koziil hat esetben a

rezekcids mintat vasat kimutatd hisztokémiai modszerrel vizsgaltuk (12, 14, 15 ¢és 16.
abra). A #7 beteg biopszias anyaga nem kertilt vasfestésre, mivel a minta tul kicsi volt.
Az 0sszes megfestett szovetminta hasonlo jellegzetességekkel rendelkezett.

A denz, kék nuklearis festddésli tumorrészek csak elszortan mutattak enyhe barna

56



DOI:10.14753/SE.2019.2262

festddést, ami csak minimalis vas jelenlétére utal. Ezzel szemben, kdzepes foka vagy
intenziv barna vasfestodést lehetett 1atni a tumor—agyszdvet hatdron (12D, 14E, 15G ¢és
16C 4abra), néhany ér és kotdszovet (14F és 16D abra), valamint nekrotikus teriilet
festodésével egyiitt. Hasonlo enyhe vagy kozepes foku vasfestddés volt az erekben és
nekrotikus teriiletekben a kontroll betegek biopszids mintaiban is, akik nem kaptak
ferumoxtrant. Ez annak kdszonhetd, hogy a DAB-Perls festés nem kiilonbdzteti meg a
ferumoxtrant ¢és egyéb vasforrast, mint pl. a hemosziderint vagy eldzetes vérzést; ezért
az extracellularis vas nem tulajdonithat6 biztosan a ferumoxtrannak.

Ezzel ellentétben, a celluldris festddés egyértelmiien jelezte a ferumoxtran felvételt,
ami elsOsorban a reaktiv sejtekben, makrofagokban (14F abra) és reaktiv astrocytakban
(12E ¢és F, 15H és 16D abra) koncentralodik a tumoron beliil és a tumor periféridjan,
mig a tumorsejtek vasfelvétele elhanyagolhat6. A vasfestodés kiterjedt a
citoplazmatikus nyulvanyok periférias részébe is, ami hemosziderin festddésre nem

jellegzetes. Ez a cellularis festddés a kontroll mintakban nem volt kimutathato.

6.3. A ferumoxytol és a gadoteridol halmozas kvantitativ 6sszehasonlitasa

A két KA halmozdsanak altalanos Gsszehasonlitdsa: A 17. abra négy esetet mutat

hasonld (A.-C. képek) vagy kiilonb6z6é (D.-L. képek) feromoxytol és gadoteridol
halmozassal (17. &bra).

Erés korrelaciot lehetett kimutatni a két KA volumenének kobgyok értékei
(r=0.7979, P«0.0001), ¢és jelintenzitasai kozott (r=0.5362, P<0.0001) (18. abra). Az
0sszes MR vizsgalatot egyiittesen figyelembe véve, a halmozas volumenek kobgyok
értéke (D) 3.00 mm-rel vagy 13.83%-kal volt kisebb ferumoxytollal, mint gadoteridollal
(P<0.0001) (19. abra, A). A halmozas jelintenzitasa (SI) ferumoxytollal 7.24%-kal
adddott kisebbnek, mint gadoteridollal (P<0.0001) (19. abra, B).

A két KA halmozasdnak Osszehasonlitisa a betegcsoportok kozott: A négy

betegcsoportban a KA-k D és SI relativ kiilonbségei kozott nem volt szignifikans
kiilonbség (D, P=0.7905 és SI, P=0.3725) a betegjellemzdk figyelembevétele utan (20.

abra).
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17. abra. Ferumoxytol (Fe) és gadoteridol (Gd) halmozas négy kiilonb6z6 esetben.
A legalsé sorban a C.-L. képek a két kontrasztanyag halmozast egyiittesen, atfedésben
mutatjak; zold: csak gadoteridol, rézsaszin: csak ferumoxytol, kék: mind ferumoxytol,
mind gadoteridol halmozast mutatd pixelek. 1. eset (A.-C.): 57 éves férfi, grade IV
glioblastoma, bevacizumab kezelés utan. A ferumoxytol halmozas (A) hasonld a
gadoteridol halmozéashoz (B). 2. eset (D.-F.): 45 éves férfi, grade IV glioblastoma,
kemoirradiacios kezelés utan 90 napon beliil. A ferumoxytol akkumulélédik a tumor
nekrotikus iiregében (D), mig a gadoteridol gytlriis halmozéast mutat (E). 3. eset (G.-1.):
48 éves no, grade IV glioblastoma, kemoirradidcids kezelés utan 90 napon belill. A
ferumoxytol halmozas (G) nagyobb, mint a gadoteridol halmozas (H). 4. eset (J.-L.): 59
éves férfi, grade III anaplasticus oligodendroglioma, bevacizumab kezelés utdn. A
ferumoxytol halmozas (J) kevésbé¢ kifejezett, mint a gadoteridol halmozas (K).

A B
- r=0.7979 r=0.5362
" p<0.0001 . p<0.0001
. ; 1.8-
E 404
= £ 1.6
o 30+ %
=}
% E 1.4-
g 20- =
3 &
B
@ 10+ 1.24
) - — Y| S —
0 10 20 30 40 50 10 12 14 16 1.8
Gadoteridol mm Gadoterido

18. abra. Kobgyok volumenek (A) és jelintenzitaisok (B) korrelacioja. A
szorasgorbék erds korrelacidot mutatnak a két KA halmozéasa kozott, mind a kdbgyok
volumenek (A), mind a jelintenzitasok (B) esetében.
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19. éabra. Oszlopdiagram: a két KA-halmozas kobgyok volumenének (A) és
jelintenzitasanak (B) oOsszehasonlitasa az oOsszes MR vizsgalatban. A
kobgyokvolumenek kozott (A) és a jelintenzitdsok kozott (B) a relativ kiilonbség
szignifikans, (P<0.0001 mindkét esetben). Fe:ferumoxytol; Gd: gadoteridol; a hibasavok
az atlag standard hib4jat mutatjak.
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20. abra. Oszlopdiagram: a két KA-halmozas kobgyok volumene (A) és
jelintenzitasa (B) a kiilonb6z6 betegcsoportokban. A négy betegcsoportban a két KA
kobgyok volumeneinek ¢és jelintenzitdsainak relativ kiilonbségei nem mutattak
szignifikans  kiilonbséget.  Fe:ferumoxytol;  Gad:  gadoteridol;  pre-CRT:
kemoradioterapia el6tt; post-CRT: kemoradioterapia utan 90 napon beliil; post-CRT>90:
kemoradioterapia utan tobb mint 90 nappal; bev: bevacizumab utan. A hibasavok az
atlag standard hibajat mutatjak.

A két KA halmozasanak Osszehasonlitdsa bevacizumab és szteroid terapia el6tt és

utdn: Mindkét csoportban ugyanannyi, 26-26 beteg allt rendelkezésre. A KA-k relativ
kiilonbségét a bevacizumab terdpia nem valtoztatta meg jelentdsen (bevacizumab eldtt
versus bevacizumab utan, kobgyok volumen: 3.6%, P=0.5234; jelintenzitas: —1.5%,
P=0.2442 (21. abra). Ehhez hasonldan a szteroid terapia hatasara sem valtozott meg
jelentdsen a két KA halmozéasa kozotti relativ kiilonbség (szteroid elott versus szteroid

utan, kobgyok volumen: 5.28% P=0.3774; jelintenzitas: 2.9%, P=0.0741 (22. 4bra).
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21. abra. Oszlopdiagram: a két KA-halmozas kobgyok volumene (A) és
jelintenzitasa (B) bevacizumab terapia elétt és utan ugyanazon betegekben, N=26.
A két KA halmozas kobgyokvolumene (A) és jelintenzitasa (B) kozotti relativ
kiilonbség nem valtozott meg szignifikdnsan a terapia hatasara. Fe:ferumoxytol; Gad:
gadoteridol; bev: bevacizumab. A hibasdvok az atlag standard hibéajat mutatjak.
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22. abra. Oszlopdiagram: a két KA-halmozas kobgyok volumene (A) és
jelintenzitasa (B) szteroid terapia elétt és utan ugyanazon betegekben, N=26. A két
KA halmozas kobgyokvolumene (A) és jelintenzitasa (B) kozotti relativ kiillonbség nem
valtozott meg szignifikansan a terapia hatdsara. Fe:ferumoxytol; Gad: gadoteridol. A
hibasavok az atlag standard hibajat mutatjak.
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7. MEGBESZELES

7.1. A ferumoxides és ferumoxtran altal okozott jelintenzitas valtozasok
gadolinium alapi kontrasztanyaggal valéo oOsszehasonlité vizsgalatanak

meghbeszélése

A munka célja az volt, hogy 1. két vas-oxid nanorészecske (ferumoxides ¢és
ferumoxtran) MR kontrasztanyagként vald alkalmazhatdsagat vizsgaljuk KIR-1
tumorokban, ¢és 2. 0Osszehasonlitsuk ezen (U)SPIO-k altal okozott jelintenzitas
valtozasokat a Gd halmozéssal.

Ferumoxides inftzid utan, a lehetséges maximalis dozist alkalmazva, a tumorokban

érdemi jelintenzitas valtozast nem detektaltunk. Ennek magyardzata elsésorban a
ferumoxides nanorészecske szerkezetében rejlik. A csak vékony (3.3 nm) €s inkomplett
dextran burok miatt ez az SPIO konnyen kotddik plazma fehérjékhez — azaz gyorsan
opszonizalddik —, ami megkonnyiti a fagocita sejtek membranjahoz valo kotodést €s a
fagocitozist, igy ez a részecske rovid plazma felezési idével rendelkezik. Ezt a
hipotézist latszik alatdmasztani az a tény is, hogy még a meningeomaban sem lehetett
vas akkumulaciora utalo jelintenzitds valtozast kimutatni (2. tablazat), annak ellenére,
hogy a meningeomak nem rendelkeznek vér—agy-gattal és kifejezetten vaszkularizaltak.
Mas tényezok, mint a ferumoxides részecske relativ nagy mérete, méretbeli szorasa ¢€s
szabalytalan alakja, valamint a csaknem 5x kisebb doézis (a ferumoxtrannal
Osszehasonlitva, de az alkalmazott dozis a legmagasabb klinikailag elfogadott dozis
volt) szintén hozzdjarulhatott ahhoz, hogy ferumoxides infizi6 utdn érdemi vas

akkumulaciot nem lehetetett 1atni a tumorokban.

Ferumoxtran infizid utdn, a Gd-halmozasos teriiletek nagy részében jelintenzités
tablazat). A ferumoxtrannak vastagabb (8-12 nm) és teljes dextran boritdsa van, ami
megakadalyozza a plazma proteinekkel és membranokkal vald reakciot és elnyujtott
plazma felezési 1d6t (24-30 6ra) eredményez, ami viszont elég hosszl lehet ahhoz, hogy

[13

a ferumoxtran partikulumok “megtalaljak” a koros vér—agy-gat leginkabb permedabilis
részeit. A ferumoxtran kisebb mérete és egyenletesebb méret eloszlasa is szerepet

jatszhat abban, hogy ez az USPIO konnyebben athatoljon a kéarosodott vér—agy-gaton
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(endothelialis tigh-junction és bazalis membran). Az eloszlasbeli kiilonbségeket korabbi
kisérlet is aldtdmasztja: patkdnyagyban a vér—agy-gat ozmotikus megnyitasa ¢s MION
(monocrystalline iron-oxide nanoparticle, a ferumoxtran preklinikai formuldja),
valamint ferumoxides intraarterialis befecskendezése utan a két részecske lokalizacidja
kiilonbozott. Fénymikroszkoppal a vasat MION esetében intra- és extracellularisan és
kapillarisokban, mig ferumoxides esetében csak a kapillarisok faldban lehetett latni.
Elektronmikroszkdppal a ferumoxides elektron-denz partikulumai a kapillaris endothel
sejtek és a bazalis membran kozott helyezkedtek el, de a bazédlis membranon til az
extracellularis térben nem voltak kimutathatok. Ezzel szemben a MION fdleg
intracellularisan (szinapszisok kozelében és részben pericytakban) és extracelluldrisan, a
bazalis membranon til volt detektdlhatdo. A ferumoxides bazalis membranon valo
megakadasaért valdsziniileg a részecske gyors opszonizacidja mellett a dextran burok
enyhe negativ toltése is feleldssé tehetd (Muldoon et al. 1999).

Vizsgalatunkban a ferumoxtran a T1-sulyozott képeken csak fokozott jelintenzitéast
okozott a tumorokban, tehat a javasolt klinikai dozist alkalmazva, a vas akkumulacié
nem ¢ért el olyan koncentraciot, ami csokkent T1 jelintenzitast eredményezhetett volna.
A GAKA-hoz képest a vas-oxid részecskék relaxivitdsa nagyobb és a vas nagyon kis
mennyisége (akar 1 ug) is elegendd lehet az MR jelintenzitas valtozas 1étrehozasahoz
(Neuwelt et al. 1994).

A GAKA halmozas mechanizmusa és farmakodinamikéja jol dokumentalt, ahogy azt
a bevezetOben mar részleteztem (De Leon et al. 2015). Felmeriil a kérdés, hogy mas
KA-k esetében milyen feltételeknek kell teljesiilnie az MR jelintenzitds valtozas
létrehozasahoz és mi lehet a halmozas mechanizmusa. A KA mérete alapvetd szerepet
jatszhat. A GAKA molekulasulya kb. 500 Dalton, mérete 0.3-1 nm, mig a ferumoxtran
molekulasulya tobb tizezer Dalton, a mérete pedig 30 nm (Weinstein et al. 2010). Azaz,
az USPIO kb. 30-100x nagyobb, mint a GAKA. Ezért ésszeriinek latszo feltételezés az,
hogy ha a vér—agy-gat ateresztové valik a kicsiny GAKA molekuldk szdmdara, ez nem
feltétlentil jelenti azt, hogy a vér—agy-gat a joval nagyobb méretii és tomegli vas-oxid
nanorészecskék szdmdra is permedbilis lesz (Barnett et al. 1995). A ferumoxtran
akkumulaci6 és halmozas Gsszefliggést mutathat a sejtek metabolikus aktivitasaval is.
Korabbi in vitro tanulmanyok kimutattak, hogy a metabolikusan aktiv sejtek, mint pl. a

malignus glia sejtek, endocitozissal felveszik a vas-oxid nanorészecskéket (Weissleder
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et al. 1997). Egyes kutatok szerint a malignus glia sejtek in vivo is felvehetik a vas-oxid
nanorészecskéket (Enochs et al. 1999, Egelhof et al. 1998, Zimmer et al. 1995, Moore et
al. 2000), de mas allatkisérletek szerint a tumorsejtekben valod vas akkumulacié nagyon
gyenge lehet, és fiigghet a tumor és az SPIO tipusatol (Muldoon et al. 2005). Tovéabbi
szovettani €s elektronmikroszkopos vizsgalatok sziikségesek, a vas-oxid partikulumok
pontos helyének a meghatarozdsdhoz a tumorban és a tumor kortiili allomanyban in vivo.

A fentieken kiviil a ferumoxtran halmozas fiiggeni latszik a partikulumokat felvenni
képes parenchymalis sejtek mennyiségétdl is. Egy erds ferumoxtran halmozasu tumor
szovettani elemzése szerint (7. dbra), a tumor belsd részében csak szorvanyosan fest6do
sejteket lehetett latni, mig a tumor periférids részén és a halmozd tumor korili
agyallomanyban a vasfestddés kifejezetten erds volt. A kis kerek morfologia alapjan
néhany festdédo sejt valosziniileg tumorsejt, azonban a festddo sejtek nagyrésze keskeny
fibrillaris nytlvanyokat mutatott astrocyta morfologianak megfelelden.

Az eredmények alapjan a ferumoxtran halmozast alapvetden két jelenség
hatdrozhatja meg. El0szor: a ferumoxtran nanorészecskéknek az intravaszkularis térbdl
at kell jutnia a vér—agy-gaton keresztiill az intersticialis térbe. Madasodszor: olyan
parenchymas sejteknek kell jelen lenniiik, melyek képesek fagocitalni és ezzel
akkumulalni a ferumoxtran partikulumokat. Tehdt a minimalis vagy hidnyzo
ferumoxtran halmozas a tumorok azon teriiletein beliil, melyek Gd halmozast mutattak
azzal magyarazhat6 leginkabb, hogy a vér—agy-gat kiillonb6z6 mértékben permeabilis a
kicsiny GAKA ¢és a nagy USPIO (ferumoxtran) szamara, és/vagy csekély az USPIO
részecskéket felvevd sejtek mennyisége vagy ezek fagocita képessége. Igy a két low-
grade oligodendroglioma hidnyzo (#6 €s #13 beteg, 9. dbra) és a hamartoma (#7 beteg)
minimalis ferumoxtran halmozisa a Gd halmozashoz képest valdszintileg a fent
részletezett lehetséges mechanizmusoknak kdszonhetd.

A meningeoma (#12 beteg, 8. abra) az intenziv Gd halmozas ellenére, kisebb
mértekll és régiondlisan kiilonb6z6 ferumoxtran halmozast mutatott, aminek a
hatterében elsdsorban a meningeoma vaszkularis endotheliumanak eltéré permeabilitdsa
allhat, azaz joval nagyobb ateresztOképesség a kicsi GAKA-val, mint a nagy USPIO-val
szemben, kivéve a tumor centralis részét. Masrészt az is feltételezhetd, hogy a
meningeomaban nincsenek olyan parenchymalis sejtek, melyek képesek a ferumoxtrant

felvenni és “csapdaba ejteni”. A #14 betegben az anaplasticus glioma csak elszortan
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mutatott ferumoxtran halmozast a homogénebben Gd-halmozo6 tumoron beliil. Ebben a
két esetben (#12 ¢és #14) fontos megjegyezni, hogy mindkét beteg sugarterapian esett at,
ami karosithatta a vaszkularis endotheliumot, endothel proliferaciot okozva, ami viszont
hypophysis tumor (#18 beteg) az intenziv Gd halmozés ellenére szintén csak gyenge
ferumoxtran halmozast mutatott; ez nagy valoszinliséggel a vaszkularis endothelium
eltéré permeabilitdsanak €s annak a kovetkezménye, hogy csak kevés olyan sejt van a
tumorban, amely képes felvenni a ferumoxtrant.

A kovetkezo kiilonleges megfigyelés az, hogy harom malignus tumor esetében olyan
tertiletek is mutattak ferumoxtran halmozast, ahol Gd halmozds nem volt jelen (2.
tablazat). Ez a jelenség azt valdszinisiti, hogy valamilyen mas mechanizmussal — nem
az intercellularis kapcsolatokon at — is torténhet a ferumoxtran vér—agy-gaton keresztiili
athatolasa. A #20 anaplasztikus oligodendrogliomas beteg jelentdsen fokozott T1 és
csokkent T2 jelintenzitast mutatott a halmozé tumor koriili alloményban, az oedemas
T2 hyperintenzitason beliil, ahol Gd halmozast egyaltalan nem lehetett latni. Erdekes
modon viszont a szolid tumor kisebb mértéki halmozast mutatott ferumoxtrannal, mint
GAKA-val. Ez a jelenség a kovetkezOkkel magyardzhat6: mivel a ferumoxtran nem
képes athatolni az intakt vér—agy-gaton keresztiil, még joéval nagyobb dodzisokat
intraarterialisan alkalmazva sem, lehetséges, hogy a ferumoxtran valamilyen
mechanizmussal kiterjedhet a Gd-halmozo teriiletbdl a nem-Gd-halmoz6 teriiletbe. Ezen
mechanizmusok kozott szoba johet a diffuzio (kis valdsziniiséggel) vagy inkabb a
konvekcid és/vagy intracellularis transzport (valoszinlibb) (Neuwelt et al. 1994).
Masodszor, a ferumoxtran valamilyen més — az intercelluléris kapcsolatokat kikeriild —
mechanizmussal is atjuthat az endotheliumon keresztiil ezekbe a teriiletekbe, €s aztdn
ott egy akkumulaciés mechanizmussal felhalmozodhat, mely a GAKA esetében nem
létezik. Allatkisérletek és / vagy nagyobb klinikai esetszam sziikséges ezen jelenség
tovabbi vizsgalatdhoz.

Szintén érdekes megfigyelés a tumorokban torténd intenziv periférias ferumoxtran
akkumulaci6 a minimalis centralis akkumulacioval szemben. Invaziv eml6 tumorokban
hisztologiai és MR vizsgalattal is elsdsorban periférids, reaktiv sejtekben torténd
ferumoxtran akkumuléciot lehetett 1atni a tumor—normalis szovet hataron az altalunk

vizsgalt agytumorhoz hasonldan (7. abra) (Harms et al. 2000).
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Korabbi megfigyeléssel 0sszhangban (Enochs et al. 1999), a ferumoxtran-halmozo
tumorokban a tumorhatar élesen ¢és hosszantartdan kirajzolodott a ferumoxtran
halmozasos MR képeken, €s a kontirélességben nem mutatkozott 1ényeges kiilonbség a
6 Orads és a 24 orés felvétel kozott. A GAKA az 1d6 mulasaval konnyen diffundal a
kornyezd allomanyba ¢€s ezért a tumorkontir elmosoddotta valik. Ezzel szemben a
ferumoxtran diffizigja joval kisebb mérteki, feltehetden a nagyobb méret, a kisebb
diffuzios koefficiens és a cellularis uptake kovetkezményeként, ami a tumorkontar
¢lességének hosszan tartd megdrzodését eredményezi. Masik jol ismert jelenség, hogy a
mitéti beavatkozas soran sériilt vér—agy-gat Gd halmozast eredményezhet, ami neheziti
a rezidualis tumor megitélhetdségét. Egy allatkisérletben viszont az iv. befecskendezett
USPIO nem okozott jelintenzitds valtozast a mitétileg karositott allomanyban szemben
a GAKA-val (Knauth et al. 2001). Fenti kiilonbségek alkalmassa tehetik a ferumoxtrant
arra, hogy egyszeri beadassal végezziik a pre-, intra- és postoperativ értékelést. Ezt a
lehetdséget is tanulmanyoztuk a kdvetkezo, 5.2. klinikai vizsgélatunkban.

Az USPIO-k masik felhasznaldsi lehetdsége, hogy modellezhetik a virusok
agytumoron beliili eloszlasat. Ennek elsésorban a virus-medialt génterdpia
szempontjabol lehet jelentdsége. A virusok eljuttatasa a vér—agy-gaton keresztiil a
tumorba ¢és a tumor korili allomanyba az egyik legjelentdsebb akadalya a sikeres
terapidnak. A virusok bejuttatdsahoz korabbi kisérletek direkt intersticialis
befecskendezést vagy a vér—agy-gat ozmotikus megnyitasa utani intraarterialis infaziot
javasoltak. MION ¢és adenovirus egyiittes befecskendezése utan (vér—agy-gat ozmotikus
megnyitassal vagy intracerebralis inokulacioval) a két 4gens volumen eloszlasa nagyon
hasonlénak mutatkozott (Muldoon et al. 1995). A vér—agy-gat ozmotikus megnyitasa €s
intraarterialis beadds utan, elektronmikroszkoppal intracellularis MION-t lehetett
detektalni patkany neuronokban és pericytakban (Neuwelt et al. 1994, Muldoon et al.
1999), és hasonld6 modszerrel bejuttatva az adenovirusok intracellularis jelenlétét is
igazoltak transzgén protein expresszios immunfestéssel (Muldoon et al. 1995). A jelen
vizsgélatunk kimutatta, hogy az iv. beaadott virusméreti USPIO nanorészecskék
ténylegesen akkumuldlodnak a tumorokban, és a hisztologiai mintdkban ki lehetett
mutatni a vas jelenlétét mind a tumorban, mind a tumor—agy hataron intracellularisan és
intersticidlisan is (7. abra). Mivel az USPIO mérete a virusokéhoz hasonld, és mind az

USPIO-k, mind a virusok intracellularisan lokalizalhatok, ezért ezek a vas-oxid
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nanopartikulumok modellként szolgalhatnak a virusok eloszlasdnak tanulméanyozéasahoz
mind transzvaszkularis, mind intersticialis bejuttatas utan.

A vizsgalat korléatja a viszonylag kis esetszam ¢€s a tumorok kiilonbozdsége. Tovabbi

vizsgalatok sziikségesek nagyobb esetszammal annak kimutatdsahoz, hogy a kiilonb6z6
tumorokban (pl. low grade, high grade gliomak, meningeomak) a ferumoxtran pontosan
milyen mértékben akkumulalodik, és ez milyen kiilonb6zé MR jeleltéréseket von maga
utan, valamint az esetenként eltér6 halmozasi mintazat a GAKA és a ferumoxtran
kozott milyen differencidl diagnosztikai lehetdséget rejt magaban. Tovabbi hisztoldgiai
(fény- ¢és elektronmikroszkopos) vizsgalatokkal pontositandd a vas-oxid részecskék

szoveti lokalizacioja, valamint az akkumulacié mechanizmusa.

7.2. Pre- és postoperativ MR vizsgalatokon valé ferumoxtran tumor képalkotas

és a hisztologia eredményeinek megheszélése

A vizsgalat célja az volt, hogy 1. malignus agytumoros betegek pre- €s postoperativ
MR képein vizsgaljuk a ferumoxtran altal okozott halmozist ¢és reziduum
megitélhetdségét, valamint 2. pontositsuk a vas szdveti €s intracellularis jelenlétét.

Extra 1ézidk detektalasanak lehetOsége ferumoxtrannal, amelyek GAKA-val nem

lathatok: Az els6ként targyalt vizsgdlatunkban bebizonyitottuk, hogy a ferumoxtran
akkumulalodik a kiilonféle malignus agytumorokban (Vdrallyay P et al. 2002). Az
egyik igen jelentds — és az 5.1. vizsgalatunkkal egybevagd — eredményiink az a tény,
hogy léteznek olyan teriiletek, amelyek csak ferumoxtrannal, de GAKA-val nem
halmoznak (4. tablazat, 12., 13. és 14. abra). A fontos kérdés az, hogy vajon ezek az
extra ferumoxtran-halmozo teriiletek hisztoldgiailag minek felelhetnek meg. A miitétek
az els6 Gd-halmozidsos MR ¢és idegsebészeti indik4cido alapjan torténtek, vagyis
lehetetlen volt minden ferumoxtran-halmoz¢é teriiletbdl a szoveti mintavétel. Mivel az
eredményeink szerint a vasfestddés elsdsorban reaktiv sejtekre volt jellemzd, nem
lehetiink biztosak abban, hogy ezek a csak ferumoxtran-halmozo 1€ziok ténylegesen
tumornak feleltek meg (12., 13. és 14. dbra). Azonban, ezek az extra ferumoxtran-
halmoz¢ tertiletek koros T2 hyperintenzitason beliil voltak detektalhatok. Az is ismert,

hogy a malignus gliomdk esetében a Gd-halmoz6 tumor csak a “jéghegy csucsa”, és a
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kornyezd jelzavar 6déma ¢€s infiltrald tumor keveréke, s6t normalis agybdl is izolaltak
malignus glioma sejteket. (Silbergeld et al. 1997). Szintén bizonyitott, hogy a
tumorokban ugyanakkor makrofagok és reaktiv astrocytdk is eléfordulnak (Muldoon et
al. 2005). Mindezek miatt tehat igen valdszinli, hogy a koéros T2 hyperintenzitdson
beliili, csak ferumoxtrant-halmozo tertiletek tumort reprezentalnak reaktiv sejtekkel. Ezt
az a tény is alatamasztani latszik, hogy a kovetéses MR vizsgalatokon egy betegben 1j
Gd-halmoz6 1ézidk alakultak ki azokban a teriiletekben, ahol kordbban a preoperativ
MR képeken csak ferumoxtran halmozast lehetett latni (13. abra). A 6 tényezok,
melyek ahhoz sziikségesek, hogy ferumoxtran halmozéas kialakulhasson Gd-t nem
halmoz¢ tertiiletekben valdsziniileg a hosszl plazma felezési 1d6, mely lehetdvé teszi a
vér—agy-gaton keresztiili lassi atszivargast, valamint az ezt kovetd intracellularis
felvétel €s akkumulacié a reaktiv sejtekben, ami hisztoldgiailag jol detektalhato.

A ferumoxtran-halmozo 1€ziok egyébként alacsony térerejii (0.15T) intraoperativ
MR-en is jol lathatok (13E dabra), igy a tumor rezekcid ferumoxtran-halmozésos
intraoperativ MR segitségével is végezhetd.

Rezidudlis ferumoxtran-halmozo teriiletek a mutét utdni MR képeken: a hétbdl négy

esetben abrazolddtak a postoperativ MR vizsgélatokon rezidalis ferumoxtran-halmozo
tertiletek, melyeknek jelintenzitasa — a biologiai felezési idonek megfeleléen — kissé
halvanyodott a mutét elétti MR-hez képest, de tovabbra is fokozott normalizalt T1
jelintenzitast mutattak (5. tdblazat), ¢s konnyedén lathatoak maradtak a ferumoxtran
infazid utani kb. 48 oras vagy késobbi (akar 5. napos !) postoperativ MR vizsgalatokon
1s (12. és 14. abra). Tehat a ferumoxtran (plazma felezési ideje 24-30 6ra) altal okozott
szoveti jelintenzitds valtozas konnyen detektalhatd marad még két plazma felezési 1d6
eltelte utan is. Ez az iddablak, amikor a vas-oxid nanorészecskék csaknem teljesen
eliminalodnak a vérbdl, de az agyi léziokban még hosszan tartdan raktidrozodnak,
elméletileg lehetdve teheti a postoperativ MR vizsgalaton a rezidualis tumor megitélését
anélkiil, hogy ujra KA-t kellene adni ¢és, hogy miitét altal indukalt zavar6 halmozas
j0jj0n létre, ami GAKA esetében probléma.

Bar a klinikai gyakorlatban a miitét utani 1-4 napon beliil végzett MR vizsgalat
minimalizalja a miitét altal indukalt benignus Gd halmozast (Forsting et al. 1993), t6bb
tanulmanyban is igazoltak intraoperativ €s korai postoperativ KA halmozast, melynek

lehetséges mechanizmusai: a miitét soran sériilt erekbdl valé KA szivargas, vér—agy-gat
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karosodas, postoperativ ischaemia €s intraoperativ alloményi sériilés/vérzés, valamint
autoregulacios zavar miatti luxus perfizio a sériilt teriiletben. Ezen kiviil perioperativ
szteroid adasa, az MR szekvencia paraméterek ¢s a KA dozisa is befolydsolhatja a
postoperativ kontraszthalmozast (Crocker et al. 1976, Elster et al 1990, Henegar et al.
1996, Knauth et al 1999, Spetzger et al. 1998). A ferumoxtran tehat megoldast jelenthet
erre a problémara, amit korabbi allatkisérlet is igazolt (Knauth et al 2001).

Mivel a hisztokémia a ferumoxtran felvételt elsdsorban reaktiv sejtekben mutatta a
tumor peremén ¢és a BAT-ben, felmeriilhet annak a lehetdsége, hogy a postoperativ
ferumoxtran halmozas egy része attoél szdrmazik, hogy a miitéti trauma stimuldlja a
részecskefelvételt Gjabb reaktiv sejtekbe és teriiletekbe. Mitét indukalta vér—agy-gat
karosodast viszont nem lehetett kimutatni a postoperativ Gd-halmozasos MR
vizsgéalaton ¢és az iireg koriili allomanyban sem jelentkezett jabb ferumoxtran
akkumulaci6é. Masrészt, reaktiv astrocytdk ¢és makrofagok/mikroglidk mindig jelen
vannak a tumorokban ¢és kornyezetiikben, €s az atlag 18 6ras postoperativ idokeret nem
valoszinli, hogy elegendd lenne ahhoz, hogy “0j” reaktiv sejtek jelentds populécidja

képz6djon a tumorban vagy migraljon a tumor teriiletébe.

6. tablazat. A Kiilonbozo6 stadiumu vér*, a ferumoxtran és kiilonb6z6 hemosztatikus
anyagok+vér jelintenzitisa a SE T1-silyozott és a FSE T2-stlyozott képeken. A
jelintenzitasok a normalis agy jelintenzitasahoz viszonyitottak+.

MR Hiperakut | Akut Korai Késoi Kronikus Ferumoxtran | Surgicel H202 Gelfoam

szekvencia vér vér szubakut | szubakut | vér a tumorban + vér + vér + vér
vér vér

SE T1 I/ = = |1 ! \/= ! ! ! 1=

FSET2 |1 ! ! ! ! I/ = ! ! !

Magyarazat: t: fokozott jelintenzités, |: csokkent jelintenzitds, —: izointenziv, —: nem
lathato, /: vagy

*A véromleny stadiumainak id6pontjai: hiperakut vér: <1 nap, akut vér: 1-3 nap, korai
szubakut vér: 4-7 nap, késdi szubakut vér: 1- 4 hét, kronikus vér: >4 hét.

tA jelintenzitas valtozasok az irodalom alapjan. A GRE T2* képeken a jelintenzités
valtozasok a FSE T2 képekhez hasonloak, de a GRE T2* alacsony jelintenzitdsok
sokkal kifejezettebbek.

Idedlis esetben a korai postoperativ fazisban (<=3 nap) a vér jelintenzitdsa konnyedén

elkiilonithetd lenne az akkumuldlodott vas-oxid jelintenzitdsatol, mivel az USPIO
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partikulumok jelintenzitdsa kiilonbdzik a hiperakut fazisu vér jelintenzitasatol mind a
T1- mind a T2-sulyozott felvételeken €s az akut vér jelintenzitasatol a T1-stlyozott
képeken (6. tablazat) (Gomori et al. 1985), vagyis a rezidualis ferumoxtran-halmozo
teriilet és a mutéti tiregben vagy mellette 1évé postoperativ vér elkiilonithetd lenne.
Sajnos azonban a legtobb esetben a postoperativ vér jelintenzitdsa nem koveti az
intracerebralis hematomak szokvéanyos jelintenzitas valtozasait. A vér jelintenzitisat
ugyanis nagymértékben befolyasoljdk a miitét sordn alkalmazott hemosztatikus
anyagok. Mind a Surgicel, mind a H,O, felgyorsitja az oxihemoglobin szarmazékainak
képzddését €s igy mar kordn (miitét utan 4 napon beliil is!) methemoglobin alakulhat ki
kovetkezményes T1 és T2 relaxacio roviditési effektussal. A Surgicel akar perceken
beliil megvaltoztatja a vér jelintenzitasat, mégpedig perzisztald fokozott T1 és csokkent
T2 jelintenzitast eredményez (6. tdblazat) (Spiller et al. 2001). A fentiekbdl nyilvanvalo,
hogy sziikség lenne olyan hemosztatikus anyagra, ami nem gyorsitja fel a hemoglobin
lebomlasat; ezzel elkeriilhetd lenne a vér korai postoperativ T1 jelintenzitas fokozodéasa
¢s a rezidudlis ferumoxtran halmozas jol elkiilonithetd maradhatna.

Ferumoxtran lokalizaci6 a szdvetmintdkban: A ferumoxtran-halmoz6 régidkbol

szarmaz6 szOvetmintak minden esetben malignus tumort mutattak (4. tablazat). A vas
hisztokémia a tumoron beliil csak szorvanyos pozitiv festést, mig a tumor periférias
részén és a BAT-ben erds vasfestést jelzett (12., 14., 15. és 16. 4bra). Bar néhany
tumorsejt mutatott halvany festddést, a cellularis festddés elsésorban olyan sejteket
¢érintett, amelyek makrofag (vagy aktivalt mikroglia) morfologiat mutattak, vagy csillag-
alakkal és fibrillaris nytlvanyokkal rendelkeztek reaktiv astrocytaknak megfelelden.
Ezzel szemben, a kontroll betegekben ilyen celluléris festddést nem lehetett detektalni.
Bar a DAB-Perls festés nem képes kiilonbséget tenni az extracellularis ferumoxtran és a
természetes vasforrasok (vérzés vagy hemosziderin) kozott, a cellularis vasfestodés
egyértelmilen jelzi a ferumoxtran felvételt. Az MR jelintenzitds valtozasok és
hisztologia kozvetlen korrelacigja USPIO-val lehetséges, de GAKA-val nem, ami
jelentds eldnyt jelenthet a ferumoxtran hasznalatahoz.

A vizsgélat korlatja elsésorban a kis esetszdm. Tovabbi vizsgélatok folynak tobb

beteg bevonasaval annak tisztazasara, hogy az intraoperativ MR vizsgéalatokon a
tumorok perzisztdld USPIO halmozasa hogyan segitheti a rezekcid kivitelezését.

Ugyszintén, tovabbi vizsgalatok sziikségesek az extra ferumoxtran-halmozé teriiletek
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szovettani elemzésére, valamint a postoperativ MR vizsgalatokon a rezidualis USPIO

halmozas és vérdegradacios termeékek elkiilonitési lehetdségére.

7.3. A ferumoxytol és a gadoteridol halmozas kvantitativ osszehasonlito

vizsgalatanak megbeszélése

A munka célja az volt, hogy 1. objektiv modszerrel 6sszehasonlitsuk a ferumoxytol
¢s a gadoteridol halmozasanak volumenét €s jelintenzitasat €s 2. megallapitsuk, hogy a
két KA halmozésa hasonloan valtozik-e a tumorok kezelése soran.

Ferumoxytol versus gadoteridol: az egész betegcsoportot egylittesen elemezve a

ferumoxytol kisebb halmoz6 volument és halvanyabb T1 hiperintenzitast mutatott a
gadoteridolhoz képest az alkalmazott MR vizsgalati paraméterek mellett (19. abra). Az
egyes kezelési csoportokban a két KA kozotti kiilonbség azonban mar nem volt
szignifikans (20. dbra). A két KA kozotti jo korrelacio (18. dbra), valamint az, hogy a
KA-k relativ kiilonbsége nem valtozott meg jelentdsen a négy kezelési csoportban arra
utal, hogy a kétfajta KA a tumorok kezelése soran hasonloan viselkedik. Ez latszik a
vér—agy-gat permeabilitasait megvaltoztatd bevacizumab ¢és szteroid terapia elotti €s
utani méréseken is: a két KA relativ kiilonbsége nem valtozott meg a kezelés hatdsara,
azaz ha a gadoteridol volumene vagy jelintenzitasa valtozik, akkor ezt a valtozast koveti
a ferumoxytol is. Bar a két KA halmozasi mechanizmusa kiilonb6z0, a terapids kovetés
soran a hasonlo viselkedés valosziniileg annak kdszonhetd, hogy a ferumoxytolnak is
elég 1d6 all rendelkezésre ahhoz (beadas utan 24 d6raval késziilt MR vizsgalat), hogy a
karosodott vér—agy-gaton keresztiil extravazaldédjon, ami a gadoteridol esetében nagyon
rovid 1don beliil megtorténik. Ha a ferumoxytol beadasa utan hamarabb késziilne az MR
vizsgalat, akkor nagyobb kiilonbség mutatkozna a két KA kozott. Fontos észrevétel az
is, hogy a bevacizumab terdpia hatasara mind a két KA halmozéas volumene csokkent
(21. abra).

Eredményeink hasonléak a korabbi tanulmanyokhoz, melyekben szintén enyhén
kisebb volument és jelintenzitast mértek ferumoxytollal, mint gadoteridollal, de ezekben
a vizsgalatokban kiilonb6z0 patologias folyamatok szerepeltek, a mérést manualis

modszerrel végezték és kiilonbozé ferumoxytol dézisokat alkalmaztak (Hamilton et al.
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2011, Dosa et al. 2011). Ezzel szemben a jelen tanulményban a beteganyag homogén
volt, mivel nagy szamban csak high-grade gliomas betegeket vizsgaltunk, valamint a
mérés egy objektiv modszerrel szemiautomatikusan tortént.

A halmozast befolyasolé faktorok: az 6sszes beteg egylittes elemzése soran a két KA

kozott észlelt kiillonbség tobb tényezd kovetkezménye lehet. A halmozas nagysaga ¢€s
jelintenzitasa fiigg a patologias folyamattol, a KA relaxivitasatol, a magneses térerdotol
(Bo), az adott szekvencia paramétereitdl, a KA dozisatol, a képalkotés €s a KA beaddsa
kozott eltelt 1d6tdl és az adott KA halmozasi mechanizmusatol (Rohrer et al. 2005,
Neuwelt et al. 2007, Weinstein et al. 2010). A jelen vizsgalatban a két KA-t ugyanazon
patoldgias folyamatban hasonlitottuk dssze, 3T-s berendezéssel €s azonos szekvencia
paraméterekkel. A tobbi eldzdekben felsorolt faktor viszont kiilonbozott. A ferumoxytol
T1 relaxivitasa 1.5T-n nagyobb (15 mM's™), mint a gadoteridolé (4 mM's™) (1.
tablazat), de a jelen vizsgalat 3T-s berendezéssel késziilt. A ferumoxytol TI1
relaxivitdsarol jelenleg nincs pontos adat 3T mellett, viszont egy masik SPIO, a
ferumoxides kisebb T1 relaxivitassal (2.7 mM™'s™) rendelkezik, mint a gadoteridol (3.7
mM's") 3T-n, 37 C fokon, plazmaban (Rohrer et al. 2005), aminek alacsonyabb
jelintenzitas lesz az eredménye egy Tl-sulyozott képen ugyanazon szekvencia
paraméterek mellett. gy lehetséges, hogy a ferumoxytol esetében a nagyobb térerd
hasonlo jelenséget okoz. Ezt tAmasztja ala az a tény is, miszerint a térerd fokozodasaval
az r1/r2 hanyados csokken és ez a jelenség az USPIO-k esetén kifejezetten érvényesiil.
Ezért a hiperintenziv halmozas a Tl-sulyozott képeken konnyebben jon I1étre
alacsonyabb térerdk esetén, ¢s még 0.15T intraoperativ MR-en is j6 T1 kontrasztot lehet
latni (Hunt et al. 2005). 1.5T versus 3T, és 3T versus 7T térerd Osszehasonlitdsa
alacsonyabb térer6n erdsebb €s nagyobb halmozast mutatott és 12T-n egy preklinikai
kisérletben mar nem lehetett USPIO-val T1-stlyozott halmozast detektalni (Weinstein et
al. 2010). Fentiek alapjan egyértelmii, hogy a téreré dontden befolyasolja a ferumoxytol
jelintenzitas fokozddas mértékét és kiterjedését.

A ferumoxytol dozisdnak novelésével a halmozas normalizalt jelintenzitdsa
nagyobba valik és a relativ kiilonbség a ferumoxytol és a gadoteridol halmozas
jelintenzitasa kozott csokken (még nem publikalt adatok).

A halmozas dinamikaja tekintetében a két KA kozott alapvetd kiilonbség van, mely

részben a kiillonboz6 molekularis méret és részben az eltérd eliminaciés mechanizmus
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¢s plazma felezési 1d6 kovetkezménye (1. tablazat) (Corot et al. 2006). A gadoteridol az
agyi parenchymaban a maximalis halmozast 10 perccel a beadas utan éri el (McLachlan
et al. 1992), mig a ferumoxytol maximalis halmozisa a beadas utan 24-48 o6raval
lathat6, valamint a halmozas kiterjedése az i1d6 fiiggvényében novekszik, még akar 70
oraval a beadas utdn is (Neuwelt et al. 2007, Landry et al. 2005). Ezen kiviil, mig a
gadoteridol exracellularis KA, addig a ferumoxytol mind extracellularisan, mind
intracellularisan is jelen lehet (McConnell et al. 2016).

Fentiek alapjan, a térerd, a ferumoxytol dozis €és a beadas utdn a leképezésig eltelt
1d6 befolyasolja a ferumoxytol halmozast, és ezek optimalis megvalasztasaval a két KA
halmozasanak jelintenzitdsa és volumene jobban megkdzelitheti egymdst. Az optimalis
ferumoxytol dozis és a leképezési 1d0 meghatarozdsa nem volt a jelen tanulméany
feladata. A vizsgalatunkban az altaldnosan hasznalt ferumoxytol dozist és a tipikus 24
orés képalkotasi iddzitést hasonlitottuk Ossze a standard GAKA-s halmozo6 képekkel.

Klinikai megfontolasok: fontos kérdés az, hogy van-e klinikai kdvetkezménye annak,

ha a ferumoxytol halmozas jelintenzitdsa és mérete enyhén kisebb, mint a GAKA
halmozasé, és milyen mértékii kiilonbség fogadhato el a klinikumban. Ha a képalkotas
célja csak a tumor jelenlétének a bizonyitdsa €s a tumor lokalizacié és morfologia
meghatarozasa, akkor kis kiilonbség a két KA kozott klinikailag nem jelentds. Ha
viszont egy tumor kovetése sordn a klinikai kérdés a progresszid, akkor nyilvan
ugyanazt a KA-t kell haszndlni a kovetéses MR vizsgalatok soran, mint az alap
vizsgalatnal, mert csak igy itélhetd meg pontosan a tumor valtozasa.

Kronikus vesebetegek esetében, akiknél GAKA nem adhaté a nephrogén szisztémas
fibrozis kialakuldsanak veszélye miatt, a ferumoxytol lehetséges alternativ KA-ként
szolgalhat. Mivel a vas fontos elem a szervezetben €s a ferumoxytol vasmagja beépiil a
természetes vasraktarakba, ezért vastarolasi betegségben nem szenvedd embereknek
adva a vaslerakodas miatti toxicitas es€lye nagyon kicsi (Muehe et al. 2016, Neuwelt et
al. 2009, Varallyay CG et al. 2017, Vasanawala et al. 2016).

Ezen kiviil, a ferumoxytollal torténé MR vizsgalat plusz informaciokkal szolgéalhat a
KIR-i 1éziok diagndzisaban: blood pool tulajdonsaga miatt nagy felbontasi GRE T2*
képeken mind a normalis, mind a patologias vaszkulatura kivaléan abrazolodik
(Varallyay P et al. 2017), és nagy felbontast steady-state CBV térkép is készithetd,

amivel meghatarozhat6 a tumor legmalignusabb része a pontos idegsebészeti célzashoz
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(Varallyay CG et al. 2013). DSC dinamikus vizsgalattal a kemoradioterapia utani
pszeudoprogresszido versus valdodi progresszid6 ¢és bevacizumab terapia utani
pszeudoregresszid versus valodi regresszio differencialasat is segitheti (Varallyay CG et
al. 2009, Gahramanov et al. 2013). A ferumoxytol alkalmas lehet duralis alapu
metasztasisok és meningeomak elkiilonitésére is, mivel a meningeomak nem veszik fel
az USPIO-t, de GAKA-val mindkettd halmoz (Hamilton et al. 2016). Nagy T2
relaxivitdsa miatt a vér—agy-gat zavart mutatd 1ézidkban csdkkent jelintenzitas lathato a
késd1 T2-sulyozott MR képeken, ami a GAKA esetében nem jon 1étre a gyors washout
fazis miatt (Hamilton et al. 2011, Dosa et al. 2011). A két KA kozotti alkalmankénti
halmozasi minta kiilonbség szintén plusz informécidkat adhat a tumor patologiajardl és

jelenlegi kutatasok targyat képezi.

Ferumoxytol (USPIO) akkumulacido és halmozas: az extravazacidé mechanizmusa

nem teljesen tisztazott folyamat. Bar tobb SPIO-val is lehetséges in vitro és in vivo
sejtmegjeldlés, a ferumoxytol (és a ferumoxtran) esetében érdemi mononukledris
leukocyta uptake in vivo nem figyelhet6 meg, még protamin-szulfattal képzett komplex
esetében sem (Wu et al. 2007). Tehat a ferumoxytol diapedesissel vald atjutasa a vér—
agy-gaton nem valoszinti, bar kis mértékben nem zarhat6 ki. A vizsgalatok inkabb azt
mutatjdk, hogy a ferumoxytol nanorészecske Onmagaban keriil at a vér—agy-gaton,
melynek pontos mechanizmusa nem ismert, mindenesetre a vér—agy-gat koros
permeabilitdsa alapvetd fontossagunak tlinik. Az interendothelidlis atjutds mellett
felmeriil transzcitdzis lehetdsége is, bar eddig igazolni nem tudtdk. Ha az USPIO
atjutott az érfalon, akkor részben intersticialisan, részben intracellularisan helyezkedik
el. Az inracellularis részecske felvétel az astrocytdkba (féleg a TJ-khez kozeli duzzadt
végtalpakba) ¢és a makrofagokba torténik, és valoszinlileg a hossza ideig perzisztald
halmozas (pozitiv vagy negativ) az MR képeken ennek tulajdonithato (McConnell et al.
2016).

Mivel a gyulladasos sejtek (makrofdgok és reaktiv astrocytdk) €s barrier zavar a
legtobb agyi 1ézioban (pl. tumor, gyulladas, SM, infekcid, ischaemia, trauma) jelen van,
ezért a késdi MR képeken az USPIO halmozés az altalanos gyulladasos reakcid
biomarkerének tekinthetd, tehat az USPIO halmozéas nem tumor specifikus. Viszont a
passziv target (iv. infuzi6 utdn) moddszerrel is kimutathatdé bizonyos tumorok kozotti

USPIO halmozas kiilonbség: pl. a menigeomak nem, de a durdlis metasztdzisok
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halmozzak a ferumoxytolt (Hamilton et al. 2016), valamint patkanyagyba implantalt
kiilonb6zdé tumorokban (LX-1 SCLC, U87 glioma és CALU6 SCLC) eltéré6 USPIO
(ferumoxtran) halmozast lehet detektalni, tehat az USPIO uptake fiigghet a tumor
tipusatol, akkor is ha a tumorok malignusak (Muldoon et al. 2005). A vas-oxid
részecskékhez kapcsolhatod specifikus ligandokkal a specificitds novelhetd, mellyel
kapcsolatban szadmtalan kutatas folyik: pl: egy peptid, a klorotoxin (skorpid6 méreg)
specifikusan kotédik a glioma és egyéb tumorsejtekhez, melyek matrix
metalloproteindz-2-t expresszalnak, €és ezt a peptidet vas-oxid nanorészecskével
konjugalva MR-rel lathatova tehetd a tumor, mivel a részecskéket a glioma sejtek

internalizaljak (Sun et al 2008).

A tanulmany korldtja: az 0Gsszes beteg szamahoz viszonyitva az egyes

betegcsopotokba relative kevesebb beteg keriilhetett, ami korlatozza a statisztikai
analizis erdsségét. A bevacizumab ¢€s szteroid terapia eldtti és utani MR vizsgalatok
kozott eltelt 1d6 az egyes betegek esetében kiilonb6zo volt, de a ferumoxytol és a
gadoteridol halmozas ugyanazon idében késziilt vizsgalaton lett Gsszehasonlitva. Ezen
kiviil, mivel ez egy klinikai vizsgalat volt, a betegek a bevacizumab és szteroid mellett

mas terapidban is részesiilhettek, ami esetleg szintén befolyasolhatta az eredményeket.
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8. KOVETKEZTETESEK

8.1 Ferumoxides és ferumoxtran versus gadolinium alapa kontrasztanyag

1. A ferumoxtran USPIO — a ferumoxides SPIO-val ellentétben — iv. KA-ként
alkalmazhat6 intrakranialis tumorok, féleg malignus gliomak MR vizsgalataban.

2. A ferumoxtran akkumulacidja progressziv, a jelintenzitas valtozasok a 24 6ras MR
vizsgalaton erésebbek és nagyobb kiterjedésiiek, mint a 6 6ras képeken.

3. A malignus tumorok mindegyike mutatott ferumoxtran halmozast, de a low grade
gliomakban torténd ferumoxtran akkumulaci6 mértékének megallapitasahoz tovabbi
vizsgalatok sziikségesek.

4. Intraaxialis tumorok esetében a ferumoxtran halmozas egyrészt a vér—agy-gat
sériilés mértékétdl, masrészt a tumorban €s a tumor—agyszovet hataron 1€vo, az USPIO-t
fagocitalni képes parenchymalis sejtek mennyiségétol fligghet. Extraaxialis
tumorokban, amelyek nem rendelkeznek vér—agy-gattal, a ferumoxtran akkumuléci6 a
vaszkularis endothelium kiilonb6z6 mértékli permeabilitasatol ¢és a vas-oxid
részecskéket felvenni képes parenchymalis sejtek jelenlététdl fligghet. Mindkét esetben
az extravazacid mértékét eldzetes sugarterapia befolyasolhatja.

5. A SE Tl-stlyozott és a GRE T2*-sulyozott szekvencia a két legalkalmasabb
mérés az USPIO akkumulécié MR vizsgélattal vald detektalasara.

6. A ferumoxtran intratumoralis kimutatasa alkalmassa teheti ezt az USPIO-t arra is,
hogy viruseloszlast modellezziink malignus agytumorok génterapias kezeléséhez.

7. A szovettani vizsgalaton a vasfestddés eloszlasa jol megfelelt az MR képeken

lathatd jelintenzitds valtozasoknak, és az USPIO akkumuléciot elsdsorban a tumor

cre

8.2. Ferumoxtran halmozas malignus tumorokban pre- és postoperativ MR

vizsgalatokon és hisztologia

1. A ferumoxtran olyan extra teriileteken is mutathat halmozast (a Gd-halmozo6 tumor

kozelében vagy attol tdvol), ahol Gd halmozas nem detektalhatd, mely korai pathologias
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folyamatot jelez.

2. A postoperativ képeken a rezidudlis ferumoxtran-halmozé teriiletek perzisztalo,
konnyen detektalhatd fokozott T1 jelintenzitdst mutatnak 2-5 nappal az USPIO
infuzidja utdn is, ami lehetévé teheti rezidudlis tumor értékelését (intra- ¢és
postoperative) ismételt KA adasa €s zavar6 GAKA halmozasa nélkiil.

3. A ferumoxtran halmozas alacsony térerejli intraoperativ (0.15 T) MR-en is jol
lathato.

4. A perzisztdld ¢és extra teriileteken is megjelend ferumoxtran halmozasért
valoszinlileg a kdvetkez6 mechanizmus a felelds: a hosszu plazma felezési id6 (24 — 30
ora) lehetdvé teszi a nanorészecskék koros vér—agy-gaton keresztiili lassu atjutasat, amit
azutan intracellularis akkumuléacio kovet.

5. A vas-oxid részecskék felvétele elsdsorban a reaktiv sejtekben (astrocytak,
makrofagok), nem pedig a tumorsejtekben lathaté mind a tumoron beliil, mind pedig a
tumor kortil.

6. A ferumoxtran egyediilallo KA, mivel mind MR vizsgalattal, mind fénymikrosz-

koppal (s6t elektronmikroszkoppal) is tanulmanyozhato.

8.3. Ferumoxytol és gadoteridol halmozas objektiv mérése és valtozasa a terapia

kovetkeztében

I. A maésodik generacios USPIO, a ferumoxytol késéi halmozasdnak objektiv
Osszehasonlitdsa a standard Gd halmozassal, valamint annak vizsgalata, hogy a
ferumoxytol képes-e detektalni a tumorterapia soran létrejovo valtozasokat fontos 1épés
afelé, hogy a ferumoxytol alternativ MR KA-ként elfogadasra keriilhessen.

2. A két KA halmozas volumenei €s jelintenzitasai kozotti korrelacid nagyon igéretes
azzal egylitt, hogy a terapids kovetés soran a ferumoxytol és a gadoteridol hasonldéan
viselkedik.

3. Mindazonaltal tovabbi vizsgalatok sziikségesek annak kideritésére, hogy a
ferumoxytol doézisa és a képalkotas idozitése hogyan befolyasolja pontosan a kés6i MR

képeken a tumor halmozast és ennek milyen klinikai jelentdsége van.
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9. OSSZEFOGLALAS

Szuperparamégneses vas-oxid nanorészecskék MR kontrasztanyagként vald
alkalmazasi lehetdségét vizsgaltuk human intrakranialis tumorokban. Haromféle vas-
oxid nanorészecskét tanulmanyoztunk: ferumoxides, ferumoxtran és ferumoxytol.

Elséként az SPIO csoportba tartozé (> 50 nm) ferumoxides és az USPIO-k kozé
sorolhatd (< 50 nm) ferumoxtran altal okozott jelintenzitds valtozasokat hasonlitottuk
0ssze a Gd halmozassal, valamint hisztokémiai modszerrel azonositottuk a vas szoveti
¢s intracellularis lokalizaciojat. A ferumoxides nem alkalmas MR KA-ként vald
hasznalatra, mivel nem okoz jelintenzitds valtozast az agytumorokban. Ugyanakkor a
valtozasokat okoz, melyek progressziv jelleggel a ferumoxtran infzié utan 24 6ra koriil
érik el a maximumot. Fontos észrevétel, hogy a ferumoxtran olyan teriileteken is
mutathat halmozast, ahol patologias folyamat mar elindult, de Gd halmozés nincs. Ezek
az extra ferumoxtran-halmozo teriiletek nagy valosziniiséggel tumort reprezentdlnak
reaktiv sejtekkel, mivel a gliomdk koriili T2 jelzavaron beliil helyezkedtek el, amiben
jol ismert tény a tumorsejtek infiltracigja; egy betegben ilyen extra 1€ziok helyében a
késdbbiekben Gd-t halmoz6 tumor progresszid alakult ki. A postoperativ képeken a
rezidualis ferumoxtran-halmozo6 teriiletek jol lathatdéak maradnak 2-5 nappal a
ferumoxtran beaddsa utan is, mely felveti annak a lehetdségét, hogy egyszeri USPIO
beadassal végezziik mind a preoperativ értékelést, mind intra- és postoperative a tumor
rezekcid megitélését. A ferumoxtran képalkotas segithet a miitét altal indukalt, és a
rezidualis tumor vizsgalatat gyakran zavard Gd halmozas kikiiszobolésében is.

A masodik generacios USPIO, a ferumoxytol €s a gadoteridol malignus gliomakban
valé halmozasa kozott — mind a volumenek, mind a jelintenzitdsok tekintetében —
objektiv, szemiautomatikus modszerrel mérve erds korrelacié mutathato ki, €s a terapids
kovetés soran a ferumoxytol €s a gadoteridol halmozasa hasonldan valtozik.

Az USPIO-k egyediilallo KA-k, mivel mind MR vizsgalattal, mind fény- €s elektron
mikroszkoppal is vizsgalhatok. A karosodott vér—agy-gaton vald lassu keresztiiljutas
utan az USPIO részecskék részben intersticidlisan, részben intracellularisan féleg
reaktiv astrocytdkban és makrofagokban talalhatok, és a hosszu ideig perzisztalo

jelintenzitas valtozas valdsziniileg a cellularis uptake-nek tulajdonithato.
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10. SUMMARY

Superparamagnetic iron-oxide nanoparticles were studied as potential MRI contrast
agents in human intracranial tumors. Three different types of nanoparticle were
examined: ferumoxides, ferumoxtran and ferumoxytol.

First, the SPIO (> 50 nm) particle ferumoxides and the USPIO (< 50 nm) particle
ferumoxtran were tested for inducing MRI signal changes and were compared with Gd
enhancement as well as histochemistry to localize iron intracellularly. Ferumoxides
cannot be used as an MRI contrast agent, since it did not cause signal changes in brain
tumors. On the contrary, ferumoxtran showed readily detectable signal alterations in the
approximate regions where Gd enhancement was present and the iron accumulation was
progressive with signal changes peaking at around 24 hours after ferumoxtran infusion.
Another important observation is, that there were areas, which showed enhancement
with ferumoxtran due to early pathological effects but not with Gd. These extra
ferumoxtran-enhancing regions most likely represent tumor with reactive cells, since
they were located in areas of high T2 signal change, which is known to have infiltrating
tumor cells in case of a malignant glioma. In addition, in one case progressive Gd-
enhancing tumor developed in regions of extra ferumoxtran enhancement. Postoperative
MRI showed clearly visible residual ferumoxtran enhancing regions at 2-5 days after
ferumoxtran infusion. This provides at least a theoretical basis to assess residual tumor
with a single preoperative USPIO infusion and without the need to re-administer a
contrast agent during intra- or postoperative MRI. Ferumoxtran may also help lessen the
problem of benign postoperative surgery induced Gd enhancement, which makes it
often difficult to assess residual tumor.

The second generation USPIO, ferumoxytol and gadoteridol show strong correlation
between their enhancement volumes and signal intensities in malignant gliomas
measuring with an objective semiautomatic method and during follow up after therapy
ferumoxytol and Gd enhancement volume and signal intensity change similarly.

USPIOs are unique agents, since they can be detected with MRI as well as light- and
electron microscopy. After breaching the abnormal blood-brain barrier, USPIO is found
intersticially and intracellularly in macrophages and reactive astrocytes and the long

persisting signal change on MR images is most likely the result of this cellular uptake.
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feladatokat. Munkam soran végig tamogatott, barmikor biztositott konzultacids
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