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4.3.3 Glutamat i Glutamina

4.3.3.1 ESTUDIS IN VIVO | AMB DISSOLUCIONS MODEL

El cas de glutamat i glutamina ¢és més dificil que d’altres perqué hi ha una
superposicid molt gran de les ressonancies i un patr6 resultant molt complex. Hi ha modulacio
parcial a 2/ 2,3 ppm amb molt solapament entre un metabolit i altre (figura 4.53 A, B 1 C), i
no hi ha prou resoluci6 a baix camp (in vivo) per detectar aquesta diferéncia, sent per aixo
generalment designats com glx que també inclou ressonancies provinents del GABA. A més,
la preséncia dels dos components (glu i gln) causa cancel-lacié parcial d’alguns pics i
I’espectre resultant és lleugerament diferent de 1’espectre d’un i altre compost aillats. Una de
les coses interessants comprovades a 1’estudi d’aquests mostres model €s que el primer
component de la ressonancia a 2/2,08 ppm en els espectres in vivo de pacients era més elevat
del que s’esperaria si es tractés només de glu/gln 1 es perdia considerablement després de

P’extraccid PCA.

La visibilitat relativament baixa del glu i gln per RMN ¢és deguda a la distribucio del
senyal d’aquest compost entre diferentes ressonancies de baixa intensitat, al contrari d’altres
compostos amb la mateixa concentracié perd que presenten una sola ressonancia intensa.
Michaelis i col (1991) han demostrat que és possible fer la distincié entre glu i gln per la
modificacié en el patrd dels triplets (2,35 ppm — glu i 2,45 ppm — gIn), pero no sempre la
qualitat espectral permet aquesta diferenciacio; igualment, la preséncia de macromolécules
pot emmascarar aquesta distincidé. En alguns casos és molt important la distinci6 del patrd
entre glu i gln com per exemple la cirrosi hepatica. La caracteristica espectral gix elevada és
una important caracteristica dels espectres de meningiomes, d’entre altres (Howe 1 Opstad,

2003; Cho i col, 2003; Majos i col, 2003).

Quant a la part de senyal a 2,08 ppm que no es recupera a I’extraccido PCA, es podria
tractar de compostos N-acetil diferents de NAA (Gadian i col, 1991) com igualment han citat
alguns autors (Gill 1 col, 1990) hipotetitzant sobre la seva preséncia en tumors on no s’espera
la presencia de NAA com és el cas del meningioma (Tate i col, 2003). Una analisi més
exhaustiva del possible origen del pic a 2,03 ppm es pot trobar a ’apartat dels liquids cistics

(seccio 4.1).
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Figura 4.53: Espectres de dissolucions model realitzats a 1,5T amb seqiiéncia PRESS a 136 ms amb

A) glutamat i acetat, B) glutamina i acetat. C) Espectre promig realitzat amb la suma dels dos

anteriors. D) Espectre in vivo amb la mateixa seqiiéncia realitzat al pacient 10375, diagnosticat de

meningioma. E) Espectre de 1’extracte PCA realitzat amb la biopsia del pacient 10375. Cal fixar-se en

la disminuci6é del component a 2,08 ppm. (u.a.= unitats arbitraries). Les dissolucions model tenien

acetat (Ac) a 20 mM (veure taula 4.14 per assignacions).
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4.3.3.2 ESTUDIS IN VITRO

GABA, glutamina i glutamat

Els valors obtinguts en la quantificacié de GABA, glutamina i glutamat als extractes
PCA es mostra en la figura 4.54 (en les mostres adquirides préviament a aquesta Tesi, el
GABA no va ser quantificat). La discriminacid entre els valors normals i els tumorals no ha
estat estadisticament significativa per cap dels metabolits. En una comparacié bilateral dels
meningiomes amb els altres tipus tumorals, la glutamina ha estat estadisticament significativa
(p<0,001). El GABA, per als casos on estava disponible la quantificacid, ha presentat
tendencia a la significacié (p=0,065), el que dona la idea de que aquests metabolits podrien
ser importants en discriminacions diferencials en que participessin meningiomes.
Comparacions bilaterals dels meningiomes amb cadascun dels tipus tumorals han presentat
diferents resultats: la glutamina va presentar diferéncies significatives entre meningioma vs
oligodendroglioma, neurinoma, glioblastoma, metastasis 1 medul-loblastoma (p<0,05), i va
presentar tendéncia a la significacio en la discriminacid entre meningioma i astrocitoma III
(p=0,056). El glutamat va presentar significacié6 en la discriminacié entre meningioma i
oligodendroglioma i neurinoma (p<0,05). El GABA no va assolir significacid estadistica en

aquestes comparacions bilaterals per als casos que disposaven d’aquest valor.

El GABA ¢és un neurotransmissor inhibidor; concentracions alterades d’aquest
compost estan associades amb problemes neurologics. Té senyals centrats a 1,89, 2,28 i 3,01
ppm, presentant solapament amb molts altres metabolits (glutamat, creatina) (Govindaraju i
col, 2000). Augmenta la seva concentracié a parénquima cerebral, 1 potencialment en tumors,

en condicions isquemiques.

El glutamat és I’aminoacid més abundant al cervell huma normal. Actua com a
principal neurotransmissor excitatori (Alberts i col, 1989), perd se li atribueixen altres
funcions. El sistema de spin del glutamat resulta en un espectre complex de pics de baixa
intensitat aparent a temps d’eco llarg (135/136 ms) encara que la seva concentraci6 sigui alta.
In vivo, hi ha un gran solapament amb les ressonancies de GABA, NAA i glutamina
(depenent del grup funcional considerat), el que dificulta la seva identificacio especifica en
abséncia de seqiiéncies d’edicio espectral o bidimensionals. Els estudis in vitro col-laboren
amb aquesta elucidacié ja que a altes resolucions aquestes ressonancies son perfectament

distingibles.
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Figura 4.54: Promig £ SEM dels valors de glutamat, glutamina i GABA per als diferents tipus
tumorals. El GABA no ha estat quantificat a les mostres de oligodendroglioma anaplastic i

oligoastrocitoma anaplastic (mostres analitzades préviament a aquesta tesi dins del grup), per aixo no

surt representat. Acronims com a la figura 4.20.

La glutamina és un precursor i una forma d’emmagatzemament transitori de glutamat
que participa al seu cicle de reciclatge entre neurones i glia al sistema nervids. S’observen
elevacions de la glutamina quan hi ha alteracions d’aquest cicle glutamat/glutamina, sent un
eficient indicador de encefalopatia hepatica. Es estructuralment similar al glutamat, sent
dificil la separacio de les ressonancies dels dos compostos als camps utilitzats habitualment
per humans in vivo, per aixo s’acostuma descriure el pic sencer com glx (Govindaraju i col,
2000). Roda i col (2000) comenten que hi ha un metabolisme augmentat de la glutamina als

tumors glials que podria ser responsable dels menors nivells detectats.
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Florian i col (1995), estudiant extractes PCA de cultius cel-lulars de linies de tumors
humans, van descriure que el contingut de glutamina en la linia tumoral de meningioma'” era
significativament més elevat que a les altres linies estudiades'. Els valors obtinguts en
aquesta tesi també son significativament diferents al comparar meningiomes i glioblastomes
(p<0,05) amb una concentracid de glutamina més elevada als primers. Els mateixos autors
tamb¢ han trobat diferéncies significatives per glutamat i GABA, pero els resultats obtinguts a
aquesta Tesi no han assolit diferéncies estadisticament significatives, i la tendéncia del GABA
ha estat la d’augment als meningiomes on s’ha quantificat aquest metabdlit, contrariament a

Florian i col (1995) que reportaven una disminucio.

Respecte a I’elevacid de glx en meningiomes, Howe i Opstad (2003), afirmen que
aquesta elevacié es podria deure a una alteracié en el metabolisme energetic, involucrant
desamidaci6 parcial de la glutamina (una font bastant comu d’energia per als tumors) a
glutamat. Aquest glutamat acumulat seria necessari per 1’acci6 de la transaminasa que, a partir
del piruvat, generaria 1’alanina, una caracteristica espectral bastant tipica de meningiomes

(Manton i col, 1995).

4.3.3.3 CORRELACIONS IN VIVO-IN VITRO | PREGUNTES PLANTEJADES AMB L’ESTUDI

D’EXTRACTES PCA

4.3.3.3.1 Discriminacié entre astrocitomes, oligodendrogliomes i

oligoastrocitomes

L’oligoastrocitoma presenta un patré espectral intermedi entre

oligodendroglioma i astrocitoma ?

Aquesta pregunta ¢€s dificil de respondre, perque son tipus tumorals bastant propers. A
més, un tumor oligoastrocitic pot perfectament presentar més part astrocitica o
oligodendroglial segons el lloc d’on s’obtingui la biopsia (Kleihues i Cavenee 1997¢), causant
un error inherent a la técnica. La figura 4.55 presenta boxplots dels valors trobats per a
diferents metabolits quantificats en oligodendrogliomes, oligoastrocitomes i astrocitomes de
grau II. Es interessant la diferéncia de patrons espectrals en el cas d’alanina, taurina, glutamat

i NAA. La preséncia de NAA en oligodendrogliomes esta d’acord amb dades de la

17 Linies de meningiomes: IN1067, IN1069, IN1981, IN1114, IN1123, IN1239.
'8 Linies de glioblastomes: IN1351, IN1411, IN1510, IN2469, D54-MG:; Linies de neuroblastomes: SK-N-MC,
SK-N-SH, LAN-5.
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bibliografia que comenta la seva preseéncia en cel-lules de precursors d’oligodendrocits
(Bhakoo i Pearce, 2000) i també hipotetitza que els oligodendrocits in vivo podrien expressar
aquest metabolit. El GABA presenta for¢a diferéncies entre un i altre tipus tumoral, pero es

podria deure parcialment a un efecte d’isquémia.

Tot 1 que realment la ressonancia glx sembla ser molt important en la discriminacid
d’aquests tipus tumorals, els estudis in vitro no han presentat diferéncies estadisticament
significatives entre ells. Aix0 possiblement es deu a que, in vivo, i sobretot a TE curt, aquesta

zona presenta també ressonancies de macromolécules que no s’extreuen per la técnica de

PCA.
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Figura 4.55: Boxplots dels valors de metabolits calculats (umol/gtf) per astrocitomes de grau II, (a2,
n=7) oligodendrogliomes (od, n=6) i oligoastrocitomes (oa, n=3). Detalls de la representacié dels

boxplots ala figura 4.9.

La zona de representaci6 conjunta de GABA, glutamat i glutamina sembla ser bastant

util , combinada potser a la de m-Ino i gly, a la hora de discriminar entre tumors glials de baix
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grau in vivo (astrocitomes grau II, oligoastrocitomes i1 oligodendrogliomes), encara que la
contribucid del GABA in vivo és discutible degut a la possiblement baixa concentracio.
Aquests tipus tumorals poden ser de dificil discriminaci6 in vivo. En el prototip cientific
INTERPRET hi ha emmagatzemats alguns representants del grup oligoastrocitic que, com
I’oligodendroglial, no ¢és molt nombros. La figura 4.56A presenta una pantalla on es
representen els tumors astrocitics de baix grau, oligodendroglials i oligoastrocitics. La
representacio es fa usant la ressonancia a 3,57 ppm en la ordenada i la ressonancia a 2,38 (glx,
macromolécules) en ’abscissa. Es comencen a veure la formacié de grups localitzats per
cadascun dels tumors, perd clarament no hi ha suficients dades per validar la possible utilitat
discriminatoria de la representacié grafica emprada. A la figura 4.56B, es representen només
els astrocitomes de grau II i1 oligodendrogliomes, i la discriminaci6 es fa utilitzant I’alcada a

2,77 ppm en ’abscissa. Totes les algades son dels espectres a TE curt (20-32ms).

Chimty o e RIIBF  Fameen  Aatrecytema il

Figura 4.56: Pantalles del prototip cientific INTERPRET on es representen A) els tumors astrocitics
(punts vermells), oligodendroglials (punts verds) oligoastrocitics (punts grocs) i B) astrocitics més
oligodendroglials. A dalt es presenta un espectre d’astrocitoma i a baix, un d’oligodendroglioma. La
representacio es fa utilitzant A) alcada a 3,55 ppm en ’ordenada i a 2,38 en ’abscissa i B) al¢ada a

3,57 ppm en I’ordenada i 2,77 ppm en ’abscissa.

A la figura 4.57 es mostren els grafics comparatius de valors trobats per astrocitomes
de grau II i oligodendrogliomes amb els valors de la literatura. No ha estat possible fer la
comparacié per a tots els metabolits perqué no tots els autors quantifiquen els mateixos
metabolits analitzats en aquesta tesi. Als astrocitomes de grau I, es veu elevaci6 d’alanina 1
de glutamina (en relaci6 a glutamat). Hi ha bona coincidéncia entre els valors de NAA i

creatina, disminuits en relacio al cervell normal.
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Respecte als oligodendrogliomes, comparats als astrocitomes de grau II, no s’observa
en aquests un augment tan elevat de la glutamina en relaci6 al glutamat i en alguns valors no
s’ha observat tanta coincidéncia. El nombre de casos era n=7 per A2 i n=6 per OD, tot i que
seria millor treballar amb una n més elevada. Els tumors de baix grau, sobretot els
astrocitomes de grau II, no sempre requereixen intervencid quirargica, disminuint aixi la seva

representacio en aquest univers.

No s’han trobat estudis a la literatura que es puguin fer servir per comparar els valors

obtinguts amb els extractes d’oligoastrocitomes in vitro.
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Figura 4.57: Comparacio entre els valors obtinguts en aquesta tesi i a la literatura. A dalt,
oligodendrogliomes. A baix, astrocitomes de grau II. Els valors son mitja +/- SEM, excepte per

Lehnhardt i col, 2001 (mitja +/- SD).

La heterogeneitat dels tumors infiltrants, com per exemple 1’astrocitoma de grau II, pot
influir en les caracteristiques espectrals i també en la quantificaci6 dels metabolits. La
tendencia de presentar caracteristiques intermedies a2 —oa—od es verifica en molts casos,

perd no per alanina, taurina i glutamat, el que podria reflexar que €s possible que realment hi
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hagi un patr6 intermedi, o bé difereéncies rellevants entre les tres patologies segons el
metabolit observat. Els oligoastrocitomes, pero, estan representats amb un nombre molt petit

de mostres (n=3) i, si es vol establir un patr6 caracteristic per a aquest tipus tumoral, en seran

necessaries meés.

4.3.3.4 RECONEIXEMENT DE PATRONS IN VITRO

4.3.3.41 Astrocitomes grau Il vs oligodendrogliomes vs
oligoastrocitomes

Els oligoastrocitomes presenten un patré espectral intermedi entre
astrocitomes i oligodendrogliomes?

Amb aquest analisi, el programa ha triat tan sols la variable NAA. La discriminacio
obtinguda amb aquesta variable no té un percentatge d’encert massa alt, situant-se a 62,5%
per als casos agrupats i per LOO. Aquest valor se situa una mica per sobre de 1’atzar i no es
considera un bon resultat. S’ha intentat introduir glutamat i glutamina, donada la seva
importancia en la discriminacié d’aquests tipus tumorals in vivo. El percentatge d’encert per
validacid creuada no es modifica, 1 el percent dels casos agrupats originals puja a 75%, pero
segueix havent-hi molta superposici6 entre astrocitomes II i oligoastrocitomes. La pantalla de

representacio6 de les puntuacions discriminants es mostra a la figura 4.58.
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Figura 4.58: Representacio grafica de les puntuacions obtingudes en 1’analisi discriminant
d’astrocitomes, oligodendrogliomes i oligoastrocitomes in vitro. Esquerra, analisi amb lliure tria de
variables; el programa només dona una funcio i la separacio es fa a I’eix de les Y. dreta, analisi amb
NAA, glutamat i glutamina. Els ovals indiquen aproximadament la regié ocupada per cada tipus

tumoral, indicant bastant superposicio dels casos d’oligoastrocitoma amb els astrocitomes de grau II.
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4.3.4 Altres metabolits i correlacions in vivo/in vitro

4.3.4.1 N-ACETIL ASPARTAT (NAA)

Els valors obtinguts per la quantificaci6 de NAA als extractes de biopsies s’ensenya a
la figura 4.59. El valor per a cervell normal ¢és decididament superior ; tots els altres tipus
tumorals tenen concentracions disminuides o bé indetectables de NAA. El test de Mann-
Withney de cervell normal versus tots els tumors agrupats resulta estadisticament significatiu
amb p<0,05. El mateix test en comparacions bilaterals de normal versus cada tipus tumoral
dona estadisticament significatiu per a glioblastoma, meningioma i hemangiopericitoma
(p<0,05). Hi ha tendéncia a la significacio (0,05<p<0,1) per normal, comparat a astrocitoma
grau II, neurinoma i1 hemangioblastoma. El NAA esta present al cervell normal en
concentracions relativament altes. Es un marcador neuronal (Castillo i col, 1998), pero la
funci6 d’aquest compost no esta clara (Danielsen i Ross, 1999). Es possible que funcioni com
osmolit, com una forma d’emmagatzemament d’aspartat, precursor de N-acetil aspartat

glutamat (NAAG), entre altres funcions (Govindaraju i col, 2000; Baslow, 1999).

La detecci6 de NAA en un extracte PCA pot ser resultant de parénquima normal
infiltrat pel tumor, o bé resultat de I’expressié de marcadors metabolics neuronals per cel-lules
astrocitiques tumorals (Carpinelli i col, 1996). Segons Castillo i col (1998), tumors no

neuroectodermics (com els meningiomes) no presenten NAA.

En general, el NAA esta disminuit en practicament totes les situacions patologiques,
excepte certes malalties, com la malaltia de Canavan (Danielsen i Ross, 1999). Alteracions en
la concentraci6 de NAA sense assumir un patr6é clarament tumoral es poden donar en casos
com el de gliomatosis cerebri (Galanaud 1 col, 2003, figura 4.60), una patologia molt difosa i

que afecta als dos 10buls cerebrals simultaniament.
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Figura 4.59: Promig £ SEM dels valors de NAA per als diferents tipus tumorals. Acronims com a la
figura 4.20
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Figura 4.60: Espectres a TE llarg (A) i curt (B) de gliomatosis cerebri. Adaptat de Galanaud et al,
2003

4.3.4.2 CREATINA

Els valors obtinguts per a creatina en extractes PCA al laboratori GABRMN es
mostren al grafic de barres de la figura 4.61. El comportament general s’assembla a 1’observat
al NAA, amb el valor de parénquima normal sent superior als valors de tumors, encara que la
disminuci6 no sigui tan evident com la de NAA. Els tests estadistics de comparacié de mitges
no han donat resultats estadisticament significatius per a cervell normal versus altres tipus de

tumors.
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Degut a D’alta probabilitat d’hidrolisi de la fosfocreatina a creatina abans de
I’extraccido PCA degut al temps d’isqueémia, el senyal observat in vitro a 3,03 1 3,93 ppm es
deu tinicament a creatina (Gill i1 col, 1990). Segons Kinoshita i Yokota (1997), la concentracid
in vitro de la creatina podria ser superior a la concentracid in vivo. Aixo s’explicaria per la
“visibilitat” limitada de la creatina per RMN in vivo degut a la seva associacio transitoria amb
proteines 0 membranes. La disminucié o abseéncia de creatina als tumors ¢és un fet acceptat 1
caracteristic d’aquests. La fosfocreatina actua com una reserva per a la generaci6 d’ATP,
estant altament relacionada amb el sistema de subministrament i esmorteiment de la demanda
energetica a la cél-lula (Danielsen i Ross, 1999). Aquest pic €s un singlet que no modula amb
el temps d’eco 1 per aixo €s usat com a referéncia a la hora de calcular moltes quocients, com

¢s el cas de la quocient 3,55/3,03 abastament comentada en aquesta tesi.
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Figura 4.61: Promig £ SEM dels valors de creatina per als diferents tipus tumorals. Acronims com a

la figura 4.20.

Comparant els valors obtinguts en aquesta tesi amb alguns dels valors citats per la
literatura, ens trobem que en la majoria dels casos la literatura cita valors més baixos, pero
també han fet servir una ‘n’ en molts casos inferior a la nostra. A més, normalment no es fan
controls interns de les pérdues durant el procés d’extraccié amb PCA, cosa que si s’ha fet en

aquesta Tesi.

La figura 4.62 ensenya la comparacio grafica entre els valors aqui calculats i els

obtinguts per Czernicki i col, 2000; com aquest autor ha analitzat genéricament ‘gliomes d’alt
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grau’ 1 meningiomes, a efectes de comparacié s’han promitjat els valors dels astrocitomes de

grau III i glioblastomes.
4.3.4.2.5 NAA, Creatina i la classificacio tumor versus no tumor

El NAA i la creatina son caracteristiques espectrals molt importants a la hora de fer la
distincié entre cervell normal 1 cervell tumoral. La figura 4.63 ensenya una pantalla de
visualitzaci6 del prototip cientific desenvolupat en el projecte INTERPRET. Aqui es poden
fer visualitzacions personalitzades com aquesta, que és una representacio bidimensional de
I’alcada a 2,00 (NAA) ppm i 3,03 ppm (creatina), on clarament es veu un grup format pels
punts de voluntaris normals (a la dreta, punts blancs) i un grup format pels casos de tumors (a
I’esquerra). Casos localitzats en la zona limitrofa haurien de ser investigats com a possible

parénquima cerebral anomal perd no tumoral.

2,5 1

2 4 O Aquesta Tesi
1,5 - W Czernicki i col, 2000

0,5

Glioma Meningioma

Figura 4.62: Comparaci6 entre els valors obtinguts en aquesta tesi per creatina (umol/gtf) amb valors

de la literatura.
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Figura 4.63: Exemple de pantalla del prototip INTERPRET i la representacio alcada NAA vs. algada
creatina. A dalt, s’ensenya un espectre d’un voluntari de cervell normal i a baix, un espectre d’un cas

d’astrocitoma grau II.

4.3.4.3 ALANINA

La figura 4.64 reflexa els valors observats als diferents tipus tumorals per a alanina.
Sense excepcio, tots els valors de tumors son superiors als valors esperats per a cervell
normal. El test de Mann Withney comparant cervell normal amb cada tipus de tumor ha
indicat tendéncia a la significacié estadistica en els casos de normal versus meningioma i
glioblastoma, ambdos amb 0,05<p<0,1. Els meningiomes tenen indiscutiblement valors més
alts in vitro quan comparats als glioblastomes; els tests estadistics de meningiomes versus
altres tipus de tumors han donat significatius amb p<0,05 per a oligodendroglioma,
astrocitoma grau III i neurinoma, i tendéncia a la significacié per a la discriminacid entre

meningioma i cervell normal (p=0,094).

Altres tumors amb elevacid6 de 1’alanina so6n metastasis, glioblastomes,
oligoastrocitomes i tumors neuroectodeérmics. Roda i1 col (2000) utilitzen 1’alanina com a
discriminador entre metastasis i astrocitomes d’alt grau, combinada amb la ressonancia de la
glutamina, taurina i colina. Aquests mateixos autors presenten, al seu estudi, valors d’alanina

superiors per astrocitomes d’alt grau quan comparat a neurinomes. Els promitjos en aquesta
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tesi son de 3,24+0,54 umol/gtf per als astrocitomes d’alt grau (A3+GB, n=67) 1 1,25+0,31 per
als neurinomes (n=5), estadisticament significatiu amb un p<0,01. Peeling i Sutherland
(1992), contrariament, troben valors de 0,92+0,13 umol/gtf per astrocitomes d’alt grau (n=14)
1 1,16 per neurinomes, perd que ha resultat d’'una ‘n’ molt petita (n=1), mentre els valors

d’aquesta tesi provenen d’un conjunt de 5 mostres.

Les comparacions bilaterals dels valors de metastasis vs altres tipus de tumors han
resultat en diferéncies significatives per a oligodendroglioma (p=0,036) i astrocitoma grau III

(p=0,031).

L’alanina és un aminoacid no essencial detectable per RMN en forma de doblet a 1,48
ppm. i quadruplet a 3,77 ppm. S’observen valors elevats in vivo en meningiomes i després
d’isquémia (Govindaraju i col, 2000). Florian i col (1995), en un estudi amb cultius cel-lulars
seguits d’extraccio6 PCA, diuen que [’alanina esta més elevada a la linia cellular de
meningioma que a les altres linies estudiades (glioblastoma, neuroblastoma), obtenint una
diferéncia estadisticament significativa. Els valors obtinguts en aquest treball no permeten una
separacio amb diferéncia estadisticament significativa entre els valors de glioblastomes i
meningiomes (p=0,533). Peeling i Sutherland (1992) suggereixen que una disminucié del flux
a través del cicle dels acids tricarboxilics (TCA) en les cél-lules tumorals pot induir a una
major activitat de la glicdlisis anaerobia amb la conseqiient formaci6 de piruvat. L’accio de

I’enzim transaminasa sobre el piruvat seria, en ltima instancia, responsable per ’augment de

I’alanina.
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Figura 4.64: Promig + SEM dels valors d’alanina per als diferents tipus tumorals. Acronims com a la

figura 4.20.
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4.3.4.4 COLINA | COMPOSTOS RELACIONATS

La quantificacié dels components del pic de colina’’, contrariament al que passa in
vivo, €s possible in vitro gracies a una millor resolucié i separacio dels diferents components.
Els valors obtinguts per a aquestes mostres estan representats a la figura 4.65. La comparacid
dels valors per a cervell normal versus els altres tipus de tumors no ha assolit diferéncies
estadisticament significatives. La comparacio bilateral d’astrocitomes de diferent grau, pero,
ha resultat significativa per a la discriminacid entre astrocitoma de grau III i glioblastoma
(colina, p=0,003; fosfocolina, p=0,001). També hem dividit els tumors entre més i menys
proliferatius, formant dos grups com es mostra a la taula 4.24. Una comparacio bilateral entre

aquests dos grups no dona, pero, estadisticament significativa per als metabolits de colina.

Grup Patologies incloses

Molta proliferaciod Glioblastoma, metastasis, medul-loblastoma, hemangiopericitoma,
astrocitoma grau III, oligodendroglioma i oligoastrocitoma anaplastics,

limfoma, tumor neuroectodérmic

Poca proliferacio Astrocitoma pilocitic, astrocitoma grau II,

oligodendroglioma, oligoastrocitoma, neurinoma, meningioma.

Taula 4.24: Grups formats segons la capacitat proliferativa del tumor per a la comparacié del contingut

en metabolits de colina.

Es controvertida la discussio respecte als components del pic de colina in vivo. Hi ha
consens respecte a la preséncia de colina, fosfocolina i glicerofosfocolina. Usenius i1 col
(1994b) observen que, encara que realment hi ha un augment en la ressonancia de colina en
molts tipus tumorals, pot haver-hi una participacio en el origen de la ressonancia de colina
detectada in vivo per metabolits contenint colina perd no extraibles per PCA, fet igualment

comentat per Roda i col (2000).

No ¢és possible fer la distincid in vivo entre els possibles origens moleculars de la
ressonancia de “colina”, aixi que en general es fa referéncia a ‘colina total’. Aquesta

ressonancia in vivo també pot tenir contribucions d’una de les ressonancies de la taurina

' In vivo, fa referéncia a la ressonancia que engloba els compostos de trimetilamina.
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(3,22 ppm) 1 també d’una de les ressonancies de fosfoetanolamina. Les principals
contribucions al pic de colina (3,21 ppm), en cervell normal, son de PC i1 GPC, havent-hi poca
contribucié del pic de colina lliure. La colina lliure, perd, pot augmentar de manera
significativa als tumors (Govindaraju i col, 2000). La colina és necessaria per a la sintesi del
neurotransmissor acetilcolina 1 també per a la sintesi de fosfatidilcolina, principal constituent
de les membranes. Les interpretacions bioquimiques del pic de la colina in vivo soén
complexes ja que hi ha contribuci6 dels tres components; 1’estudi in vitro ajuda a entendre i
interpretar els resultats. Canvis en aquests valors estan generalment associats amb
alteracions de la composicié de membrana, observant-se valors augmentats en tumors i

malalties neurodegeneratives (Govindaraju i col, 2000).
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Figura 4.65: Promig = SEM dels valors de colina lliure, fosfocolina, glicerofosfocolina i colina total

per als diferents tipus tumorals. Acronims com a la figura 4.20.
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Sabatier 1 col (1999) descriuen la variabilitat del patrd dels metabolits de colina al
comparar tumors astrocitics de baix 1 alt grau. Als tumors d’alt grau, hi troben percentatges
semblants de les tres (C, PC, GPC), mentre que als tumors de més baix grau predomina el
GPC. Una comparacid dels valors d’aquesta tesi amb els del citat autor es veu a la figura

4.66. Els percentatges esperats per a cervell normal son predominantment GPC (79%), amb

poca contribuci6 de C (14%) 1 PC (7%).

80% 50%
o] 40%
00% 1 mSabatier i col, ° @ Sabatier i col,
50% 1 1999 30% A 1999
40% _ _
30% | mAquesta tesi 20% mAquesta tesi
20% -+ 10% A

10% -

0% - 0% A

GPC PC C GPC PC C

Figura 4.66: Comparacio dels percentatges de la “colina total” obtinguts pels diferents metabolits de
colina per tumors astrocitics de baix grau (grau II, esquerra) i alt grau (grau III + GB, dreta) entre els

valors obtinguts en aquest treball i els valors citats per la literatura.

Aquesta distribuci6 caracteristica dels metabolits pot ser explicada en part pel diferent
origen que tenen la PC 1 GPC en les vies de degradaci6 1 sintesi de membrana (figura 4.67),
com també han reportat Usenius 1 col (1994b). Cheng i col (2000), en estudis de HR-MAS

tamb¢ han relacionat I’alta concentraci6é de PC i C amb la quantitat de teixit tumoral analitzat,

posteriorment confirmat per histologia.
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Figura 4.67: Esquema de via metabolica amb els diferents rols de PC i GPC en la sintesi i degradacio

de la fosfatidilcolina de les membranes biologiques.(reproduida de Danielsen i Ross, 1999)
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4.4 Analisi de proteines al sediment d’extraccié PCA.

Els valors obtinguts per a 1’analisi de proteines als sediments d’extraccid6 PCA es

mostren tabulats a la taula 4.25 1 graficament, en forma de boxplot, a la figura 4.68.

L’analisi de proteines es va fer per a totes les mostres recollides durant aquesta tesi i
també mostres processades anteriorment al GABRMN. Aquest analisi ens pot donar una
mesura tant de les pérdues (ja controlades, per altra banda, per I’estandard intern) com també
ens pot donar indicacid del grau de necrosi del teixit. Valors molt baixos de proteina ens
poden donar més eines a la hora d’interpretar 1’espectre d’extracte PCA quant a

concentracions baixes de metabolits extrets.

Entre els tumors solids, a part del contingut de tendéncia decreixent en proteina als
tumors astrocitics segons augmenta el grau (observat sobretot entre a3 1 gb) vista amb més
detall a la figura 4.70, reflexant una possible quantitat variable de teixit necrotic present a la
mostra, no s’observen tendeéncies de variabilitat extraordinaries. Encara que es veu tendéncia
de disminucié de la proteina amb I’augment del grau tumoral, no va presentar diferéncies

estadisticament significatives.

Aquesta observacid es veu reforcada per dades no publicades del nostre grup
(Valverde, 2004) que relacionen la quantitat de proteina detectada a les ceél-lules C6 i la seva
fase de la corba de proliferacio. La quantitat de proteina detectada a la fase post-confluent,
que podria mimetitzar una fase quiescent de poca proliferacié (astrocitoma grau II) és superior

a la quantitat de proteina detectada a una fase de proliferacio elevada com la fase log.

Els valors oscil-len bastant perd és notable la disminucié de proteina observada als
liquids cistics quan comparats als tumors solids. Comparant de manera general ‘tumors
solids’ i ‘liquids cistics’, obtenim la figura 4.69, on s’observen diferéncies estadisticament

significatives (p<0,001).
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Patologia Proteina mg/gtf (promig + SEM)
A2 (n=7) 96,8+22,4
A3 (n=8) 94,3+13,1
A.pilo (n=3) 92,5+13,4
GB (n=59) 81,1+24,1
OA (n=3) 59,7+15,7
OD (n=6) 63,4+12,1
MB (n=6) 69,9+14,4
HB (n=3) 94,0+13,2
HP (n=4) 112,3+17,4
NE (n=5) 117,9+14,0
ME (n=18) 99,8+13,7
MM (n=29) 83,6+5,0
LY (n=2) 95,5+13,4
DT (n=2) 86,2+33,7
ODa (n=1) 90,95
OAa (n=1) 52,44
Total tumors (n=157) 89,56+4,27

Taula 4.25: Valors de proteina mg/gtf per a les diferents patologies analitzades en aquesta tesi (n=97).
S’han considerat, per als promitjos, els valors de totes les mostres, incloses les processades préviament

al GABRMN(n=60).
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Figura 4.68: Boxplot dels valors per a proteina quantificada en sediment residual després de 1’extraccid

amb PCA?. Detalls de la representacio dels boxplots a la figura 4.9. Acronims com a la figura 4.20
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Figura 4.69: Boxplot dels valors de proteines de tots els tumors solids versus els liquids cistics. La

diferencia és estadisticament significativa.Detalls sobre els boxplots a la figura 4.9.

2% Entre aquests valors, també son considerades mostres de les quals s’ha fet la mesura al GABRMN abans
d’aquesta tesi.
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Figura 4.70: Boxplot relacionant la quantitat de proteina mg/gtf amb el grau astrocitic.Detalls sobre els

boxplots a la figura 4.9

Com en alguns casos la dispersié observada era for¢a gran, s’ha fet una prova per
comprovar el coeficient de variacid observat analitzant diverses parts d’un tumor gran i
reconegudament homogeni com per exemple un meningioma. En una de les mostres on la
mida permetia, s’ha tallat la mostra en 5 parts i fet extracci6 PCA 1 analisi de proteines al
sediment de les 5 parts. Els valors obtinguts, aixi com la desviacid estandard i I’error

estandard estan llistats a la taula 4.26.

El coeficient de variaci6 obtingut en aquest test s’ha considerat acceptable, tenint en

compte les caracteristiques de la mostra.

Mostra Proteina mg/gtf

1 83,36

2 63,07

3 81,51

4 71,53

5 63,06
promig 72,51
SD 8,09

Coef. variacid 11,9%
SEM 3,89

Taula 4.26: Valors trobats en el test de proteines realitzat amb 5 parts diferents d’un mateix

meningioma. SD= desviaci6 estandard, SEM= error estandard.
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Basant-nos en treballs que relacionen la cel-lularitat tumoral amb el coeficient de
difusi6 aparent i relacionant el moviment de 1’aigua amb la quantitat de ce¢l-lules presents
(Gauvain i col, 2001), vam separar també els grups tumorals segons la informacié de la seva
cel-lularitat habitual. L objectiu era investigar la possible relacid d’aquest parametre amb la
concentracio de proteines al sediment d’extraccid. No es van aconseguir informacions de tots
els tipus tumorals, ja que molts d’ells presenten histologies variades segons la variant
estudiada. La cel-lularitat atribuida a cada tumor es representa a la taula 4.27. No s’han assolit
diferéncies estadisticament significatives entre els grups, tot i que el grup de cel-lularitat
moderada en relacioé al grup de cel-lularitat alta ha presentat p=0,088, que podria indicar
tendencia a la significacio estadistica. La normalitzacid dels metabolits per la concentraci6 de
proteina ¢és un proces bastant utilitzat, sobretot per als treballs amb cultius cel-lulars pero aqui

no ha donat resultats consistents.

Cel lularitat Tipus tumoral

Alta Limfoma, astrocitoma grau I, astrocitoma grau III,

medul-loblastoma, hemangiopericitoma, neurinoma

Moderada Oligodendroglioma, oligoastrocitoma, meningioma

Baixa Glioblastoma, astrocitoma pilocitic, oligoastrocitoma i

oligodendroglioma anaplastics

Variable o sense informacio Hemangioblastoma, metastasis, tumor neuroectodérmic

Taula 4.27: Graus de cel-lularitat atribuits als diferents tumors, segons Kleihues i Cavenee, 1997.



Resultats i Discussio 189

250

p=0,088
200 o
.’p
_)Q.
150 « o
o
100 «
50 o
b =]
=
= o
© 0
=
I
2
= -50
baixa maderads alta

cellularitat tumoral

Figura 4.71: Boxplot relacionant la quantitat de proteina detectada i el grau de cel-lularitat del tumor.

Detalls sobre els boxplots a la figura 4.9.

4.5 Resultats de la col-laboracié amb el projecte INTERPRET

La col-laboracio amb el projecte INTERPRET tenia la finalitat en primer lloc de
participar en la preparaci6 de la base de dades que contindria els espectres i dades cliniques
necessaris per desenvolupar el sistema d’auxili al diagnostic clinic basat en reconeixement de

patrons.

La ipDB (INTERPRET preliminary database) ha servit com a base de dades inicial 1
tamb¢é era capa¢ de fer exportacions de conjunts d’espectres organitzats en un arbre de
directoris amb tota la informacid necessaria per utilitzar-los. Posteriorment, s’han migrat les
dades retrospectives de la ipDB a la iDB (base de dades definitiva) on ha estat disponible pels
col-laboradors responsables del reconeixement de patrons (pattern recognition, PR). El

nombre final de casos exportats va ser de 388. Exemples de pantalla es mostren a la figura
4.7214.73.

Degut a que no totes les dades espectrals eren de suficient qualitat per a desenvolupar
classificadors automatics, s’ha posat en marxa un sistema semiautomatic de classificacio
espectral segons la qualitat, desenvolupat per UAB i UMCN a partir de 200 espectres que van
servir com a training set per dissenyar un classificador per analisi discriminant. S han definit
dos grups (acceptables i descartats) i el pas segiient va ser definir el llindar entre els dos

grups, amb I'us de dues caracteristiques facilment mesurables als espectres (relacio
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senyal/soroll i amplada a mitja alcada de la ressonancia de I’aigua). Altres artefactes com
contaminacié amb greix subcutani, moviments del pacient i altres, poden no ser detectats per

aquest metode.
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Figura.4.72: Exemple de pantalla de la iDB (base de dades definitiva), amb un exemple de consulta

segons els criteris que determina I’usuari.

No tots els casos de la iDB han estat utilitzats per desenvolupar els classificadors

automatics, ja que es passaven filtres de qualitat i tamb¢ de validacio clinica de les dades.

El prototip cientific d’ajuda a la decisio clinica €s resultat perd de la col-laboracid
directa o indirecta de totes les persones participants al projecte INTERPRET
(http://carbon.uab.es/INTERPRET). El desenvolupament dels classificadors automatics
utilitzats al prototip ha estat possible perd gracies als casos emmagatzemats i validats en

aquesta base de dades.

El control de qualitat realitzat amb les dades 1 que es descriu a la figura 3.16 de
metodes ha resultat en errors inferiors al 10%, que han estat corregits i s’ha considerat el

resultat satisfactori i no necessari per tant un nou mostreig.
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Figura 4.73: Pantalla de la iDB: resultat de la consulta que s’ensenya a la figura anterior.
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5. Conclusions

5.1 ESTUDI DE LIQUIDS CISTICS DE TUMORS HUMANS, IN VIVO, EX VIVO 1 IN VITRO.
DESENVOLUPAMENT DE CLASSIFICADORS PROTOTIPICS PER A UNA EINA D’AJUDA DE DECISIO

CLINICA

5.1.1 S’han analitzat 10 mostres de liquids cistics per analisis quimics (acid sialic,

hexurodnic, concentracid de proteina), RMN in vivo, ex vivo, 1 in vitro (extraccié PCA).

5.1.2 Els estudis amb els liquids cistics han permeés demostrar una contribucié promig
majoritaria (93,4%) de grups N-acetil associats a macromolécules a la ressonancia NAC
detectable per RMN de 'H a 2,03 ppm. La contribucié principal correspon a acid sialic

(64,3%) 1 compostos que contenen hexuronic (29,2%), possiblement GAGs.

5.1.3 La concentraci6 de lactat als liquids cistics de tumors malignes es

significativament més alta (p=0,001) que la de tumors benignes.

5.1.4 S’han desenvolupat classificadors preliminars mitjancant analisis LDA dels
patrons espectrals de liquids cistics i abscessos que permeten orientar la discriminacié entre
tumor benigne, maligne 1 abscés amb un encert (test ‘leave-one-out’) de 88,9%. Aquests
classificadors s’han incorporat a un prototip d’interficie grafica derivat de la produida al

projecte INTERPRET.

5.1.5 S’han desenvolupat també classificadors a TE llarg per comprovar el
posicionament del voxel en zones tumorals, de teixit normal o de liquid cistic, en els casos de

dubte, amb un grau d’encert del 96,3%.

5.2 ESTUDIS AMB DISSOLUCIONS MODEL A CAMPS CLINICS. CORBES DE CALIBRACIO PER

A LA CORRELACIO IN VITRO/IN VIVO

5.2.1 S’ha desenvolupat una corba de calibracié amb solucions model de concentracio
variable de m-Ino/gly que permet el calcul d’aquest quocient de concentracions a partir
d’espectres de tumors in vivo a dos temps d’eco. A partir d’aquesta corba, hem pogut establir
un sistema de calcul de les concentracions relatives de m-Ino 1 gly in vivo i comparar-les amb
les dades in vitro per a tumors glials. Aquest protocol pot ser aplicat a la caracteritzacid
d’altres tipus de tumors com els neurinomes 1 hemangiopericitomes, on també hi ha una forta

contribuci6 de m-Ino a la ressonancia de 3,57 ppm.
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5.2.2 S’han realitzat estudis amb solucions model simulant les condicions d’adquisicid
espectral utilitzades per al pacient. La taurina mostra una modulacié del seu patrd espectral

forca caracteristica, cosa que pot permetre la seva identificacié temptativa en patrons in vivo.

5.3 ESTUDIS D’EXTRACTES DE BIOPSIES DE TUMORS CEREBRALS HUMANS I COMPARACIO

AMB DADES IN VIVO

5.3.1 S’han analitzat les dades obtingudes de 156 biopsies de tumors cerebrals humans
i s’han quantificat 14 metabolits en cadascun dels seus extractes PCA mitjangant RMN de 'H

invitroa94T.

5.3.2 Les dades obtingudes als extractes PCA han permes donar resposta a algunes
preguntes préviament plantejades a més de possibilitar la explicacié de la contribucio de
diferents parts de I’espectre in vivo al desenvolupament de possibles classificadors. Aixi, al

nostre cas s’ha comprovat que:

» Meningiomes i neurinomes poden ser raonablement discriminats a partir de la
quantificacidé de m-Ino in vitro, amb tendéncia a la significacid estadistica
(p=0,089). El reconeixement de patrons in vitro reforga aquesta idea, ja que el
possible classificador desenvolupat (97,1% d’encert per LOO) considera el m-Ino

entre les variables per discriminar aquestes dues patologies.

» Astrocitomes de grau II 1 oligodendrogliomes no presenten diferéncies
estadisticament significatives quant a la seva concentracié de m-Ino, encara que la
representacié en boxplot indiqui una tendéncia a una menor concentracié de m-Ino
als oligodendrogliomes. El quocient Rml,gly/Cr in vivo, mesura indirecta de la
relacid6 m-Ino/gly, tampoc presenta diferéncies estadisticament significatives. El
possible classificador desenvolupat per reconeixement de patrons in vitro arriba al

100% d’encert per validaci6 creuada usant glutamat i NAA.

» Els tumors astrocitics de diferents graus no presenten diferéncies significatives
quant a la seva concentracié de m-Ino, encara que in vivo aquest sembla ser un
factor important en la gradacid astrocitica amb el quocient Rml,gly/Cr presentant
significaci6 estadistica entre glioblastomes vs oligodendrogliomes (p<0,001), vs
astrocitomes de grau II (p<0,001) 1 vs astrocitomes de grau III (p<0,05). Els intents
de desenvolupament de classificadors automatics in vifro han resultat en un

percentatge d’encert de 89,2% de tots els casos i 75,7% dels casos per LOO, que
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s’ha modificat quan s’ha introduit el quocient [m-Ino]/[gly] (87,8% dels casos 1

81,1% dels casos per LOO).

» Els PNETs i astrocitomes de grau II presenten tendéncia a la significacio
estadistica (p=0,086) quan comparats bilateralment quant a la seva concentracié de
taurina, apuntant a que aquest metabolit pot ser important per a la discriminacio
bilateral in vivo. El classificador desenvolupat per a la discriminacid in vitro amb
totes les variables té un percentatge d’encert de 100% per a tots els casos pero
només un 42,6% per als casos en LOO, el que suggereix un sobreentrenament del
sistema ja que les variables s’han introduit totes forgosament i sobrepassen el

nombre recomanat.

» Els oligoastrocitomes semblen presentar un patr6 intermedi entre
oligodendrogliomes i astrocitomes de grau II per a alguns metabolits in vitro
(gaba, m-Ino, NAA, gln) mentre que per altres el patré es diferent perd no
intermedi (ala, tau, glu). El NAA ¢és el metabolit triat en una LDA amb el
programa SPSS per a separar aquests 3 tipus tumorals in vitro (pero el grau
d’encert no és satisfactori, situant-se al 62%). In vivo, es reforca la idea de la
importancia de la zona glx, ja que és una zona important en la discriminacio

temptativa d’oligodendrogliomes.

» Els glioblastomes in vitro presenten formacioé de dos possibles grups pel que fa a
valors de m-Ino. Un grup més nombros amb valors baixos de concentracio
d’aquest metabolit, i un grup amb valors més elevats, que es podria correspondre
amb els glioblastomes secundaris. Els valors de quocients [m-Ino]/[gly] presenten
bastant correspondéncia tant in vivo com in vitro, indicant que la mesura dels

quocients és una bona aproximacié per a aquest calcul.

» Els glioblastomes van ser correctament separats de les metastasis en un 77,6 i
75,3% dels casos mitjangant el classificador que s’ha desenvolupat amb els

metabolits de taurina i glutamina.

5.3.3 La comparacio de les dades del quocient m-Ino/gly in vitro i in vivo per tumors
astrocitics de grau II, III i IV suggereix una menor deteccid de gly in vivo de la esperada a
partir d’extractes a tumors de grau II. Una possible explicacié seria una associacio de la gly
amb estructures macromoleculars in vivo que es trencaria durant 1’extraccio6 PCA. El

percentatge de la glicina total afectada per aquesta interaccid6 disminuiria forca a
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aastrocitomes de grau III 1 IV, permetent que el quocient Rml,gly/Cr sigui discriminatori in

Vivo pero no in vitro.

5.4 CONTRIBUCIO AL DESENVOLUPAMENT I MILLORES DEL PROTOTIP D’AJUDA A LA

CLASSIFICACIO DE TUMORS CEREBRALS HUMANS /N 7170 (PROJECTE INTERPRET)

5.4.1 El control de qualitat de les dades finals cliniques 1 espectroscopiques

presentades a la base de dades validada (http://azizu.uab.es:8090/iFrozenDB/index.jsp) va

detectar errors inferiors al 10% que van ser corregits abans de fer accessible la base de dades

final i el prototip cientific de DSS reentrenat (http://carbon.uab.es/INTERPRET).

5.4.2 S’han adquirit els coneixements necessaris per introduir noves variables al
prototip d’interficie grafica d’ajuda a la decisio clinica desenvolupat a INTERPRET, i per

analitzar en quina mesura aquestes variables son significatives (veure 5.1.4).

5.4.3 L’intent d’introduccido del quocient Rml,gly/Cr als dos temps d’eco al
classificador automatic no ha resultat en una millora de la classificacié dels tipus tumorals
principals presents al prototip. Aix0 pot ser degut a que a) ja partiem d’un alt percentatge
d’encert 1 b) és un classificador que pot tenir utilitat per ajudar a discriminar el grau entre
tumors astrocitics, mentre el classificador automatic també contempla casos de meningiomes i

metastasis.

5.4.4 La classificacio temptativa de glioblastomes versus metastasis, basant-se en la
presencia de m-Ino/gly 1 abséncia de lipids ha resultat en una millora de la classificacio dels
glioblastomes, en aproximadament 22% dels casos (sense lipids/necrosi i amb m-Ino/gly

elevat)
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ANNEX I: Classificacié WHO dels tumors del sistema nerviés central (2000)

TUMORS OF THE NEUROEPITHELIAL TISSUE

Astrocytic tumors

1. Diffuse astrocytoma 9400/3
fibrillary astrocytoma 9420/3
protoplasmic astrocytoma 9410/3

gemistocytic astrocytoma 9411/3

2. Anaplastic astrocytoma 9401/3

3. Glioblastoma 9440/3
giant cell glioblastoma 9441/3
gliosarcoma 9442/3

4. Pylocitic astrocytoma 9421/1

5. Pleomorphic xanthoastrocytoma 9424/3

6. Subependymal giant cell astrocytoma 9384/1

Oligodendroglial tumors

1. Oligodendroglioma 9450/3

2. Anaplastic oligodendroglioma 9451/3

Mixed gliomas

1. Oligoastrocytoma 9382/3

2. Anaplastic oligoastrocytoma 9382/3**

Ependymal tumors

1. Ependymoma 9391/3
cellular 9391/3**
papillary 9393/3
clear cell 9391/3**
tanycytic 9391/3**

2. Anaplastic ependymoma 9392/3

3. Myxopapillary ependymoma 9394/1

4. Subependymoma 9383/1

Choroid plexus tumors

1. Choroid plexus papilloma 9390/0

2. Choroid plexus carcinoma 9390/3

Glial tumors of uncertain origin

1. Astroblastoma 9430/3

2. Gliomatosis cerebri 9381/3

3. Chordoid glima of the third ventricle 9444/1

Neuronal and mixed neuronal-glial tumors

1. Gangliocytoma 9492/0
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. Dysplastic gangliocytoma of the cerebellum 9493/0**

. Desmoplastic infantile astrocytoma/ganglioma 9412/1**

. Dysembryoplastic neuroepithelial tumor 9413/0**

. Ganglioglioma 9505/1

. Anaplastic ganglioglioma 9505/3

. Central neurocytoma 9506/1

R | | | K W

. Cerebellar liponeurocytoma 9506/1%%*

9. Paraganglioma of the filum terminale 8680/1

Neuroblastic tumors

1. Olfactory neuroblastoma 9522/3

2. Olfactory neuroepithelioma 9523/3

3. Neuroblastoma of the adrenal gland and sympathetic nervous system 9500/3

Pineal parenchymal tumors

1. Pineocytoma 9361/1

2. Pineoblastoma 9362/3**

3. Pineal parenchymal tumor of intermediate differentiation 9362/3

Embryonal tumors

1. Medulloepithelioma 9501/3

2. Ependymoblastoma 9392/3

3. Medulloblastoma 9470/3
desmoplastic medulloblastoma 9471/3
large cell medulloblastoma 9474/3**
medullomyoblatoma 9472/3

melanocytic medulloblastoma 9470/3

4. Supratentorial primitive neuroectodermal tumor (PNET) 9473/3
neuroblastoma 9500/3
ganglioneuroblastoma 9490/3

5. Atypical teratoid/rhabdoid tumor 9508/3

TUMORS OF PERIPHERAL NERVES

Schwannoma (neurilemmoma; neurinoma) 9560/0

1. Cellular 9560/0**

2. Plexiform 9560/0**

3. Melanotic 9560/0**

Neurofibroma9540/0

1. Plexiform 9550/0

Perineurioma 9571/0

1. Intraneural perineurioma 9571/0

2. Soft tissue perineurioma 9571/0

Malignant peripheral nerve sheath tumor (MPNST) 9540/3
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1. Epitheliod 9540/3

2. MPNST with divergent mesenchymal and/or epithelial differentiation 9540/3

3. Melanotic 9540/3

4. Melanotic psammomatous 9540/3

TUMORS OF THE MENINGES

Tumors of meningothelial cells

1. Meningioma 9530/0
meningothelial 9531/0
fibrous (fibroblastic) 9532/0
transitional (mixed) 9537/0
psammomatous 9533/0
angiomatous 9534/0
microcystic 9530/0**
secretory 9530/0**
lymphoplasmacyte-rich 9530/0**
metaplastic 9530/0**
clear cell 9538/1**
chordoid 9538/1**
atypical 9539/1**
papillary 9538/3**
rhabdoid 9538/3**

anaplastic meningioma 9530/3

Mesenchymal non-meningothelial tumors

1. Lipoma 8850/0

. Angiolipoma 8861/0

. Hibernoma 8880/0

. Liposarcoma (intracranial) 8850/3

. Fibrosarcoma 8810/3

. Malignant fibrous histiocytoma 8830/3

2
3
4
5. Solitary fibrous tumor 8815/0**
6
7
8

. Leiomyosarcoma 8890/3

10. Rhabdomyoma 8900/0

11. Rhabdomyosarcoma 8900/3

12. Chondroma 9220/0

13. Chondrosarcoma 9220/3

14. Osteoma 9180/0

15. Osteosarcoma 9180/3

16. Osteochondroma 9210/0

17. Hemangioma 9120/0
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18. Epithelioid hemangioendothelioma 9133/1

19. Angiosarcoma 9120/3

20. Kaposi sarcoma 9140/3

21.Hemangioperycitoma 9150/1

Primary melanocytic tissue

1. Diffuse melanocytosis 8728/0

2. Melanocitoma 8728/1**

3. Malignant melanoma 8720/3

4. Meningeal melanomatosis 8728/3**

Tumors of uncertain histogenesis

1. Hemangioblastoma 9161/1

LYMPHOMAS AND HEMOPOIETIC NEOPLASMS

1. Malignant lymphoma 9590/3

2. Plasmacytoma 9731/3

3. Granulocytic sarcoma 9930/3

GERM CELL TUMORS

1. Germinoma 9064/3

2. Embryonal carcinoma 9070/3

3. Yolk sac tumor 9071/3

4. Choriocarcinoma 9100/3

5. Teratoma 9080/1
mature 9080/0
immature 9080/3

teratoma with malignant transformation 9084/3

6. Mixed germ cell tumors 9085/3

TUMORS OF THE SELLAR REGION

1. Craniopharyngioma 9350/1
adamantinomatous 9351/1**

papillary 9352/1%%*

2. Granular cell tumor 9582/0**

METASTATIC TUMOURS 8000/6
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ANNEX II: Full d’entrada de dades a la base de dades preliminar INTERPRET
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ANNEX Ill: Descripcio de les dades avaluades en control de qualitat per la

certificacié del prototip industrial INTERPRET

Critical data Main data Other data

Contributing centre

Trial number

Age

Sex

Date of spectroscopy

Week since 1st symptom

Epileptic fit

Neurological deficit

Coma

Steroids

Anticonvulsant

Gadolinium

Anaesthetic agent

Mannitol

Bleed in tumour

Tumour location

Tumour size

Radiological diagnosis

Site of operation

Total tumour removal

Subtotal tumour removal

Stereotactic biopsy

Date of biopsy

Paraffin section WHO class.

Daumas-Duport Astro.grade

Histopathology validated

Chemotherapy drug used

Radiotherapy dose given

Outcome socre at 3 months

Outcome score at 2 years

Date (post mortem)

Post mortem histopathology WHO

class.

Prmary tumour detected
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Critical data Main data Other data

Spectral localization image

Assigned class

Validated

Other
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ANNEX IV: Full de consentiment informat per obtencié de biopsies

HOJA DE INFORMACION PARA EL PROYECTO DE ESTUDIO IN VITRO DE LESIONES

CEREBRALES.

En breve se le practicard una operacién quirlrgica que usted debera autorizar. La muestra de
tejido obtenida serd sometida a andlisis en el Servicio de Anatomia Patolégica del Hospital.

Nuestro hospital participa conjuntamente con la Universidad Auténoma de Barcelona en un
estudio europeo llamado INTERPRET que pretende una mejora de los métodos de diagndstico en
enfermedades como la suya. Para ello querriamos solicitarle que autorizara que la parte de la
biopsia que no sea necesaria para el anélisis por Anatomia patolégica pueda ser utilizada para ser
analizada en el Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular de dicha Universidad. Dicho
estudio no le supondra ningln inconveniente ni afectara la asistencia que reciba aunque puede
ayudar a mejorar el diagndstico futuro en otros pacientes. Sus datos seran utilizados de forma
totalmente confidencial y anénima.

Su participaciéon es totalmente voluntaria y si se niega a participar no se vera afectada la
calidad de la atencién que reciba.

Una vez dado su consentimiento puede retirarse del estudio cuando quiera, sin tener que
explicar sus motivos y sin que ello afecte a la asistencia que reciba.

Estamos a su disposicién para cualquier pregunta o aclaracién que desee.

Si acepta participar en el estudio, le rogamos firme el modelo que se adjunta.

Proyecto Estudio de lesiones cerebrales

Yo,

He leido la hoja de informacion que se me ha entregado.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.
He recibido suficiente informacién sobre el estudio.

He hablado con

Comprendo que mi participacion es voluntaria.
Comprendo que puedo retirarme del estudio:
1) Cuando quiera; 2) Sin tener que dar explicaciones; 3) Sin que esto repercuta en mis cuidados

médicos.

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.

Fecha: Firma:
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ANNEX V: Full de consentiment informat previ a I’exploracié IRM/ERM

HOJA DE INFORMACION PARA EL PROYECTO INTERPRET

En breve le va a ser practicado un estudio de Resonancia Magnética, dentro del cual
se incluye la realizacion de una espectroscopia. Técnicamente la espectroscopia no
es diferente del resto de la exploracién, lo que la diferencia es la informacién que se
obtiene.

Nuestro centro participa en un estudio europeo llamado INTERPRET que pretende
conseguir un mejor conocimiento de la utilidad de la espectroscopia en
enfermedades como la suya. Es por esto que vamos a solicitar su autorizacion para
utilizar los datos de la exploracién en el estudio. No le va a suponer ningun
inconveniente (no va a tener que permanecer mas tiempo en el interior de la
maquina, no se le va a tener que practicar ningun procedimiento molesto para usted,
no existe mayor riesgo de efectos adversos). Sus datos seran utilizados de forma
totalmente confidencial.

Su participacién es totalmente voluntaria y si se niega a participar no se vera
afectada la calidad de la atencion que reciba.

Una vez dado su consentimiento puede retirarse del estudio cuando quiera, sin tener
que explicar sus motivos y sin que ello afecte a la asistencia que reciba.

Estamos a su disposicion para cualquier pregunta o aclaracion que desee.

Si acepta participar en el estudio le rogamos firme el modelo que se adjunta.

Proyecto "INTERPRET"

Yo,
He leido la hoja de informacion que se me ha entregado.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.

He recibido suficiente informacion sobre el estudio.

He hablado con

Comprendo que mi participacion es voluntaria.

Comprendo que puedo retirarme del estudio:

1° Cuando quiera; 2° Sin tener que dar explicaciones; 3° Sin que esto repercuta en
mis cuidados médicos

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.

Fecha Firma
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ANNEX VI: Calculs teorics per la planificacio de les dissolucions model de m-

Inoigly

Amplitud d’un senyal

L’amplitud d’un senyal de RMN (a;) €s directament proporcional a la concentracid
molar del metabolit k£ (px), al nombre de protons del metabolit £ que contribueixen al senyal

(Npx), al volum observat (v) , a la sensibilitat de la bobina (S) i al factor de carrega de la

bobina (Q).

a=pN, VSQ (eq.1)

Aquesta proporcionalitat es veu modificada per:

e La saturaci6 del senyal per efecte del temps de relaxacio T; durant els temps de

reciclatge de la seqiiencia (TR),

e [’atenuacio del senyal per efecte del temps de relaxacié T, durant els temps

d’eco (TE) que hi pugui haver en la seqii¢ncia,

e [’atenuacio6 del senyal per efecte del temps de relaxament T, durant els temps

de mescla (TM) que hi pugui haver en la seqii¢ncia,
ak:pkNp,k VSQ (l_eTR/—TI,k) (e—TM/Tl,k) (e—TE/TQ,k) (qu)
Per conveniéncia, definim una nova variable attenk que agrupa els termes d’atenuacio:
attenk: (l_eTR/—TI,k) (e—TM/Tl,k) (e—TE/TQ,k)
I simplifiquem I’equacio 2 a :
a;= atteny piNpx vSQ (eq.3)

Per altra banda, si el perfil del senyal es veu distorsionat a causa de la modulacio per
efecte de la constant o constants d’acoblament durant la seqiiéncia de polsos, tindrem que
I’area mesurable del senyal distorsional (a’k) sera diferent de I’area del senyal, existint un
factor de proporcionalitat xk caracteristic que depén de la seqiiéncia emprada i de la durada

dels intervals TE 1 TM:
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a )k: X A
= x atten; piNpx vSQ (eq. 4)
Per a aquests calculs en concret, per tal de calcular el coeficient de visibilitat, s’han fet
servir espectres adquirits anteriorment al grup amb m-Ino 1 NAA als dos temps d’eco. Usant
els valors de Ty, T, 1 de parametres d’adquisicio, s’han calculat els valors esperats i obtinguts

per m-Ino, i a partir d’aqui s’ha deduit el factor de visibilitat aproximat.

Senyal suma de dos senyals que co-ressonen

Suposem el cas d’un senyal que és suma de dos senyals que co-ressonen i que
s’originen de dues molecules diferents. En aquest cas podem expresar 1’amplitud del senyal
resultant a’1+2 com la suma dels senyals individuals a’1 i a’2 de cadascuna de les molecules.

a'np=a’ttan
=Xx; atten; p]Np,l VSQ + x, atten, png,z VSQ (eq 5)

Normalitzacio del senyal suma respecte un tercer senyal
Si ara normalitzem aquest senyal per un altre senyal adquirit en el mateix espectre 1

procedent d’una tercera molécula, obtenim que:

|l |l 1
a,, a,ta,

a; a;
x; atten; p/Np; vSQ N x; atten; p;Np 2 vSQ (eq.6)
x;3 attens psNp3 vSQ x;3 attens p3Ny3 vSQ

que es simplifica a :

X; atten; pINp,l X, atten; png’z (eq7)

X3 attenz pngﬁ X3 attenz p3Np’3

Senyal suma de glicina i m-Ino normalitzat respecte a creatina

En aquest cas,

e ¢l senyal 1 correspon a un singlet de glicina que no presenta modulaci6é durant

la seqiiéncia (x1=1), 1 que té dos protons (Np,1=2)
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e cl senyal 2 és un multiplet de m-Ino que presenta modulacié i que s’origina de

quatre protons (Np,2=4)

e cl senyal 3 es un singlet de creatina que tampoc presenta modulaci6 (x3=1). En

aquest cas, el nombre de protons que originen el senyal és de tres (Np,3=3)

Aixi, el senyal suma donat per I’equacio 7 esdevé:

1
ai.
a;

= (atten; p;2) + x; atten; p4 (eq.8)

atten; p33

Quocient del senyal (gly+m-Ino)/cr adquirit a dos temps d’eco
Si fem el quocient d’aquests senyals suma normalitzats adquirits a dos temps d’eco

(TE)1i1], obtenim que :

a'\p,ldly,
I (atten;; p;2 + x; atteny,; p,4)/ attens; p;3
a'\,;lay

(atten, ; p;2 + x, ; atten, ; po4)/ attens ; p33 (eq.9)

Que es simplifica a:

a, ,./la
1+2,i 1 43

— e ' ~ = (atten;; p;2 + x,; atten,; p,4) attens ;

'y, ldy,

(atten; ; p;2 + x, ; atteny; p,) attens) (eq.10)

Per tal de veure com varia aquest index respecte al quocient de concentracions [m.-

Ino]/[gly], caldra que el posem en funcié de p,/p;. Per conveniencia definim les igualtats,

mi= atten;y ; atten p;
mj= attens; atten ; ;
ni= attens j4x;; atten;
mj= attenz 4x; ; atten; ;

d’on:

[] '
Ao, lds; _ mp +np, (eq. 1)
' ' .
'y, las;  mp+np,

1 definim una nova variable r=p,/p; que és el quocient de concentracions [m-Ino]/[gly].

Si posem I’equacié 11 en funci6 d’aquesta nova variable tenim que (p,=rp;)
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|l 1
A la 3. _ o+ RIrp

1 1
aHz’j/alj m,p, +n;rp,

m,+nr
=1 1 (eq.12)
mj + njr

Valor limit de I’index per valors elevats de [m-Ino]/[gly]

El limit de la funcié 12 quan r=p2/pl —o0 és:

_atlen, ;x, atlen,,;

atten, ;x, ;atten, ;

¢s a dir, a concentracions elevades de m-Ino respecte a la concentracié de glicina, el
valor limit del quocient a dos temps d’eco del senyal a 3,5 ppm normalitzat respecte a la

creatina depén exclusivament de:

e la visibilitat atten3 — és a dir, la combinacid de concentracio i atenuacid — del

senyal de creatina emprat en la normalitzacio6 en els dos temps d’eco emprats,

e la visibilitat atten2 — és a dir, la combinacid de concentracio i atenuacid del

senyal de m-Ino emprat en la normalitzaci6 en els dos temps d’eco emprats,

e ¢l factor de proporcionalitat x2 que ens dona la perdua d’area causada per la
modulacié del senyal de m-Ino durant la seqiliencia de polsos 1 per uns

parametres d’adquisicid determinats.

Aquest valor ha estat calculat a partir d’espectres adquirits préviament al CDP i
comparant els valors esperats (per calcul en base a Ty, TM, T, i1 parametres d’adquisicid) per

m-Ino i els valors obtinguts.

Valor limit de ’index per valors baixos de [m-Ino]/[gly]

El limit de la funcié 12 quan r=p2/p1 —0 és:

_ allen, ;allen,

atten, ;atten,
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¢s a dir, a concentracions baixes de m-Ino respecte a la concentracié de glicina, el
valor limit del quocient a dos temps d’eco senyal a 3,5 ppm normalitzat respecte a la creatina

depén exclusivament de

> la visibilitat atten; — és a dir, la combinacié de concentracio i atenuacié — del

senyal de creatina emprat en la normalitzacio en els dos temps d’eco emprats,

» la visibilitat atten; — és a dir, la combinacié de concentracio i atenuacid — del

senyal, de glicina emprat en la normalitzaci6 en els dos temps d’eco emprats.
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ANNEX VII: Prototip cientific INTERPRET

El prototip cientific és una eina d’auxili al diagnostic derivada del treball
desenvolupada al projecte INTERPRET, ampliament emprada en aquesta tesi per il-lustrar i
comentar resultats. Es basada en el reconeixement de patrons espectrals de tumors cerebrals

humans.

Aquest annex pretén descriure breument les seves funcionalitats per a un millor

enteniment de les “pantalles” emprades en aquesta tesi per visualitzar dades

Les segiients figures il-lustren diferents situacions que es reflexen a les figures
d’aquesta tesi. A continuacio de les figures, s’explicara el significat de les pantalles, tenint

entes que les explicacions son valides a totes les figures del prototip cientific.

Aquest programari va ser el primer pas en la direccid del prototip industrial, versid
apta per a la comercialitzacidé i que ha passat per processos de certificacido per part de la

Comunitat Europea (http://www.scito.com/).
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Exemple de Pantalla I

# INTERPRET SV GUI - Final - November 2002

Classify New Case D 01786P  Pathology. Glioblastoma

Visual Ovendew of Case Database B MR Spectra Chi Ci

¥ Show Voxel Image Show Long Echo MRS

[} [} [} Pilocytic Astro
W v astrocytoma 2 ] Astrocytoma 3 B v Globlastoma
1] Haemangioblasto.. [l PNET = Lymphama “ -
! ooy
M  Meningloma [ ] Metastases ] Dligoastrocytoma No Overlay ol ¥ Show Voxellmage v Show Long Echo MRS
MR Spectra | MRImages Record | Case Notes
-
L i = = RACH Typas ([a} 0182P  Paihology. inglema

Vil
5\é

Pantalla tipica del prototip cientific: a I’esquerra (1) Pantalla que mostra I’espectre de
cada cas transformat en un punt en un espai bidimensional on cada eix representa un “valor
discriminant” calculat a partir d’una combinaci6 lineal de les variables triades ponderades per
maximitzar la separacié entre les classes que interessa separar (sempre variables a TE curt).
En aquest cas, es mostra la representacid tipica de meningiomes vs. glioblastomes vs
astrocitomes de baix grau. Les divisions en color que es veuen al fons corresponen a les
boundaries, equivalents als limits que situen ’univers espacial ocupat pels casos d’un cert
tipus tumoral. A la dreta (2) les pantalles de visualitzacié d’espectres, imatges i dades
cliniques. Pot ensenyar només un espectre de temps d’eco curt (20-32ms) com a (2) o bé¢ els
dos temps d’eco com a (3). En (2) veiem la imatge de IRM que mostra el volum d’interés
(voxel) emprat per espectroscopia, que pot ser mostrada per als casos que tinguin aquesta
informacio. També veiem, en gris, la superposicio de 1’espectre promig +/- la desviacio

estandar de la patologia en qiiesti6. En (3) veiem els espectres als dos TE d’un cas de
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meningioma. A la dreta 1 a baix (4) es veu la legenda de color de les diferents patologies que
poden ser mostrades o no, segons es marca la seva casella. En (5) es veu la identificacié del
cas, nombre i patologia. (6) mostra les diferents pestanyes a seleccionar segons es vol veure
imatges, dades cliniques o bé afegir algun comentari. Finalment, (7) mostra el boté de menu
que dona ’opcid de classificar un nou cas 1 que aquest aparegui com un punt més a 1’espai

bidimensional.

Exemple de Pantalla 11

& INTERPHET 5V GUI - Final - November 2002

Classify New Case D 0104GC Patology. Astrocytoma Il
MR Spectra | MRImages = Clinical Fecord | Case Notes
Ho Cverlay - Shaw — Show Long Echo MRS

Overview Hey  Ovenview Description | Help
Make your own Overview ~ BN Group Average [l Backoround Color

7 Weaxis = intensity ot 357 ppm

@ |—e

Y-axis = intensity af 3.036ppm

x

La pantalla (II) il-lustra la possibilitat que té el prototip de mostrar altres distribucions

Mo Overlay - » Show Voxel Image Show Long Echo MRS
MR Spectra  MAImages = Chnical Record | Case Notes
0. WOE1GC  Pathalogy  Glioblastoma

4

espacials personalitzades per 1’usuari. Es pot atribuir a 1’eix de les abscisses i ordenades
I’algada d’un punt concret de ’espectre o bé un quocient entre 1’algada de dos punts. Aqui es
veu la representacio personalitzada, usada moltes vegades en aquesta tesi, de I’alcada a 3,57
ppm (eix X) vs. I’alcada a 3,03 ppm (eix Y). A la dreta es mostren un espectre d’astrocitoma
de grau baix (a dalt) i un glioblastoma (a baix). Els punts triats per ’usuari es marquen a

I’espectre amb ratlles vermelles (abscisses) i1 verdes (ordenades).
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Assignment of the 2.03 ppm resonance
in in vivo 'H MRS of human brain tumour
cystic fluid: contribution of macromolecules

Abstract MRI and MRS are
established techniques for the
evaluation of intracranial mass
lesions and cysts. The 2.03 ppm
signal recorded in their 'H-MRS
spectra is often assigned to NAA
from outer volume contamination,
although it has also been detected in
non-infiltrating tumours and large
cysts. We have investigated the
molecular origin of this resonance in
ten samples of cystic fluids from
human brain tumours. The NMR
detected content of the 2.03 ppm
resonance in 136 ms echo time
spectra, assuming an N- CHj3 origin,
was 3.19 +1.01 mM. Only one third
(34 £ 12%) of the N-acetyl
containing compound (NAC) signal
could be extracted by perchloric acid
(PCA) indicating that most of it
originated in a macromolecular
PCA-insoluble component.
Chemical analysis of the cyst fluids
showed that sialic acid bound to
macromolecules would account for
64.3% and hexuronic containing
compounds for 29.2% of the
NMR-detectable ex vivo signal,
93.4% of the signal at TE 136 ms.
Lactate content measured by NMR
(6.4 +4.4mM) and the

predominance of NAC originating in

sialic acid point to a major origin
from tumour rather than from
plasma for this 2.03 ppm resonance.

Keywords Brain neoplasms - Cyst -
N-acetyl neuraminic acid -
N-acetyl aspartate
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Introduction

Several intracranial lesions, including gliomas, metastases,
craniopharyngiomas, hemangioblastomas and abscesses,
among others, may appear as cystic masses on magnetic
resonance and computed tomography studies of the brain
[1]. Several authors have been searching for characteristic
MR spectral patterns from different types of cystic lesions
that could assist MR 1 for differential diagnosis in doubtful
cases [2]. This has been most successful in the bilateral dis-
crimination of abscesses and aggressive necrotic tumours
[3-5] but has not been widely applied to help in the char-
acterisation of human brain tumours.

Approximately 10% of those CNS tumours are accom-
panied by a fluid-filled cystic region. There are different
hypotheses about the origin and significance of intratu-
moral or peritumoral cysts, as discussed elsewhere [6].
There is growing interest in characterising these tumoral
cystic lesions because studying their content could pro-
vide more insight into the pathogenesis of cyst forma-
tion. Also these studies could help in the in vivo prediction
of the aggressiveness and/or metastatic potential of the
tumour [6,7].

Accordingly, the purpose of this work has been to
study the origin of the 2.03 ppm resonance, a major sig-
nal detected in '"H-MRS of cystic fluids from different
human brain tumours. This signal is usually attributed to
N-Acetyl aspartate (NAA) from brain parenchyma due to
partial volume effects or healthy infiltrated tissue, both in
cysts [8] and solid tumours [9], although it is also detected
in non-infiltrating tumours, such as meningiomas [10, 11].
Up to now, we have studied ten cystic fluids from human
brain tumours by ex vivo NMR and chemical assay and
compared our results with in vivo data.

Materials and methods
Collection of cystic samples

Samples were collected during open surgery at the Hospital Uni-
versitari de Bellvitge (HUB), from tumours containing a cystic
component as evaluated from the MRI exploration. The Insti-
tutional Review Board approved the study and patients gave
signed informed consent prior to surgery. Samples were frozen
in liquid nitrogen within 5min after collection and maintained
in those conditions until processing at Universitat Autonoma de
Barcelona (UAB). The tumour diagnostic was provided by the
Anatomical Pathology department of HUB.

In vivo NMR spectroscopy

MRI/MRS exploration was carried out in a Philips scanner
(ASC NT) operating at 1.5T. Spin echo (SE), T, proton

density (PD), fluid attenuated inversion recovery (FLAIR) and
T,-weighted MR images were obtained in the sagittal and ax-
ial planes as part of the standard data acquisition protocol.
SE T;-weighted images after gadolinium (Magnevist; Schering,
Berlin, Germany) administration at a dose of 0.1 mM per kilo-
gram of body weight were also obtained in the axial and coro-
nal planes. MRS measurements were carried out after contrast
administration in all cases. MRS acquisition parameters were:
512 data points, SW 1,000 Hz, TR 2's, TE 30 and 136 ms, PRESS
sequence. Voxel size ranged between 3.37 and 8 cc depending
on the lesion size and was centered on the necrotic/cystic area,
avoiding the cellular tumour area. Criteria for defining a re-
gion as necrotic/cystic were: peripheral contrast enhancement
but no enhancement of the necrotic/cystic core, and homoge-
neous appearance of the sampled region. Voxel position was
decided by the radiologist after the evaluation of the whole
set of images (weighted in Tj, T, PD and FLAIR). Possible
contamination from solid tumour was discarded by analysing
the voxel reference image (Fig. 1) in post-contrast T;-weighted
images obtained in at least two orthogonal planes, usually ax-
ial and coronal. Number of acquisitions changed with voxel
size (range 96-192 scans). Unsuppressed water reference spec-
tra were also acquired with the same parameters except that
the number of acquisitions was 16. Processing of in vivo spectra
was carried out with MRUI, Magnetic Resonance User Inter-
face (http://carbon.uab.es/mrui/mruiHomePage.html). Briefly,
metabolite spectra were corrected for eddy current artefacts by
means of water deconvolution [12], and residual water was re-
moved by using HLSVD-water filtering [13]. Line broadening
(1 Hz) was applied.

Generation of mean in vivo spectra

Before calculating mean spectra, each in vivo spectrum was
baseline corrected taking as a reference the average of two
intervals between 9 and 11 ppm and —0.5 and —2 ppm; resid-
ual water between 4.33 and 5.10 ppm was brought to zero;
it was normalised to unit length using the following formula

(Eq. 1):

X

N

where x represents each baseline-corrected spectral point
and Y x? is the sum of the squares of all spectral point heights
in the spectral range between 7.1 and 2.7 ppm. Then, spectra
were linearly interpolated at about 0.02 ppm resolution between
consecutive digitised points. Frequency alignment was checked,
by order of preference, using one of the following: creatine at
3.03 ppm, choline at 3.21 ppm and NAC at 2.03 ppm as inter-
nal chemical shift references. Finally, spectra in this canonical
ASCII format were added and mean values (& SD) for each
spectral point calculated for display or calculation of ratios.
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Fig. 1a—¢ Magnetic resonance imaging (axial T|—weighted, post-
contrast) of patient HB2, diagnosed hemangioblastoma. The voxel
for spectroscopy is centered in the cystic part of the tumour, showing
no contamination from the solid part, apart from a small peduncle
(white arrow). “A” at the edges of the voxel corresponds to uneras-
able marks provided by the software package. a In vivo spectrum
(TE=136 ms, PRESS) from the cystic part of the same patient. The
NAC peak at 2.03 ppm (solid arrow) is clearly visible. b and ¢ 9.4 T
spectra (TE= 136 ms) of an ex vivo sample (b) and a PCA extract spec-
trum (c¢) From the cystic fluid sample of the same patient scaled at
constant creatine height. Tentative assignment of the main peaks: cre-
atine at 3.03 ppm is marked with a solid arrow and NAC at 2.03 ppm
with an open arrow. Note the difference in the relative heights of NAC
and creatine before and after the PCA extraction. Lactate peak at
1.33 ppm is shown clipped

Ex vivo high-resolution NMR spectroscopy

The fluid samples collected at the hospital were allowed to thaw
and placed in a 5mm NMR tube (Wilmad/Lab Glass, NJ, USA).
External trimethyl silyl propionic acid sodium salt (TSP) (Sigma
Aldrich, Milwaukee, Wis., USA) in D>O (concentration 2 mM,
pH*—uncorrected pH meter reading—7.2) in a coaxial cap-
illary (outer diameter 1 mm) was used for chemical shift ref-
erence, quantification and for lock purposes. The TSP capil-
lary (the external reference) was previously calibrated with a
fumarate solution of known concentration. Pulse-and-acquire
(presat-90°-acquisition) and jump-and-return spin echo (JRSE,



presat-90; — v — 90° -TE/2-180°-TE/2-acquisition) spectra
essentially as in [14] were acquired at 298 K.

Acquisition parameters were: time domain 8k complex
points, sweep width 4854 Hz, 90° hard pulse (7 us), recycling
time 10 s, echo time (in JRSE, to match in vivo echo time acqui-
sition conditions) 136 and 30ms, inter-pulse delay () 181us
in JRSE, yielding a sinusoidal excitation profile with a null at
carrier frequency and a maximum at 1.33 ppm [15], and water
presaturation power 0.05mW during 1s. Number of acquisi-
tions was 128 scans except in two cases (64 scans) in an ARX—
400 spectrometer operating at 9.4 T (Bruker SADIS, Wissem-
bourg, France). Ex vivo spectra were processed with FID offset
correction, zero filling to 16 K and 1 Hz line broadening before
Fourier transformation with WINNMR version 6.1.0.0 (Bru-
ker Daltonik, GmbH) running on a personal computer. Peaks
of interest were quantified by fitting them to Lorentzian-shaped
curves.

The spin-spin relaxation time of resonances of interest in
cystic fluids was measured with the Carr-Purcell Meiboom Gill
method [16]. Ten spectra were acquired with pulse trains result-
ing in relaxation intervals between 4 and 2,000 ms, with an inter-
pulse delay of 1 ms. The recycling time was 10s (long enough
to avoid T saturation effects on the resonances of interest,
data not shown). The number of acquisitions ranged between
32-256 scans. All spectra were processed in the same way, and
Lorentzian-shaped curves were fitted to the N-acetyl-contain-
ing compound (NAC) resonance. These areas were adjusted to
a bi-exponential decay function with SIGMAPLOT version 4.00
(SPSS Inc. Chicago, Ill., USA). The output of the program was
T, value of each component A and B (T, 4 and T, p) and coeffi-
cients of contribution (C4 and Cp) at TE=0. At least one cystic
fluid sample for each tumour type was analysed and, whenever
possible, mean T» 4 and Ty  values and coefficients were calcu-
lated and applied to all samples of the same tumour type. Areas
at TE=0 were calculated from TE 136 ms fitted areas, as follows

(Eq. 2).

AreaTE136
[CA X exXp (—136/ T2,A) + (CB X exp (—136/T2,B))]
(2)

AreaTEO =

Where ‘AreaTE136’ is the total area measured for NAC at
this echo time; C4 and Cp are the coefficient of contribution
for components A and B; T, 4 and T, p are spin-spin relaxation
times measured for components A and B.

Furthermore, peak areas were corrected to account for the
sinusoidal excitation profile that results from the 1:1 binomial
pulse in the JRSE pulse sequence [15], by applying the A¢orr =
Apllsin2mv; |, where A, is the corrected area, Ag is the mea-
sured area, v; is the peak frequency in Hz relative to the cen-
tral excitation null of the spectrum, and  is the the inter-pulse
delay.

For TSP an equivalent correction was applied except that
there was a single component instead of two. After carrying
out these steps, we could calculate the real concentration of the
NAC, by comparingits calculated area at zero echo time and that

of TSP with the relationship obtained in the calibration spectra
of the TSP capillary against a fumarate solution of known con-
centration. Then, NAC concentration was calculated as follows

(eq. 3):

[NAC] = [fum] x (NAC areaTEO/TSP areaTEO) . 2
(fum area/TSP area) 3

(©)

Where [fum] is the fumarate concentration, fum area and
TSP area are the areas obtained from these compounds in the
calibration step; NAC area TEO and TSP area TEO are the
corrected areas of these compounds from the ex vivo spectra
acquired at TE 136 ms, considering T effects, as already men-
tioned; and [NAC] is the final concentration of NAC, assum-
ing CH3 groups as the origin of this resonance. The 2/3 fac-
tor is necessary considering that the fumarate resonance and
the NAC resonance are due to a different number of equivalent
protons.

PCA extracts

Perchloric acid (PCA) extracts were carried out essentially as
in [17], except that only one re-extraction of the PCA pellet
was carried out. Briefly, 0.5 ml of the cystic fluid samples was
extracted by making it 0.5M in PCA. External fumarate (ca.
5umol for each ml of fresh sample) was added as an inter-
nal standard to account for extraction process losses. Sam-
ples were centrifuged to eliminate perchlorate salts and freeze-
dried. Prior to NMR acquisition, samples were resuspended in
400 pl of D>O. pH* was adjusted to 6.98 +0.1 and TSP added
as chemical shift and concentration standard (final concentra-
tion of TSP=1mM). PCA extraction of standards was made
in the same manner as for samples, except that the standards
were diluted in H,O at a 100 mg/ml concentration prior to PCA
addition.

In vitro high-resolution NMR spectroscopy

Perchloric-acid-extracted samples were placed in a 5 mm NMR
tube. Pulse-and-acquire and jump-and-return spin echo spectra
(TE 136 ms) were acquired with the same acquisition parameters
used for ex vivo spectra. They were also processed in the same
manner as ex vivo ones, except for the line broadening applied
(0.3 Hz). Extraction losses were calculated from the expected
versus found fumarate, corrected for T; due to partial satura-
tion using factors calculated in additional spectra with 30 s recy-
cling time. Considering the measured fumarate T| under PCA
extract conditions (9.8 £1.2s A.P. Candiota, unpublished re-
sults), a correction factor of 1.05 was applied to the fumarate
area (our internal standard in those samples) before correcting
for losses in extracted cyst metabolites (average extraction losses



were 24%, range 4-49%). All resonances were fitted to Lorentz-
ian-shaped curves and quantified with respect to the TSP refer-
ence with WINNMR version 6.1.0.0 (Bruker Daltonik, GmbH)
in a personal computer, and finally corrected for the percent
losses observed in fumarate. PCA recovery of the peak of inter-
est was calculated from ratios between the NAC and creatine
(3.03 ppm), measured from the ex vivo and in vitro spectra (both
jump-and-return spin echo with TE 136 ms), assuming that cre-
atine is 100% extracted by PCA (which is a reasonable assump-
tion provided that the PCA pellet is re-extracted at least once
[18]) and calculating the expected and found area for the peak
of interest.

Chemical assays and protein analysis
Protein assay

The cystic fluids were analysed for its protein content by the
Lowry method [19] using the protein analysis kit from SIGMA.
As the protein content was high, cystic fluids were diluted 1:50.
The standard used was bovine serum albumin 10 g/dl, diluted
1:100.

Hexuronic-containing compounds

Assay was carried out with the Carbazol method [20] but sam-
ples were diluted 1:10 to fit in the linear part of the calibra-
tion curve under our experimental conditions (between 0 and
80 png/ml of glucuronic acid, data not shown). To 200 pul of sam-
ple, 1 ml of H,SO4 was added and the mixture kept in a boiling
bath for 10 min. After cooling to room temperature, 50 pl of the
Carbazol solution were added and samples were boiled again
for 15 min. Absorbance was measured at 530 nm. The standard
used for the calibration curve was glucuronic acid. Previously,
chondroitin sulphate (polymer of repeating units of glucuronic
acid and N-acetylgalactosamine) was also tested for calibration
curve purposes and results were found to be equivalent to the
hexuronic acid use. As cystic fluid samples had background col-
our, we carried out a sample blank for each analysis, consisting
in sample, H;SO4 and ethanol but without Carbazol. Chondroi-
tin sulphate was purchased from Calbiochem (La Jolla, Calif.,
92039-2087, USA).

Sialic acid

This assay was carried out with all samples diluted 1:5. The ana-
lytical protocol was carried out as in [21], except for the standard
used. Initially we considered using free sialic acid for that, but
analysing our results for total and bound sialic acid, it was obvi-
ous that the majority of the sialic acid present in our samples was
in the bound form. Other authors [22] did use standards other
than sialic acid depending on the compounds present in their
samples. We chose mucine from bovine submaxillary glands as
the standard for our cystic fluid samples because of the assumed
greater similarity between the mucine and N-acetyl compounds
of the sample cyst than with free sialic acid.

Unless otherwise stated, reagents and standards used were
purchased from SIGMA (St Louis, MO 63178, USA).

Statistical analysis

Statistically significant differences were evaluated with the stu-
dent’s -test for independent samples. The significance level was
set at 0.05. For NAC/Cr ratios a nonparametric test was used to
assess differences (Mann-Whitney’s U test). All analyses were
carried out with SPSS version 11.5.1 (SPSS Inc, Chicago, Ill.,
USA).

Results
In vivo spectra

Magnetic resonance imaging of a cyst in an hemangioblas-
toma patient shows lack of visible contamination from the
solid tumour volume in the MRS sampled voxel (Fig. 1).
MRS clearly shows a 2.03 singlet and a 1.33 centered dou-
blet, quite possibly lactate. Signal-to-noise ratio (SNR) for
the highest peak in this case was 13.76 (SNR defined as
highest peak height in the range 0-3.4 ppm/SD of noise).
Not all cases having liquid obtained at surgery had in vivo
spectra because not all patients that underwent surgery
had previous MR exploration in the scanning institution.
In all cases for which in vivo spectra were available, the
2.03 ppm peak was present. Figure 2 shows mean in vivo
MRS spectra (TE 136 ms, PRESS) of cystic volumes from
several tumours taken from the INTERPRET database
(http://carbon.uab.essINTERPRET).

The average ratio of the NAC/creatine peak height was
calculated to compare later on with ex vivo data. A value of
2.82 +2.25 (SD) was obtained from the calculated mean
spectra of all cysts available from the INTERPRET data-
base (n =19, ten glioblastomas, three metastasis, four low
grade astrocytomas, two hemangioblastomas).

Ex vivo spectra and T2 measurements

Visual inspection of the ten ex vivo spectra recorded dem-
onstrated the 2.03 ppm peak in all of them (Fig. 3). The
diagnoses were craniopharyngiomas (n = 3; two of them
from the same patient that underwent surgery twice), he-
mangioblastomas (n = 3), glioblastomas (n =2), pilocytic
astrocytoma (n = 1) and metastasis (n = 1). Besides the
NAC peak, ex vivo spectra showed resonances compat-
ible with lactate (1.33 ppm), trimethylamine-containing
compounds (3.21 ppm), creatine (3.03 ppm), glutamate
(2.35ppm), glutamine (2.47 ppm) and other aminoacids
(c.a. 0.9ppm). The average NAC/creatine peak height
ratio was 2.43 £ 1.01 (n =10). Quantification of the NAC
peak content was carried out from 136 ms echo time
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Fig. 2a—c Mean in vivo spectra (TE=136 ms, PRESS) of the cystic
part of several tumours. Three groups were arbitrarily made after
visual inspection of each spectrum for NAC content: the NAC peak
was clearly detectable (a, n =12), or present but borderline (b, n =4)
or not detectable (¢, n=2)

spectra, as pulse-and-acquire spectra showed broad res-
onances in the region of interest which caused problems
when trying to fit the NAC peak. To account for T, sig-
nal loss effects, T» measurements were carried out in one
cystic fluid per tumour type and results are shown in
Table 1 and Fig. 4. Experimental points were fitted to
a bi-exponential equation. The average T, values found
(Table 1) were used to extrapolate NAC peak area at zero

echo time as described in methods. T> measurement was
also carried out for the TSP resonance (value found, 2.2 s)
to also correct signal loss for this signal. The NAC methyl
group concentration calculated from NMR data is listed
in Table 2, the mean value being 3.19 + 1.01 (range 2.38-
5.56 mM).

When pulse-and-acquire spectra (TE=0) were directly
integrated in the 2.03 £ 0.07 ppm region, a larger average
NAC concentration was found, 7.55 + 1.66 mM.

PCA extracts of standards and cystic fluids

Perchloric acid recovery values from standards (Table 3)
suggest that, as expected, large macromolecules like pro-
teoglycans from bovine nasal septum (average molecu-
lar weight, 230 kDa [23] are basically insoluble in PCA.
Somewhat surprisingly, glucosaminoglycans, polymeric
sialic acid (colominic acid) and sialylated protein (mucine)
are partially soluble (34-68% PCA extraction) in PCA.
Similar results have been described in the literature for the
small protein thymosine (MW=4963Da), which shows an
extrapolated recovery of 66.3% after PCA extraction in
[24].

Cyst samples extracted with PCA were analysed by
high-resolution NMR to investigate which part of the
NAC signal was insoluble in PCA and thus of a macromo-
lecular type. We have considered creatine as a fully PCA-
extractable compound, like other low-molecular-weight
metabolites [25-29] and used it as an internal standard
to calculate the recovery of the compound of interest
after PCA extraction comparing ex vivo and in vitro PCA
extract NMR spectra. One example of poor PCA solu-
bility of the NAC-containing compound is illustrated in
Fig. 1 and in Table 2 (case HB2).

Perchloric acid extract spectra from different cystic flu-
ids displayed a characteristic pattern of lactate, NAC peak,
trimethylamine-containing compounds, creatine, gluta-
mate and glutamine. Figure 4 shows spectra from cystic
fluids from different tumour types before and after PCA
extraction. Comparison of the two sets of spectra shows
that, apart from the 2.03 ppm NAC resonance, other as
yet unassigned resonances at ca. 2.2 and 2.5 ppm are par-
tially PCA insoluble and suggest a macromolecular origin.
Besides, the trimethylamine region shows also
quantitative and qualitative differences among cystic
fluids; compare for example samples B (ME1) and C
(GB1). If these differences are reproducible, they might
have diagnostic interest. It is also interesting to remark
that all cystic fluids present a resonance at 3.27 ppm,
that could be attributed to betaine [30], which may
derive from choline and have an osmolyte function.
Lactate concentration, calculated from its methyl peak
area, was variable among samples analysed (range 0.15-
19.30mM) (Table 2). When values were pooled for
malignant (glioblastoma, metastasis) or benign (pilocytic
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Fig. 3 Comparison of ex vivo (left column)
and PCA extract spectra (right column) shows
that, apart from the 2.03 ppm NAC resonance
(empty arrow), other resonances at ca 2.2 and
2.5 ppm are partially PCA insoluble and
suggest a macromolecular origin. Solid arrow
points to Cr at 3.03 ppm. Abbreviations are:
(A) pilocytic astrocytoma (patient AP1), (B)
metastasis (patient ME1), (C) glioblastoma
multiforme (patient GB1), (D)
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craniopharingioma (patient CF2) and (E)
hemangioblastoma (patient HB2)

Table 1 Bi-exponential (A,B) spin-spin relaxation times measured for representative samples of each pathology and percentage of the
contribution to the 2.03 ppm signal at TE=0 ms, as calculated with SIGMAPLOT

Sample codification T 4 (ms) Contribution of compound A Ty g (ms) Contribution of compound B
to the signal at TE=0 (%) to the signal at TE=0 (%)

HB2 45.6+17.5 64.6 705.3 +£50.0 35.4

CF2 63.2+4.38 78.8 583.4+75.8 21.2

GBI 35.6+3.0 73.6 547.0 £ 80.0 26.4

ME1 492452 72.8 762.7+122.0 27.2

AP1 54.6 +20.1 65.2 837.19 +336.9 34.8

Mean +sd 49.6+10.3 71.0+£6.0 687.1+1214 29.0+6.0

HB hemangioblastoma, CF craniopharyngioma, GB glioblastoma, ME metastasis, 4P pilocytic astrocytoma

astrocytoma, hemangioblastoma, craniopharyngioma),
values were 11.94+0.9mM for malignant (n = 3)
and 4.0+2.6mM for benign (n = 7), differences
being statistically significant (p=0.001).

Chemical assays and protein analysis of the cystic fluids

Analysis of the cystic fluids for non-collagenous pro-
tein content (Table 2) gave an average concentration of
4.8+ 1.3 g/dl (range 2.8-6.78 g/dl) (n =10). This value is
comparable with values previously described in the lit-
erature [31-33]. Lohle et al. [32] divided the tumours
into two groups, benign and malignant tumours (total
n =39; n with protein values=35). When the protein con-
tent reported in [32] is averaged for each group, we have

obtained mean protein values slightly lower in malignant
(3.92 g/dl, n =26) than in benign tumours (4.49 g/dl,n =9).
Results are similar for our samples (malignant, 4.54 g/dl,
n =3 and benign, 4.84 g/dl, n =7), although no statisti-
cally significant differences were found between these two
groups for the measured protein content.

Hexuronic-acid-containing compounds assay

This assay was positive in all samples. According to
values listed in Table 2, the mean value found was
0.93 £0.56 mM. The percentage of hexuronic-acid-con-
taining compounds, with respect to the value calculated
by NMR at TE 136 ms for NAC in the cystic fluid spectra,
was 29.2%.



Table 2 Individual and mean values for the N-methyl-content-based calculation of the NAC peak for the ten cystic fluids analysed by ex
vivo NMR and by chemical quantification of hexuronic and sialic acid compounds

Sample NAC (mM) Lactate Protein Hexuronic Sialic acid  Percentage of NMR  Percentage
(mM) (g/dl) acid (mM) (mM) signal explained by recovery after

chemical assay PCA

AP1 2.38 1.63 5.4 1.46 1.45 122.0 46.0

CFl1 2.80 3.21 2.8 0.43 1.94 84.6 33.2

CF2 5.56 6.79 5.7 0.86 2.97 68.9 29.5

CF3 2.53 7.81 6.8 2.29 1.85 164.0 52.6

GBI 2.63 19.30 3.5 0.76 1.58 89.0 37.8

GB2 4.35 10.78 5.7 0.45 3.28 85.7 26.0

HBI 3.02 4.32 35 0.93 2.20 103.6 41.2

HB2 3.42 0.15 5.2 0.80+0.02  2.03 83.0 18.6+1.9

(n=5) (n=2)

HB3 2.69 1.51 4.2 0.72 1.52 83.0 46.0

MEI 2.49 6.65 44 0.64 1.72 94.8 11.5

Mean+SD 3.19+1.01 6.4+44 48+1.3 0.93+0.56 2.05+0.64 934 3434+12.3

Lactate content measured by NMR from PCA-extracted cyst fluid. Protein content of the cyst fluid, percentage recovery after
PCA extraction and percentage of the NMR measured signal explained by the sum of the chemically detected compounds is also
tabulated. “n” states number of aliquots assayed if higher than one. Abbreviations as in Table 1

Table 3 Percentage of PCA extract recovery and measured T for the ca 2.03 ppm signal in different standards as compared with the mean
values of our cystic fluid samples

PCA recovery (%) T>, 4 (ms) T p (ms)?
Chondroitin sulphate (n =2) 67.5+£9.1 354+32 361.44+36.6
Proteoglycan from bovine nasal septum (n =2) 1.4£0.1 35.0+£49 585.2£204.0
Colominic acid (n =2) 48.4+5.0 29.4+2.8 486.7+£90.4
Mucine from bovine submaxillary glands (n =2) 343+3.1 473+£17.3 523.3+147.3
Sialic acid NC - 910.9+43.6
Mean of cystic fluid samples (n = 10) 343+£12.3 49.6+10.3 687.1+121.4

NC=not calculated
@ Sialic acid T, calculation was adjusted to a mono-exponential decay

70000 Sialic acid assay

20000 The mean concentration measured for total sialic acid was
2.05 + 0.6 mM which represents 64.3% of the NMR-calcu-
lated NAC concentration. Individual values for the stud-
ied samples are also listed in Table 2.
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All ex vivo cystic fluids (n = 10) from human brain
tumours analysed in this study did contain an NAC res-
onance at 2.03 ppm. The NAC/creatine peak height ratio
in the ex vivo spectra (2.43 £ 1.01, n =10) was not signifi-
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Fig. 4 Representative bi-exponential T, decay fitting of the NAC
peak area in arbitrary units (a.u.), obtained with sample HB2. For
comparison, a mono-exponential fitting is shown with a discontinu-
ous line. Individual and mean T, values calculated are listed in Table 1

cantly different (Mann-Whitney’s U test) from the in vivo
spectra (2.82 +2.25, n=19), suggesting that cystic fluid
sampled accurately represents the in vivo recorded MRS
pattern. A word of caution should be noted. In this work



in vivo and ex vivo data were not paired, as most cystic
fluid collected did not have a matching MRS exploration
of the cystic volume for the same patient.

A 2.03 ppm peak had also been described in the aver-
age spectra of 16 tumour cysts from major tumour groups
although no further work was devoted to its characterisa-
tion [34]. Burtscher and Holtas [35], described the NAC
resonance in a cyst from a metastasis and declared it not
consistent with NAA origin. NAC was also detected in a
glioependymal cyst and attributed to “N-acetyl-contain-
ing compounds” by inspection of its ex vivo NMR pat-
tern [36]. Furthermore, absence of a 2.04 ppm resonance
was reported in the same study [36] in the cystic spectra
recorded from a group (n =20) of cystic glioblastomas.
Only cho and lip/lac were reported as being detectable and
lipids were high in the ex vivo spectra shown. It should also
be mentioned that, in previous work, the same authors
[36] described the detection of “NAA” in the cystic vol-
umes of a group of high- (n =8) and low-grade gliomas
(n =6) and one meningioma [2]. This suggests that the
authors in [36] could be sampling mostly necrotic core
content while cystic fluid sampled from our glioblastoma
patients could partially have originated from an active pro-
duction of protein-rich fluid by the tumour in addition to
the contribution of plasma protein exudate from blood-
brain barrier (BBB) breakdown [6]. A review of the cystic
lesions of the brain [37] describes that 92% of the total
protein content in human brain tumours cyst fluids con-
sists of plasma protein fractions and it is well known that
some of these proteins have N-acetyl containing glyco-
sidic residues (N-acetylated hexoses, sialic acid. . . ) detect-
able by '"H NMR at an echo time of 136 ms [38,39]. From
this, it would be reasonable to expect some contribution
from such high molecular weight substances to the cyst
NMR spectral pattern. The fact that only 34% of the NAC
could be extracted by PCA also points to a macromolecu-
lar origin for these compounds. The PCA-soluble fraction
of the cyst fluids might be explained by the contribution
of low-molecular-weight compounds but also by the par-
tial PCA solubility of polymeric glycosidic (sialic/gluco-
samine) compounds (Table 3).

On the other hand, the prevalent lactate content of
these fluids, clearly higher than the usual plasma values
(0.5-2.8 mM), suggests that the metabolism of the tumour
surrounding the cyst also contributes significantly to
its chemical make-up [32]. In addition, lactate content
in the fluid has been described as being significantly
higher in malignant versus benign cystic tumours [32].
Our results are in agreement with these data. This sug-
gests that tumour metabolism in itself rather than break-
down of the blood-brain barrier alone may contribute to
the MRS recorded pattern. In this respect, it is well
known that tumour cells shed membrane-associated mac-
romolecules that may contribute to the 2.03 resonance
[7,40,41].

At present, a growing part of the MR diagnosis of
tumours is based on the information provided by the
metabolite fingerprint obtained by MRS, in addition to
MRI information [9]. It has been our intention to cha-
racterise further the molecular origin of the 2.03 ppm res-
onance to typify the recorded MRS patterns of the in vivo
cysts. This may have a future application to complement
non-invasive tumour diagnosis and prognosis [10]. The
chemical analysis of samples for sialic- or hexuronic-acid-
containing compounds explains on average about 93.4%
of the concentration measured by NMR of the N-acetyl
groups calculated from TE 136 ms spectra extrapolated to
zero echo time. Then, practically all the 2.03 ppm signal
detectable in the studied cystic fluids at TE 136 ms may
originate from the N-acetyl group of these sialic (64%)
or hexuronic acid (29%) containing compounds. When
spectra obtained with the pulse-and-acquire sequence
(TE=0ms) are considered, the average concentration that
can be found by integration at 2.03+0.07 increases to
7.554+ 1.66 mM, suggesting that very short T, compo-
nents, quite possibly amino acid resonances in proteins,
are contributing to it. This difference is statistically signifi-
cant with P <0.001. Nonetheless, these compounds would
not be relevant for the interpretation of in vivo spectra
obtained at the usual echo times (TE>20 ms). Addition-
ally, lipid resonances from fatty acids (-CH,-CH=CH-)
due to a necrotic process [42] could possibly contribute
to the NAC signal, but only in cysts with a clear necrotic
pattern also at 1.3 ppm ((-CHj3)n-), because the approxi-
mate ratio of 1.3/2.0 ppm peak heights in necrotic cores is
about 6.1 [42]—6.97 +1.25, n =10 (unpublished results
calculated from highly necrotic tumours at TE 135ms
from the INTERPRET database http://carbon.uab.es/
INTERPRET/int_Disc_FrozenDB.shtml). The lipid pat-
tern at 1.3 ppm was low or nonexisting in the cystic fluid
samples investigated in this work. Assuming that the hexu-
ronic acid content provides a good estimate for the N-ace-
tyl groups contained in glucosaminoglycans (GAGs) (i.e.
chondroitin sulphate), the ratio of sialic-originated N-ace-
tyl groups and GAGs-originated ones in our cyst samples
would be about 2.2 (Table 2). When we compare this ratio
to that which can be calculated from data reported in [39]
for plasma of patients with cancer, about 0.28, we find rea-
sons to reinforce our belief that, for this NAC resonance,
cyst fluid composition does not follow, like in the case of
lactate, typical plasma values, but points to a relevant tu-
mour derived contribution in the recorded cyst spectral
pattern.

Having discussed the origin of the 2.03 ppm resonance
in cystic fluids, it is worthwhile considering its possible
origin in normal or pathological solid brain tissue. In this
respect, Hanstock et al. [43] proposed that the 2.02 ppm
NAA resonance in normal brain spectra could not be
due to N-acetylaspartate alone because the 2.02/2.65 ppm
peak ratio was larger in vivo than for NAA phantom



spectrum acquired under comparable conditions. Other
authors [44,45] have also noted that the NAA/Cr ratio
from human brain parenchyma in vivo is larger than what
could be expected from PCA extract data, possibly reflect-
ing a significant contribution to the in vivo “NAA” sig-
nal from PCA-insoluble N-acetyl-containing compounds.
Furthermore, Nadler et al. [46] studied the NAA content
of several human neural tumours and attributed any NAA
found to contamination from adherent neural tissue, a
view reinforced by others [47]. Furthermore, authors in
[44] already hinted at the possibility that compounds other
than NAA would contribute to the “NAA” peak detected
in human brain tumours. This would be in agreement with
data reported in this work if we assume a tumoral origin
for part of the N-acetyl-containing macromolecules de-
tected in the cystic fluids analysed. Indeed, it is well known
that tumoral cells shed sialic-acid-containing macromo-
lecular components to the extracellular fluid surrounding
the tumour [40,41,48,49]. These macromolecular compo-
nents could well be NMR visible while still attached to or
surrounding the tumoral cells.

In summary, we have found that all ten cystic fluids
analysed in vitro contain a detectable 2.03 ppm resonance.
The major contributor to this resonance is not N-acet-
ylaspartate but macromolecule-bound sialic acid, with
smaller contributions from hexuronic-containing glucosa-
minoglycans.

Qualitative and quantitative differences detected in
cystic fluids in this work might be used in future in vivo
studies to improve diagnostic accuracy already provided
by the analysis of the solid part of the tumour by in vivo
MRS.
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