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ROVIDITESEK

CI: konfidencia intervallum

ECM: extracellularis matrix

Gal-1: galektin-1

Gal-1-KK: galektin-1-kotékapacitas
Gal-1-EX: galektin-1-expresszio
Gal-3: galektin-3

Gal-3-KK: galektin-3-kotdkapacitas
Gal-3-EX. galektin-3-expresszid
HBL: heparin-binding lectin

HS: hialuronsav

HS+Ca"": hialuronsav kalciumtartalmu kézegben
MS: atlagos tulélési id6

NSCLC: nem Kkissejtes tiidorak
SCLC: kissejtes tiidorak

Sv: feliiletfrakcid

Vv: volumenfrakcid

1. BEVEZETES

Napjainkban a leggyakrabban el6forduld és a legtobb beteg halalat okozo rosszindulati
daganat a tiidorak, amelynek gyakorisdga az utobbi 30 évben tobb mint négyszeresére nott.
Hazankban, 1970-ben 2530 0j esetet regisztraltak, amely 14.5%000-es incidencianak felel
meg. 2002-ben a felfedezett esetek szama 6361 volt, amely 62.4%000-es incidenciat jelez. A
miitéti technika és radikalitas fejlédése, az ujabb citosztatikus gyogyszerek megjelenése €s
egyre modernebb sugarterapids kezelési lehetoségek ellenére a tiidorak kezelése nem
megoldott ¢és az eddigi probalkozasok csak szerény eredményeket tudnak felmutatni: mig az
1960-as években az Osszes tiidorakos betegre vonatkozdan az otéves tulélés 5%-os volt, a
multimodalis kezelés fejlédésével — vagy ennek ellenére - ez az ardny csak 14-15%-ra
emelkedett 40 év alatt (1). A jobb pro-gnézismeghatarozas €s ezaltal a multimodalis kezelés
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van a daganatos progresszioban (proliferaciés markerek, onkogének, tumorszupresszor gének,
novekedési faktorok, apoptdzis markerek, vaszkularizaltsdg). Vizsgalatuk nemcsak a
daganatok terjedésének jobb megismerését szolgalja, hanem alkalmasak lehetnek a tumoros
betegség prognozisanak megitélésére. A kiilonbozd folyamatokat jellemzd prognosztikai
faktorok kombinalasaval pedig ,,substaging” rendszerek alakithatoak ki (2).

Az utobbi évtizedben a korabbi fehérje, nukleinsav és kisszdmu szteroid jellegl
informécidhordoz6 molekula mellett egyre tobbet tudtunk meg a komplex szénhidratokrol.
Fehérjékkel vagy lipidekkel tortént kovalens kotésiik révén prominens részét képezik a
sejtfelszinnek, igy idedlis helyzetben vannak ahhoz, hogy a sejt-sejt és a sejt-matrix
interakcidokban részt vegyenek. A glikokonjugatok szénhidrat epitopjai a differencialodas,
tumoros elfajulas vagy bizonyos molekuldk, pl. citokinek vagy szteroidhormonok hatisara
kvantitativ vagy kvalitativ modon megvaltozhatnak, és ennek szerepe lehet a progesszid fent
emlitett folyamatanak szabalyozéasaban (3).

A lektinek vizsgélata hozzajarul ahhoz, hogy jobban megismerjiik a tumorprogresszid egyes
Iépéseit. In vitro kisérleti eredmények a lektinek szamos, a sejtndvekedésre ¢és a
tumorprogressziora kifejtett hatasat igazoltak mar eddig, amelyek érintik a sejtproliferaciot, a
sejtek adhézids képességét, az angiogenesist €s a metasztazisok kifejlodését (4-8).



A tumorok ndvekedéséhez megfeleld tapanyag és oxigénellatasra van sziikségiik. Az ehhez
szlikséges erek lehetnek a gazdaszervezet sajat erei €s lehetnek a tumorsejtek altal termelt
angiogenetikus faktorok hatasara képz6dott uj erek. A tumorsejtek hatdsara a proliferald
kapillarisok bazalis membranja sériil, fragmentalodik, és igy lehetdvé valik, hogy a migrald
tumorsejtek a legkisebb ellendllds iranyaba véandorolva bejussanak a vérkeringésbe (9).
Macchiarini és kollégai irtak le elészor az angiogenesis prognosztikai szerepét nem kissejtes
tiidécarcinomanal (10), és azdta tobb vizsgalat is megerdsitette ezt (2, 11, 12).

2. CELKITUZESEK

1. Kimutathato-e 0sszefliggés a tiidérak pT, pN klasszifikacidja, valamint a szdvettani tipus €s
a daganatok hialuronsav- és lektin-kotékapacitasa, ill. lektinexpresszidja kozott?

2. A tiddétumorsejteken kimutathaté hialuronsav- és lektin-kdtOkapacitas, valamint a
lektinexpresszid mutat-e dsszefiiggést a tuléléssel €s van-e prognosztikai szerepe?

3. Szintaktikai struktiraanalizissel kimutathato-e Osszefiiggés a tidorak pT, pN
klasszifikacidja, valamint a szovettani tipus €s a lektinkoto- és lektinexpresszald daganatok
szoveti strukturdja kozott?

4. A hialuronsavkoté-, valamint a lektinkotd és expresszalod tiidd daganatok szintaktikai
struktaraanalizissel jellemzett szerkezete mutat-e 0sszefiiggést radikalisan operalt betegeknél
a taléléssel és van-e prognosztikai szerepe?

5. A daganatok vaszkularizaltsdganak kvantitativ jellemz6i ¢és a tiidérak pT, pN
klasszifikacidja, valamint a szovettani tipus kozott mutathato-e ki dsszefliggés?

6. A tiidorak vaszkularizaltsaga befolyasolja-e a radikalisan operalt betegek tulélését?

3. A TUDORAK KVALITATIV ES KVANTITATIV LEKTIN-
IMMUNHISZTOKEMIAI JELLEMZOI ES OSSZEFUGGESE A PROGNOZISSAL

3.1. Beteganyag és modszer

Vizsgélataink soran 481 radikalisan operalt tiidérakos beteg szovettani anyagét dolgoztuk fel,
akiknél 1990. januar 1. és 1995. december 31. kozott tortént mitét. 246 beteget a heidelbergi
Thoraxklinik mellkassebészeti osztalyan, 235 beteget pedig a Szegedi Tudomanyegyetem
Sebészeti Klinikajan operaltak. A betegek atlagéletkora 58.7 év volt, 390 férfi és 91 ndi
betegnél tortént miitét. A szovettani tipusok megoszlasa az alabbi volt: laphamcarcinoma 216
(44.9%), adenocarcinoma 178 (37%), nagysejtes carcinoma 67 (13.9%), kissejtes carcinoma
pedig 20 (4.2%) volt. A daganatok koziil 60 (12.5%) az I/A, 178 (37%) az I/B, 6 (1.2) az II/A,
91 (19%) a 1I/B, 137 (28.5) a III/A, 6 (1.2%) a I1I/B, 3 (0.6%) a IV stadiumba tartozott. A két
kozpont beteganyagdnak paraméterei és a tulélés kozott nem taldltunk szignifikéns
kiilonbséget, kivéve az életkort.

Paraffinba agyazott szdvettani készitményekbdl 4-6 um-es metszeteket készitettiink és a
deparaffinizalas utdn immunhisztokémiai festéseket végeztiink. A tumorsejtek lektinkoto-
kapacitasat biotinilalt galektin-1, galektin-3 és CL(chicken lectin)-16 segitségével vizsgaltuk.
A hialuronsavkoté-kapacitas vizsgalata biotinilalt hialuronsav-molekuldkkal tortént Ca' -
mentes és 8 mmol/l Ca™'-t tartalmazd kozegben. A 10 pg/ml véghigitasu ligandokkal
szobahdmérsékleten 60 percig inkubaltuk a metszeteket. A lezajlott reakcidkat avididin-biotin
technikdaval (Vector Laboratories, USA), DAB chromogen felhasznéalédsaval tettiik
detektalhatéva. A lektinexpresszid kimutatasdra nyulban termelt galektin-1, galektin-3 ¢és
heparinkoté-lektin - (HBL) ellenes IgG antitesteket hasznaltunk. Az antitestkdtédés
detektalasara nyalimmunglobulin ellenes monoklonalis IgG alkalmazaséaval tortént, ahol a



jeldlérendszer streptavidin-biotin komplex volt (BioGenex, San Ramon, USA). Ellenfestést
végeztiink a tumorsejtek magjanak megjelolésére. Pozitiv és negativ kontrollmetszeteket
hasznaltunk.

A metszeteket rutin fénymikroszkdpos vizsgélat soran ugyanaz a patologus értékelte ¢€s
nyilvanitotta negativnak vagy pozitivnak a festddés erdssége szerint.

A festddést mutatd tumorokat szamitogépes képanalizis segitségével szintaktikai
struktiraanalizisnek vetettilk ala. A képfeldolgozas DIAS szoftver (Towersoft, Berlin)
segitségével tortént, amelyhez a felhasznéaldi programot a heidelbergi Thoraxklinik patoldgiai
osztalyan irtak. Els6 1épésben interaktiv modon kijeloltiik tumorsejtek és a tumorszdvetben
latott lymphocytdk sejtmagjanak kozepét. Metszetenként legalabb 300 tumorsejtet és 50
lymphocytat jeloltiink meg.

Clusterként olyan sejtcsoportokat definialtunk, ahol a sejtek kozotti tdvolsdg nem haladja meg
a sejtek kozotti atlagos tavolsag (m) és a standard devidcio (sd) kétszeresének Osszegét (dy <
m (eg) + 2sd(e,)). A strukturalis entropia meghatarozasa Kayser (13) modszerével tortént a
sejtek kozotti tdvolsag- és festddésbeli kiillonbségek felhasznalasaval:

E(MST) = Z[(Di(Ic)/Ic]*+[Di(r)/r]% ahol

Di(Ic) = alegkdzelebbi szomszédos sejtek festddése kozotti kiillonbség

Ic = az Osszes sejt atlagos festddése
Di(r) = alegkozelebbi szomszédos sejtek kozotti tavolsag
r = a sejtek kozotti atlagos tavolsag

A szintaktikai strukturaanalizis soran az alabbi paramétereket hataroztuk meg:

. Nem fest6do tumorsejtek aranya (%)

. Kézepesen festddé tumorsejtek aranya (%)

. Intenziven fest6dd tumorsejtek ardnya (%)

. Tumorsejtek atlagos tavolsaga egymastol (um)

. Nem fest6d6 tumorsejtek atlagos tavolsaga egymastol (um)

. Koézepesen festddd tumorsejtek atlagos tdvolsdga egymastol (um)

. Intenziven festdd6 tumorsejtek atlagos tdvolsdga egymastol (um)

. Lymphocyték tavolsdga egymastdl (um)

. Nem fest6d6 tumorsejtek atlagos tavolsaga a lymphocytaktol (um)

10. Kozepesen festddod tumorsejtek atlagos tavolsaga a lymphocytaktol (wm)

11. Intenziven fest6do tumorsejtek atlagos tavolsaga a lymphocytaktol (um)

12. Tumorsejtek atlagos szdma clusterenként

13. Nem festddd tumorsejtek atlagos szama clusterenként

14. Kozepesen festddd tumorsejtek atlagos szama clusterenként

15. Intenziven fest6do tumorsejtek atlagos szdma clusterenként

16. Tumorsejtclusterek atlagos atmérdje (pum)

17. Nem festddd tumorsejtek alkotta clusterek atlagos atmérdje (um)

18. Kdzepesen festddd tumorsejtek alkotta clusterek atlagos atmérdje (um)

19. Intenziven fest6do tumorsejtek alkotta clusterek atlagos atmérdje (um)

20. Strukturalis entropia

A kapott eredményeket Osszevetettik a pT, pN statuszokkal, valamint a szdvettani
eredményekkel ¢és a talélési adatokkal. Az adatok statisztikai feldolgozasat chi-négyzet
probaval és ANOVA-val, a Kaplan-Meier modszerrel és Cox regresszids analizissel végeztiik.
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3.2. Eredmények

3.2.1. Kvalitativ lektinhisztokémiai eredmények 0Osszefiiggése a pT, pN klasszifikdcioval és a
szovettannal



Az eldrehaladottabb nyirokcsomd metasztazisok esetén a galektin-1- és galektin-3-koto,
valamint galektin-1-expresszald6 tumorok ardnya diszkrét novekedést mutat, amely
statisztikailag nem jelentds. A galektin-3-expresszié a pNO tumorok esetén gyakoribb, mint
pN1-2 daganatoknal. A galektin-1-kotdkapacitassal rendelkez6é tumorok aranya csokken, mig
a galektin-1-expresszidt mutatdé daganatok aranya fokozatosan ndvekszik az elérehaladottabb
pT statusznak megfelelden. Ezzel szemben a galektin-3-ko6td ill. galektin-3-expresszald
daganatok ardnya a pT statusz emelkedésével csokken, az utdbbi esetben szignifikdns
mértékben (p=0,001).

A CL-16 kotékapacitds nem mutat semmilyen Osszefliggést sem a nyirokcsomé statusszal,
sem a pT klasszifikacioval. A HBL-pozitivitas legnagyobb ardnyban a T2 tumoroknal lathato,
mintegy 10%-kal kisebb a pozitiv esetek szdma a T1 és T3 tumoroknal (p=0.006). A
nyirokcsomdattétek nem mutattak statisztikailag jelentés kapcsolatot a HBL-expresszidval.

A hialuronsavkotd tumorok ardnya emelkedik az elérehaladottabb nyirokcsomoattétek esetén,
de a kiilonbség nem szignifikans. Az elérehaladottabb pT stddiumokban nem szignifikansan,
de csokken a hialuronsavkétd tumorok ardnya mind Ca' -mentes, mind Ca'™ -t tartalmazo
kozegben.

A kissejtes tiidérakos betegeknél minden vizsgalati sorban a festddést mutatod esetek ardnya
lényegesen alacsonyabb volt, mint a nem kissejtes tiidérakos csoportban. 5 vizsgalati sorban
(galektin-1 és —3 expresszio, valamint galektin-3-, HBL- és CL-16-kdtOkapacitas) esetében a
kiilonbség statisztikailag is szignifikans volt. Azonban a kiilonbség nem csak az SCLC és
NSCLC esetek kozott detektalhatd. A galektin-1-expresszio kivételével a pozitiv esetek
aranya az adenocarcinomak kozott lényegesen magasabb, mint a laphdmcarcinomas vagy
nagysejtes tiidorakos csoportban. A legnagyobb kiilonbséget a galektin-3-kdtOkapacitas és —
expresszio esetén lattuk (kb. 15%, ill. kb. 20%), valamint a galektin-1-expresszional
(p=0.022) ¢és a CL-16-nal (p=0.043) észleltiink statisztikailag jelentds kiilonbséget a festddés
megoszlasaban az egyes szovettani csoportok kozott a NSCLC csoporton beliil.

3.2.2. Kvalitativ lektinimmunhisztokémiai eredmények osszefiiggése a tiiléléssel

A galektin-1-et nem expresszald tumorok median talélése (MS) 48.8 honap, mig pozitiv
pozitiv esetekben 35.3 honap, a negativ esetekben 45.9 honap a MS (p=0.039). A galektin-1-
kotokapacitas és a galektin-3-expresszio esetén szintén a negativ festddésii tumorok talése
jobb, de kiilonbség a negativ és pozitiv esetek kozott nem bizonyult szignifikdnsnak. A
galektin-1-kotd tumoroknal a MS 40 hoénap, a galektin-1 negativ esetekben 46 honap
(p=0.368), a galektin-3-expresszaldé daganatokndl ez az érték 42 honap, mig a nem fest6dod
eseteknél 44 honap (p=0.225). A MS értéke talélés a CL-16 kotd tumoknal 40 honap, a
kotdkapacitassal nem rendelkezd daganatoknal 46 hénap (p=0.391). A HBL-expresszalod
daganatok tulélése jobb (MS: 44 honap), mint a negativ eseteké (MS: 29,2 honap), a
kiilonbség azonban nem jelentds statisztikailag (p=0.5083). Onmagéaban a hialuronsav-
kotokapacitds rontja a tulélés esélyeit (MS: 33.66 hoénap vs. 44 honap), addig a
kalciumtartalmu kozegben a hilaruronsav-kotd daganatok ttlélése meghaladja a negativ
esetekét (MS: 51 honap vs. 40.6 honap). A talélésbeli kiilonbségek nem szignifikansak.

A klasszikus prognosztikai faktorokat (pT, pN ¢és szovettan) ¢€s a lektinimmunhisztokémiai
eredményeket magaban foglald tobbvaltozds analizis soran a szovettan (p=0.003), a pT
(p=0.003), a pN (p<0.0001), valamint a galektin-3-kotdkapacitas (p=0.01, RR: 0.736) és a
galektin-3-expressziod (p=0.03, RR: 0.761) bizonyult fliggetlen prognosztikai faktornak. A
relativ kockézatot is figyelembe véve, ez a kapcsolat a pT és pN klasszifikdciohoz hasonlo



prognosztikai erdsséget jelez. A NSCLC csoporton beliil a pT (p=0.007), a pN (p<0.001) és a
galektin-3-kotokapacitas (p=0.011, RR: 0.734) bizonyult fiiggetlen prognosztikai faktornak.
3.2.3.  Kvantitativ  lektinimmunhisztokémiai  eredmények  oOsszefiiggése a pT, pN
klasszifikdcioval és a szovettani tipussal

A galektin-1-k6t0 daganatoknal az elérehaladottabb pT esetén az intenziven festédod
tumorsejtek aranya szignifikans mértékben fokozatosan csokken. Az intenziven fest6do sejtek
tavolsaga az eldrehaladottabb pT stadiumokban szignifikdnsan ndvekszik. A nyirokcsomo-
metasztazisok megjelenésével a galektin-1-kotd tumorok strukturalis jellemzdi nem mutatnak
Osszefliggést.

Mind a kozepesen, mind az intenziven festddo tumorsejtek tavolsaga szignifikdnsan
kiilonbozik a kiilonbozd szdvettani tipusokban. A legkisebb tavolsagokat a kissejtes tiidorak
esetén mértiik, legnagyobb sejtkdzotti tavolsag a nagysejtes carcinomanal észlelhetd. A
sejtclusterenkénti legnagyobb sejtszamot a kissejtes carcinomak esetében taldltuk. A
sejtclusterek atmérdje a kissejtes tiidorak esetén a legkisebb, a kozepesen festddo
tumorsejteknél ez a kiilonbség szignifikansnak bizonyult.

A galektin-3-k6té daganatoknal egyetlen paraméter sem mutat egyértelmii csokkenést vagy
emelkedést a pT stadium emelkedésével. Szignifikans eltérést talaltunk a kozepesen festddod
tumorsejtek alkotta clusterek sejtszamdban, ahol a pN1 esetén volt a legnagyobb atlagos
sejtszam. Az intenziven festddé tumorsejtek aranya legmagasabb a laphdmcarcinomanal, mig
az adenocarcinomdknal és a nagysejtes carcinomdndl szignifikdnsan alacsonyabb. Az
entropia értéke az adenocarcinomaknal a legnagyobb, a nagysejtes carcinomaé valamivel
kisebb, legalacsonyabb a laphdmcarcinomandl. A nem festdd0 daganatsejtek és a
lymphocytdk atlagos tdvolsdga a nagysejtes carcinomaknal kb. haromszor akkora, mint az
adenocarcinomanal (p=0.029).

A galektin-1-expresszalé daganatoknal az eldrehaladottabb pT stadiumokban a tumorsejtek
kozotti tavolsag szignifikdnsan (p=0.026) emelkedik. Ez az emelkedés megfigyelhetd a
kiilonbozd festddésti alcsoportokban is, de nem szignifikdns mértékben. A clusterenkénti
sejtszam mind az Osszes, mind a kozepesen festddd tumorsejtek esetén szignifikdnsan
(p=0.016, ill. p=0.028) csokken a pT2 és pT3 stadiumokban. A nyirokcsomostatusszal csak a
tumorsejtclusterek novekvé atmérdje mutat szignifikans dsszefiiggést (p=0.034).

A negativ tumorsejtek ardnya a differencialatlanabb nagysejtes carcinomanal magasabb, mint
a laphdmcarcinomdnal és az adenocarcinomanal (p=0.019). A tumorsejtek tavolsiga a
laphamcarcinomanal legkisebb ¢s szignifikansan nagyobb az adenocarcinomanal és a
nagysejtes raknal (p=0.001). Hasonl6 tendenciat lehet megfigyelni a kdzepesen festédd
tumorsejtek tavolsaganal (p=0.001). A tumorsejtclusterek (p=0.011), ill. a nem festddd
tumorsejtcsoportok atméréje (p=0.002) a nagysejtes carcinomanal lényegesen nagyobb, mint
a lapham- ¢s az adenocarcinoméknal. Az entropia értéke a laphamcarcinomanal alacsonyabb,
mint az adeno- vagy nagysejtes carcinomanal, ahol az értékek hasonloak (p=0.029).

A galektin-3-expresszalé tumorokndl is megfigyelhetd, hogy a pT emelkedésével a
tumorsejtek kozotti tavolsag is novekszik. Nem szignifikans mértékben, de a kdzepesen és
intenziven festédd tumorsejtek kozotti tdvolsdg is novekszik az eldrehaladottabb pT
stadiumokban. Az entropia a nyirokcsomo-negativ esetekben szignifikansan kisebb, mint a
nyirokcsomoé-metasztazisok esetén (p=0.021). Az intenziven festédd tumorsejtcsoportok
atlagos sejtszdma legnagyobb az NI metasztazisok esetén, legkisebb a nyirokcsomod
metasztazissal nem jaro esetekben (p=0.034). A nem kissejtes carcinoméaknal a tumorsejtek,
valamint a kozepesen ¢és az intenziven festdédd daganatsejtek kozotti tavolsag a
laphamcarcinoméanal a legkisebb, az adeno- ¢és a nagysejtes carcinomdknal nagyobb
tavolsadgokat taldlunk (p<0.001, ill. p=0.003). A SCLC eseteknél a sejtek kozotti tavolsag
kisebb, mint az adeno- és nagysejtes carcinomaknal.




A CL-16-koté daganatoknal csak a negativ tumorsejtek tavolsagaban talaltunk szignifikans
kiilonbséget (p=0.034). Legnagyobb tavolsdgot a pT1 tumorokndl talaltuk, mig a pT2
tumoroknal ez az érték kisebb, mint a pT3 daganatoknal. A strukturalis jellemzok a
nyirokcsomostatusszal nem mutattak kapcsolatot. A nem festddd tumorsejtek aranya a
lapham- ¢és a kissejtes carcinomanal 25-40%-kal kisebb, mint a masik két szovettani tipusnal
(p=0.04). A tumorsejtek, az intenziven fest6do, ill. a kozepesen fest6dd tumorsejtek kozotti
atlagos tavolsag legnagyobb a nagysejtes carcinomanal. A tobbi tipushoz képest nagyobb az
atlagos tavolsag az adenocarcinomaknal, mig a laphdm- és kissejtes carcinoma esetén talaltuk
a legkisebb tavolsagokat mindhdrom paraméternél (p<0.001, p<0.001 és p=0.012). A
tumorsejtclusterek, valamint a kozepesen és az intenziven festédd tumorsejtek alkotta
clusterek sejtszdmai a laphamcarcinomanal és a kissejtes carcinomanal nagyobb, mig a
NSCLC-en beliill az adenocarcinoma és a nagysejtes carcinoma sejtcsoportja atlagosan
kevesebb sejtet tartalmaznak (p=0.007, p=0.009 és p=0.012).

A HBL expresszaldo daganatoknal a kiilonb6zd paraméterek koziil egyik sem mutatott
szignifikans Osszefiiggést sem a pT, sem a pN klasszifikacioval. A nem festddd tumorsejtek
aranya a laphamcarcinoménal a legkisebb, mig ugyanitt a legnagyobb az intenziven fest6dd
sejtek ardnya. Pontosan forditott helyzet lathatd a nagysejtes carcinomanal. A tumorsejtek
kozotti atlagos tdvolsag a nagysejtes carcinomdkndl a legnagyobb, a laphamcarcinomandl a
legkisebb (p<0.001). Hasonlé tendencia lathaté a kozepesen és az inteziven festddd
tumorsejtek atlagos tavolsaganal (p<0.001, ill. p=0.001), ahol a makrocellularis
carcinomasejtek atlagos tavolsaga feliilmulja az adenocarcinoma ¢és a laphamcarcinoma
sejtjeinek atlagos tavolsagat. A clusterenkénti tumorsejtszam a nagysejtes carcinomanal
mintegy 30%-kal alacsonyabb, mint a laphdmcarcinomdnal vagy az adenocarcinomandl
(p=0.006). A kozepesen ¢s az intenziven festddd sejtek alkotta clusterek esetén is a
macrocellularis carcinomds betegeknél a sejtszam jelentdsen kisebb (p<0.001, ill. p<0.001).
Az adenocarcinomas esetekben észleltiik a legnagyobb entropiat (p<0.001).

A hialuronsav-k6té tumorokndl a pT klasszifikacid ¢és szintaktikai strukturaanalizis
eredményei kozott nem taldltunk Osszefiiggést. A pN1 staddiumban a kozepesen festddd
tumorsejtek és a tumorszdvetben talalhaté lymphocytdk kozotti tavolsag szignifikansan
nagyobb, mint a pNO vagy pN2 stadiumban (p=0.003). Més paraméterek és a pN kozott nem
talaltunk kapcsolatot. A macrocelluldris carcinomaknal tumorsejtek kozotti tdvolsag kb. 20%-
kal nagyobb, mint a laphdm- és adenocarcinomanal (p=0.001). A kodzepesen €s intenziven
festddo daganatsejtek kozotti atlagos tdvolsagnal is ilyen aranyu kiilonbséget latunk (p=0.003,
ill. p=0.002). A kozepesen ¢és az intenziven festddd sejtek clustereinek sejtszama a
laphamcarcinoméban nagyobb, az adeno- és nagysejtes carcinomaban fokozatosan csokken
(p=0.002, ill. p=0.001). Az entropia itt is az adenocarcinomaknal a legnagyobb, a nagysejtes
raknal az entropia értéke kissé csokkent, a laphdmcarcinomanal viszont jelentésen csokkent
(p=0.006).

Azon tumorokndl, amelyek kalciumtartalmu kézegben kotnek hialuronsavat, sem a pT, sem
pN klasszifikacié nem mutatott 6sszefiiggést a szintaktikai strukturaanalizis eredményeivel.

A tumorsejtek kozotti atlagos tavolsag legkisebb a laphdmrdknal, a legnagyobb értékii
macrocellularis carcinoménal (p=0.002). A kozepesen festddo sejtek kozotti tdvolsag hasonld
tendenciat mutat, itt a kiilonbség kb. 4 um (p<0.001). Ezzel fiigghet 6ssze, hogy a kdzepesen
festddo sejtek clustereinek atlagos atmérdje a laphamcarcinomanal a legnagyobb (34.18 pm),
a nagysejtes raknal a legkisebb (16.75 um)(p=0.027).

3.2.4. A tulélés és szintaktikai struktiiraanalizis eredményeinek oOsszefiiggése

Az 1. tablazatban tiintettiik fel azokat a paramétereket, amelyek szignifikans kapcsolatot
mutattak a prognoézissal. Feltind, hogy 5 esetben a tumorsejtclusterek atmérdjének



novekedésével javult a tulélés. A talélést leginkabb a hialuronsav-kotd tumoroknal észleltiik,
ahol a nem festdédd daganatsejtek alkotta clusterek sejtszamanak ndvekedése jobb
prognozissal jar (RR: 0.949). A legszorosabb 0Osszefiiggést az intenziven fest6do
tumorsejtclusterek atmérdje mutatja a taléléssel (p<0.001)(tablazat).

Halal relativ 0
kockazata | >0 I P

Galektin-3-kotokapacitas
Negativ tumorsejtek tavolsaga 0.9872 0.9757 0.9988 | 0.031
Negativ tumorsejt clusterek atmérdje 0.9923 0.9848 0.99991 0.046
Galektin-3-expresszio
Intenziven fest6dd tumorsejt clusterek 0.9925|  0.9866|-| 0.9984]0.013
atmérgje
Hialuronsav-koétékapacitas
Negativ tumorsejt clusterek atmérdje 0.9906 0.9831 1.00771 0.015
I’(oz’ep’f‘:sen festddo tumorsejt clusterek 0.9845 0.9698 10198 0.043
atmeroje
Hialuronsav-kotékapacitas Ca™ -
tartalmu kozegben
Lymphocyték tavolsaga 0.9903 0.9829 0.9978 0.011
Szomszedos negativ tumorsejtek €s 0.9687|  0.9446|-| 0.99350.014
lymphocytak tavolsaga
Negativ tumorsejtek szama clusterenként 0.9492 0.9045 0.9960 [ 0.034
Intenziven festGdd tumorsejt clusterek 0.9731|  0.9584|-| 0.9882]0.000
atmeroje
1. tablazat. A szintaktikai struktiraanalizis eredményeinek Osszefiiggése a taléléssel

tiidéraknal (a tablazatban csak a szignifikans eltéréseket tiintettiik fel)

A 2. tablazatban tiintettiik fel, hogy a kiilonb6z6 paraméterek milyen irdnyban befolyasoljak a
betegek prognodzisat. A nem festdédd tumorsejtek atlagos tavolsaga adja az egyik
legkoherensebb eredményt. A nyolcbdl 6 probandl a progndzis javulasat lattuk, ha a sejtek
kozotti tavolsag novekedett. A galektin-3-kotd tumoroknal ez az Gsszefliggés statisztikailag is
jelentds. Erdekes, hogy a galektin-1-koté tumoroknél a sejtek kozotti tavolsag novekedése
festédéstol fiiggetleniil javitja a tulélést, mig HS+Ca'™" esetén a sejttavolsagok novekedésével

romlik a prognozis.
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tumorsejtek tavolsaga
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tumorsejtek tavolsaga
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Szomszédos kdzepesen
fest6do tumorsejtek és ) ) 0 J T J J )

lymphocytak tavolsaga

Szomszédos intenziven

festddd tumorsejtek és T ) d T d \’ ) J

lymphocytéak tavolsaga

Tumorsejtek szama

clusterenként T T v T v T T v
Tumorsejtclusterek

mornse (N I A I VR U (R
Negativ tumorsejtek szdma

clusterenként v v v T v T v U
Negativ tumorsejt

clusterek atmérdje T ™ T v v T ™ T
Kozepesen fest6do

tumorsejtek szama ) ) 0 d T ) ) J
clusterenként

Kozepesen fest6do

tumorsejt clusterek \’ \’ 0 d d ) ™ )
atméroje

Intenziven fest6do

tumorsejtek szama ) ) ) J ) \’ ) )
clusterenként

Intenziven fest6d6

tumorsejt clusterek J J ) ™ ) ) J ™
atméroje

Entropia ) 0 J ) ) \’ ) )

2. tablazat. A szintaktikai struktiraanalizis paramétereinek és a prognozis kapcsolata operalt
tiidétumoros  esetekben (a paraméter emelkedd értéke esetén T =jobb  talélés,
™ = szignifikénsan jobb talélés, ¥ = rosszabb talélés)
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A clusterenkénti daganatsejtek atlagos szdmanak novekedése 5 vizsgalati sorban javitotta
tulélést. Ha a nem fest6do sejtek clusteren beliili atlagos szdma novekszik, a tilélés rosszabb
lesz, de az egyetlen szignifikans kapcsolatnal éppen az figyelhetd meg, hogy a prognézist
javitja az emelkedd sejtszam. A kozepesen festddd sejteknél valtozo a sejtszam és a tulélés
kapcsolata (bar egyetlen esetben sem szignifikans), az intenziven festddo sejteknél viszont 6
probanal észleltiik, hogy az emelkedd sejtszam egyuttal jobb tGlélési eredménnyel is jar.
Szinte teljesen egyiranyba mutat a clusterek atlagos atméréjének prognosztikai szerepe: az
atlagos atmérd novekedésével a talélés esélye csokken, bar egyetlen esetben sem sikertilt
ennek a kapcsolatnak szignifikans voltat bizonyitani. Viszont a festddés szerint elkiilonitett
sejtclusterek esetén ennek az ellenkez6jét latjuk. Osszesen 5 esetben észleltiik, hogy a
kiilonb6z6 festddésti sejtcsoportok atlagos atmérdjének ndvekedése szignifikansan jobb
prognozissal jar. Az entropia esetén nem taldltunk szignifikéns eltérést, de a legtobb esetben
az alacsonyabb entropia érték rosszabb tulélési eredményekkel tarsult.Részletesen is
megvizsgaltuk, hogy azoknal a jellemzOknél, ahol a tuléléssel szignifikans Osszefiiggést
talaltunk, lehetséges-e olyan csoportokat kialakitani, amelyek kozott statisztikailag jelentds
tulélés mutathatd ki, és ezzel kozvetlen prognosztikai faktorokként szerepelhetnek. A 9
lehetséges strukturalis tulajdonsag koziil 4 esetben lehetett ilyen csoportokat kialakitani (3.
tablazat).

Median
tulélés p
(honap)

Galektin-3-kotokapacitas
Nem fest6do tumorsejtek tavolsaga
<=27 um 24 0.016
>27 um 46

Galektin-3-expresszio

Intenziven fest6d6
tumorsejclusterek atmérdje

<=56 um| 35 0.020
>56 um 58

Hialuronsav-kétékapacitas

Negativ tumorsejt clusterek
atmérdje

<=56 um| 26 0.007
>56 um 58

Hialuronsav-kotokapacitas Ca++-
tartalmu kozegben

Intenziven fest6do
tumorsejclusterek atmérdje

<=46um| 44 [0.034
>46 um| 73

3. tablazat. A szintaktikai strukturaanalizisbol nyert, kozvetlen prognosztikai tényezoként
felhasznalhaté paraméterek
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3.3. Megbeszélés

Vizsgalataink sordn igazolodott, hogy a malignus tiidétumorok lektinkotd- és expresszald
képessége nincs 0sszefliggésben a pTN stadiumukkal.

Eredményeink szerint a galektin-3-kotd tumorok tulélése szignifikdnsan rosszabb, mint a
negativ eseteké. A tobbvaltozos tulélésvizsgalat alapjan a galektin-3-expresszid esetén szintén
csokken a tulélés. A galektin-3 tobb ponton is szerepet jatszik a daganatok progresszidjaban.
Elosegiti a tumorszovet angiogenesisét, (14), szubsztratként szerepel a matrix
metalloproteindz-2 és -9 szintézisében (15), gatolja az apoptozist (8), az endothelsejteken
megtalalhato galektin-3 molekulaknak vezetd szerepiik van a tumorsejtek megkotésében (4).
A funkcidk sokrétlisége megmagyardzhatja a paradox jelenséget, hogy a T- ¢és N-
klasszifikacié szerint elérehaladottabb és ezaltal rosszabb prognézisi esetekben inkabb
csOkken a galektin-3-expresszid ill. —kotdkapacitds. Feltehetdleg mas tamadaspontokon
kifejtett hatdsaval jarul hozzd a galektin-3 a tumorprogresszidhoz. Kimutattuk, hogy a
tumorok angiogenesise ¢s a T- ill. N-klasszifikacié kozott nincs szoros Osszefliggés, tehat az
angiogenetikus hatds feltehetéleg hozzajarul a tumorprogresszidhoz, anélkiil, hogy akar a
lokalis novekedést, akar a lymphogen attétképzOdést szdmottevéen befolydsolna (1d. 4.
fejezet).

A daganatsejtek galektin-1-expresszidja és a galektin-1 kotd képességiik szintén rosszabb
tuléléssel jar eredményeink szerint, viszont az elérehaladottabb T- és N-klasszifikaciok esetén
inkabb emelkedik a pozitiv festddésii esetek aranya, szemben a galektin-3-mal.

A galektin-1-nek szerepe van a tumorsejtek és a fibronectin Osszekapcsolodasaban,
expresszioja Osszefiiggésben lehet a tumorsejtek invaziv fenotipusaval. A stromalis eredetii
galektin-1 az aktivalt T-lymphocyték apoptdzisdnak indukalasaval hozzéjarul az antitumoralis
immunvalasz gyengitéséhez (16). A jelatvitelben fontos szerepet jatsz6 H-Ras(12V) fehérje és
a galektin-1 Osszekapcsolodasa az elofeltétele a fehérje sejtmembranhoz kotddésének és
aktivalodéasanak (17).

Latszolag ellentmondasos eredményeket kaptunk a hialuronsav-koétdkapacitas vizsgalatanal.
Mig a kalciummentes kdzegben a negativ esetek tulélése kis mértékben jobb volt, addig a
kalciumot tartalmazé oldattal tortént festésnél a hialuronsav-kotd esetek talélése volt
hosszabb. Tobb vizsgalat bizonyitja, hogy a tumorstroma magas hialuronsavtartalma
kedvezdtlen prognosztikai faktor: a daganatsejtek migracidja konnyebb lehet hialuronsavkotd
receptoraik (CD44, RHAMM) altal (18, 19). A fentiek magyarazhatjak, hogy a hialuronsavat
nem kot tumorok tulélése - ha nem is szignifikdnsan -, de jobb. A hialuronsav szdmos
sejtfelszini molekuldval Iéphet kapcsolatba. A C tipusu lektinek kozé tartozd hyalectanok
aktivalasa, amelyek tobbek kozott a fibroblastokon is eléfordulnak, kalciumfiiggd (20).
Feltételezziik, hogy a kalciumot tartalmazo kornyezetben a hialuronsav mas sejtfelszini
receptorokhoz kotddik, mint kalciummentes kozegben.

Nem tudtunk szignifikans 0sszefiiggést igazolni a tumorsejtek CL-16 koto képessége, a HBL-
expresszio és a tulélés kdzott.

A legtobb vizsgalt lektinnél a kissejtes tiidorak sejtjei jelentdsen kisebb kotdkapacitast, ill.
expressziot mutattak, mint a nem kissejtes tiidéraké. Feltételezziik, hogy a kissejtes karcindma
eltér6 biologiai viselkedése (gyors terjedés, korai metasztatizalodas, kemoszenzitivitas)
Osszefiigghet ezekkel a jellemzoOkkel, de még nem tisztazott, hogy pontosan milyen
mechanizmus alapjan.

Vizsgalataink nem igazoltdk, hogy Osszefiiggés lenne a sejtfelszini lektinek vagy lektinkotd
molekuldk megjelenése és a hagyomanyos prognosztikai faktorok kozott. Ez lehetové teszi,
hogy a pTNM rendszer alapjan becsiilt tulélési valdszinliséget pontositani lehessen.
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A kvantitativ lektinhisztokémiai vizsgalatok soran a szdveti struktira felbomlasaval jard
dedifferencialodast szintaktikai struktiraanalizis segitségével jellemeztiik.

Tobb lektinnél is tapasztaltuk, hogy a tumorsejtek kozotti tavolsag az elérehaladottabb pT
stddiumokban 4ltalaban nétt. A legtobb probanal a pT1 tumoroknal a sejtek kozotti tavolsag
kisebb, mint a pT2 daganatoknal, és ez megfelel a két stadium kozotti kiillonbségnek: a pT2
daganatok nagyobbak, vagy kornyezetiiket jobban involvalva (pl. visceralis pleura) terjednek.
A galektin-1-koto és CL-16-kot6 pozitiv sejteknél a daganatsejtek kozotti tdvolsag nagyobb
pT2 stddiumban, mint a pT3 tumoroknal. Ennek egyik magyardzata lehet, hogy a pT3 lehet
viszonylag kisebb, de centralisan elhelyezkedd tumor, amelynek invazivitdsa elmaradhat a T2
daganatokétol. Valoszinii, hogy a sejtek kozotti tdvolsag ndvekedése mogott az intercellularis
kapcsolatok csokkenése és a fokozott migracios képesség allhat.

Kiilon megvizsgdlva a kozepesen ¢€s intenziven festddd tumorsejtek kozotti tdvolsag
valtozasat, foéleg az utobbi esetén tapasztaltuk, hogy az elérehaladottabb pT stadiumokban
novekszik az atlagos tdvolsag. A galektin-1-kotokapacitds esetén a kiilonbség szignifikdns
mértékli. A galektin-1 gatolja a sejtek kozotti adhéziot (21), eldsegiti a tumorsejt
galektin-3-nak, amely szerepet jatszik a sejt/fibronectin és a sejt/laminin kapcsolodasban és
igy eldsegiti a daganatsejtek vandorlasat az extracellularis matrixban.

A tumorsejtclusterek atméréje és a clustereket alkotd sejtek szdma nem mutat koherens
Osszefiiggést a pT stddiummal. Egyediil a galektin-1 expresszald tumoroknal, ill. ezen beliil
kiilon a kdzepesen festddd tumorsejteknél észleltiik, hogy az elérehaladottabb pT esetekben a
sejtszam csokken. Mivel a clusterek egy adott tavolsagon beliil elhelyezkedd sejtek alkotta
¢és/vagy kisebb migracigjat is jelzi.

A pN klasszifikacioval 0sszevetve az eredményeket, statisztikailag jelentds 0sszefliggést nem
mutattunk ki. Osszesen két vizsgalati eredménynél észleltiik, hogy a pN klasszifikacio
novekedésével a strukturaanalizis eredményei is fokozatosan valtoznak. A legtobb vizsgalati
sorban még tendenciajaban sem kdvethetd a pN stadium valtozésa.

A fenti eredmények azt mutattdk, hogy a szintaktikai strukturaanalizis eredményei, a szdveti
struktara dezintegracioja nincs kozvetlen dsszefiiggésben a pTN stddiummal.

A nem Kkissejtes tiidorakos eseteknél a differencialatlanabb nagysejtes carcinoméknal szamos
vizsgalati eredmény utal a szabalyos szdveti struktiira dezorganizacidjara: tumorsejtek kozotti
tavolsag novekedése, a tumorsejtclusterek atmérdjének csokkenése, a clustereket alkotd sejtek
szdmanak csokkenése. A laphamcarcinoma esetén ezek a paraméterek forditott eredményeket
mutatnak, az adenocarcinoma pedig koztes helyzetet foglal el. Kivétel az entropia értéke,
amely legtobb vizsgalatban az adnocarcinoméanal a legmagasabb, tehat ez bizonyult a
struktuara ill. a festddés egyiittes mérése alapjan a legrendezetlenebb daganatnak.

A kissejtes carcinoméanal mért értékekre jellemzd, hogy a sejtclusterek atmérdje altalaban
kisebb, mint az NSCLC csoportban, viszont a clusterek sejtszima magasabb. A sejtek kdzotti
tavolsadg sokszor kisebb, mint a NSCLC csoportban. A sejtek kozotti tavolag csdkkenése,
vagy a clusterenkénti magasabb sejtszam latszolag ellentmond annak, hogy a daganatsejtek
migracios képessége igen jelentds. Feltételezhetd, hogy a lokalis tumorprogresszid soran a
strukturalis jellemzék megvaltoznak. A folyamat elején a tumorsejtek bizonyos
koncentralodasa sziikséges ahhoz, hogy a daganatsejtekbdl elégséges mennyiségben
szabaduljanak fel az angiogenezis ill. az extracellularis matrix lebontasanak meginditdsdhoz
sziikséges anyagok (23, 24), ezutan indulhat meg a daganatsejtek vandorlasa ¢és a
vérkeringésbe vald bejutdsa. A kissejtes esetek viszonylag korai stadiumi, még operabilis
betegségek voltak és valdsziniileg olyan stadiumban sikeriilt a szintaktikai struktiraanalizist
elvégezni, ahol a daganatsejtek intercellularis adhézidja még viszonylag erds és nincs
szamottevd migracio. Ezt aldtdmasztjak a részleteiben a 4. fejezetben ismertetett eredmények,



13

amelyek szerint a vizsgalat SCLC esetekben a mikrovaszkularizaltsag nem jelentésebb, mint a
NSCLC betegeknél. A NSCLC csoportban viszont kiilonb6z6 stadiumu tumorok voltak, ahol
mar az intercellularis adhézidk csokkenése €s migracio is jellemzo.

A talélési eredményekbdl levonhatd az a kovetkeztetés, hogy a tumorsejtclusterek atmérdje
kapcsolodik leginkabb a taléléshez: minél nagyobb a sejtcsoport atmérdje, anndl jobb a
prognodzis. A nagyobb clusteratmérd azt jelenti, hogy a daganatsejtek egymastol vald
tavolsaga bizonyos hataron beliil mozog és a tumoros progresszié még ,.erdsebb adhézid —
gyengébb migracio” fazisdban van. Eredményeink alapjan konkrét prognosztikai kategoridk
felallitasa is lehetségessé valt.
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4. A MIKROVASZKULRAZICI() MERESE ES PROGNOSZTIKAI SZEREPE
TUDORAKBAN

4.1. Beteganyag és modszer

Vizsgalataink sordn 450 radikélisan operalt tiidérakos beteg szovettani anyagat dolgoztuk fel,
akiknél 1990. januar 1. és 1995. december 31. kozott tortént miitét. 233 beteget a heidelbergi
Thoraxklinik mellkassebészeti osztalyan, 217 beteget pedig a Szegedi Tudomanyegyetem
Sebészeti Klinikdjan operaltak. A betegek atlagéletkora 58.6 év volt, 366 férfi és 84 noéi
betegnél tortént miitét. A szdvettani tipusok megoszldsa az alabbi volt: laphamcarcinoma 201
(44.7%), adenocarcinoma 166 (36.9%), nagysejtes carcinoma 65 (14.4%), kissejtes carcinoma
pedig 18 (4%) volt. A daganatok koziil 57 (12.7%) az I/A, 163 (36.2%) az I/B, 6 (1.3%) az
/A, 87 (19.3%) a 1I/B, 129 (28.7%) a 1I/A, 5 (1.1%) a III/B, 3 (0.7%) a IV stadiumba
tartozott. A két kozpont beteganyaginak paraméterei és a tulélés kozott nem taldltunk
szignifikans kiilonbséget, kivéve az életkort.

A tumor periférids rész¢bdl vett és paraffinba dgyazott szovettani anyagbol 4-5 um vastag
metszeteket készitettiink, €s tripszines eldemésztést kovetden kereskedelmi forgalomban
kaphato VIlI-as faktor ellenes -ellenanyaggal (BioGenex, USA) immunhisztokémiai
modszerrel megfestettiik. Jelolorendszerként alkalikus foszfatdzzal konjugdlt streptavidint
(BioGenex, USA) hasznaltunk. Ellenfestést végeztiink a tumorsejtek magjanak megjelolésére.
Pozitiv és negativ kontrollmetszeteket hasznaltunk.

A tumorereket mint a tumoros szovetben elhelyezkedd vérereket definidltuk. Az elkésziilt
metszeteket attekintve 4 ,normalis” vaszkularizaltsagh és 2 kifejezetten vaszkularizalt
teriiletet valasztottunk ki a morfometrias mérések €s szintaktikai struktiraanalizis szamara.

A kivélasztott teriileteket 10x-es nagyitas mellett szines CCD kamerdval (JVC TK1070)
512*512 pixeles felbontassal digitalizaltuk. Sajat készitésti képanalizaldo szoftvert
hasznaltunk, amelynek alapja kereskedelmi forgalomban kaphaté Digital Image Analysing
System (Towersoft, Berlin). A kivalasztott erek morfometriai vizsgalata alapjan
meghatdroztuk a volumenfrakciot (erek kalkuldlt térfogata/tumorszovet kalkulalt térfogata,
Vv), amely az adott szovet érstirliségét jellemzi és a feliiletfrakciot (erek kalkulalt
felszine/tumorszovet kalkulalt térfogata, Sv), amely a szdveti oxigénellatas intenzitasara utal.
Az abszolut értékek kozil a legkisebb ératmérdt, az atlagos érkeriiletet ¢s az érfeliiletet
mértiik. Szintaktikai strukturaanalizissel meghataroztuk a tumorsejtek eloszlasat a hozzajuk
legk6zelebb esé szomszédos ér kdrnyezetében, 20 um-ként novekvd atmérdji koncentrikus
korokben. A kapott eredményeket Gsszevetettiik a pT, pN statuszokkal, valamint a szovettani
eredményekkel és a talélési adatokkal. Az adatok statisztikai feldolgozasat chi-négyzet
probaval és ANOVA-val, a Kaplan-Meier médszerrel és Cox regresszios analizissel végeztiik.

4.2. Eredmények
4.2.1. Morfometriai eredmények

4.2.1.1 N-status alapjan

A vaszkularizacios paraméterek nem mutatnak szignifikans osszefliggést a kiilonbozé szinti
nyirokcsomo attétekkel. Az NO daganatokndl a legkisebb ératmérd, az atlagos érkeriilet és
érteriilet nagyobb, mint a hilusi vagy mediasztinalis nyirokcsomd-metasztazisok esetén. A
legkisebb ératméré értékei minden nyirokcsomostadiumban 18-19 pum koriil vannak és
hasonldan kicsi az eltérés az atlagos kertiletnél, ahol a legnagyobb és legkisebb atlagos érték
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kozott mindossze 8 um a kiilonbség. A relativ adatok (volumenfrakcio, feliiletfrakcid) az pN2
metasztazisok esetén nagyobbak, mint az nyirokcsomodnegativ esetekben, bar ez a kiilonbség
mindossze 0.3% ill. 0.1%. Az pN1 tumorok vaszkularis jellemz6i nemcsak az pN2, de az pNO
tumorokéndl is kisebbek. A pNO, pN1 és pN2 esetek — a fentiekben észlelt kiilonbségek
ellenére — nem mutatnak szignifikans eltérést egymastol.

4.2.1.2 T-status alapjan

A latoterenkénti érszam kivételével minden vizsgalt adat a T2 tumoroknél nagyobb, mint a
T1-es daganatoknal, de meghaladjak a T3-as tumorokndl mért értékeket is. Az abszolut
vaszkularizaciés paramétereknél (legkisebb ératmérd, atlagos érkeriilet és teriilet,
latoterenkénti érszam) az atlagértékek jobban eltérnek egymadstol, mint a kiilonb6z6 N
stddiumokban, de ez nem bizonyult szignifikdnsnak. A feliilet- és volumenfrakcional
jelentdsebb az eltérés a csoportok kozott (1,4% ill. 0,4%), a feliiletfrakcional ez a kiillonbség
szignifikans lett (p=0,022).

4.2.1.3. Szdvettani tipus alapjan

A nem Kkissejtes carcinomakon beliil érmorfologiai paramétereket tekintve nem talaltunk
Iényeges kiilonbséget a kiilonbozd szdvettani tipusok kozott. A kissejtes carcinomas eseteknél
a legtobb paraméter (feliilet- és volumenfrakcio, az atlagos érkertilet és érfeliilet) nagyobb,
mint a nem kissejtes esetekben, de nem kiilonbozik szignifikansan az NSCLC esetektdl.

4.2.2. Szintaktikai struktiira analizis eredményei

4.2.2.1. N-status alapjan

Az elOrehaladottabb N stadiumokban a sejtstirliség fokozatosan emelkedik minden egyes
tavolsagtartomanyban. Minden N stadiumban megfigyelhetd, hogy a tumorsejtek stirlisége
fokozatosan emelkedik a kiilonb6z6é tavolsagtartomanyokban és a 40 és 60 um kozotti
szakaszon ¢éri el a legnagyobb értéket, szignifikans kiilonbség nélkiil.

4.2.2.2. T-status alapjan

A tumorsejtek stirlisége az érkozeli teriileteken a T2 tumoroknal a legnagyobb, valamivel
kisebb a T4 tumoroknal. A T1 és T3 tumoroknal a sejtstiriség minden tertileten, de elsdésorban
a 20-40 um ill. 40-60 um-es teriileten lényegesen kisebb, de nem szignifikans mértékben.

4.2.2.3. Szdvettani tipus alapjan

A kiilonbozé szovettani tipusok koziil az adenocarcinomaknal mértiikk a legnagyobb
sejtstiriséget. A laphdmcarcinomak és a nagysejtes carcinomak esetén a sejtstirliség hasonlo.
A kissejtes tiidorakoknal a sejtsiiriség minden tdvolsadgtartomanyon beliil kisebb, mint a tobbi
szovettani tipusndl. A NSCLC eseteknél a sejtstirliség maximalis értékét a 40-60 pm kozotti
szakaszon, mig SCLC esetén a 20-40 um kozotti tartomanyban kaptuk.

4.2.3. Tulélési eredmények
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Multivariancia analizis soran a TNM stadium, a tumorvolumen, a morfometriai paraméterek
¢s a szintaktikai strukturaanalizis eredményeinek Osszefliggését vizsgaltuk a tuléléssel. Az
Osszes esetet figyelembe véve, a nyirokcsomo-metasztazisok megjelenése rontotta legjobban a
prognozist (p<0.001). A talélést erdsen befolyasolta a szdvettani tipus (p=0.002). Az értdl
szamitott 20 um-en beliili sejtek stirliségének novekedése szignifikansan csokkenti a talélést
(p=0.02, RR:1.05). Ezzel szemben a 20 ¢és 40 um-en beliil elhelyezkedd sejtek siirtiségének
novekedése jobb prognozissal jar (p=0.046, RR:0.93). A morfometriai paraméterek nem
befolyasoltdk szignifikdnsan a talélést. Kiilon megvizsgaltuk a paramétereket a NSCLC
csoportban, ahol szintén a nyirokcsomoattétek jelentették a legerésebb prognosztikai faktort
(p<0.001). Hasonléan a fenti csoporthoz, a 20 pm-en beliili sejtek ardnydnak ndévekedése
rontja a talélést (p=0,023, RR:1.05), a 20 és 40 um kozotti sejtstirtiség emelkedése javitja a
prognozist (p=0.049, RR: 0.93). A 20 pm-en beliili és a 20 és 40 pm-en kozotti sejtsiirliség
egymassal igen erds pozitiv korrelaciot mutat (r=0.963, p<0.001).

Ha a tumorsejtek siiriisége nem haladja meg a 8 sejt/um?” értéket az erektl mért 0-20 pm
teriileten beliil, akkor a talélés szignifikansan jobb, mint az ennél nagyobb sejtstlirliség esetén
(p=0.048).

4.3. Megbeszélés

Vizsgalatainkban a morfometriai mérések ¢és szintaktikai struktiraanalizis eredményeit
hasonlitottuk Ossze a klasszikus prognosztikai faktorok (pT, pN, szdvettan) egyes csoportjai
kozott, valamint 6sszefliggést kerestiink vaszkularizaciot jellemzo értékek ¢€s a talélés kozott.
A T statusnal azt tapasztaltuk, hogy a T2 tumorok vaszkularizaltabbak, mint a Tl-es
daganatok, és a T4-es tumorok érellatasa is jobban fejlett a T3-as tumorokénal. Erdekes, hogy
a T2-es tumorok vaszkularizaltsdga nagyobb, mint T3 esetén. A T2 eseteknél a Sv értéke
szignifikdnsan nagyobb, mint aTl és T3 stadiumokban. A latdterenként érszam hasonlod
mindharom csoportban, viszont az atlagos érkertilet ¢s érteriilet kb. 10%-kal nagyobb T2-es
tumorok esetén. Ugy tiinik, hogy a Sv szignifikans eltéréséért elsésorban a nagyobb érkeriilet
¢s kovetkezményesen a nagyobb érteriilet a felelOs.

A tumorsejtek stirtisége a legkozelebbi szomszédos erek kornyezetében hasonld tendenciat
mutat, mint a morfometriai paraméterek. Minden tdvolsdgtartomanyban a T2 ¢és T4
tumoroknal legmagasabb a sejtsiiriség. Az angiogenetikus folyamat soran a meglévo erek
bazalis membranjat a tumorsejtekbdl felszabaduldé proteolitikus enzimek (matrix
metalloproteindz, plazminogen aktivatorok) bontjék le. A proteolizis soran az extracellularis
matrixbdl angiogenetikus faktorok szabadulnak fel, ill. bizonyos angiogenetikus anyagok
aktivaljak az urokinaz tipusu plasminogen aktivatort (25). Feltehetdleg a nagyobb sejtstiriiség
miatt az angiogenetikus és proteolitikus anyagok nagyobb koncentracioban szabadulnak fel,
¢s ez vezethet fokozott vaszkularizaciohoz.

A nyirokcsomo-metasztazisok kialakuldsdban nem tudtuk bizonyitani a fokozott
mikrovaszkularizacid szerepét. Az abszolut paraméterek a pNO nyirokcsomostatusz esetén
voltak a legnagyobbak, csak az alacsonyabb latoterenkénti érszdm miatt nincs a sztereologiai
adatokban hasonl6 kiilonbség. A Sv és Vv a pNI1 statustol felfelé fokozatosan emelkedik, de
ez a kiilonbség nem szignifikans, bar tendencidjaban arra utal, hogy az eldrehaladottabb
nyirokcsomoé-metasztazisok esetén nagyobb lehet a vaszkularizaltsag.

A tumorsejtek stirlisége fokozatos emelkedést mutat a pN statusznak megfeleléen, de ez a
kiilonbség minden tavolsagtartomanyban minimalis €s ugy véljik, hogy ez nem befolyasolja a
daganat lymphogen metasztatizald képességét.

A kissejtes tiidocarcinomas esetek a tobbi szovettani tipushoz a morfometriai paraméterek
alapjan fokozott vaszkularizaltsagot mutatnak. A kissejtes carcinoma bioldgiai viselkedését
figyelembe véve — gyors haematogen metasztatizaléodas — ez az eredmény nem meglepd.
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Elsdsorban a feliilet frakcio atlagos értéke haladja meg to6bb mint 10%-kal a tobbi szovettani
csoport hasonld eredményét. Magasabb a Vv, valamint az érkeriilet és érteriilet atlagos értéke
is. Mivel a latoterenkénti érszam kisebb, mint a nem kissejtes esetekben, a nagyobb Sv és Vv
érték egyértelmiien a nagyobb méretli ereknek kdszonhetd. Az atlagos sejtsiirliség az érkozeli
teriileten kisebb, mint a nem kissejtes carcinomaknal. A kiilonbségek nem szignifikansak a
kissejtes ¢és nem kissejtes csoport kozott. Ez is magyarazhatja, hogy ezekben a kissejtes
esetekben a tumor korai stadiumu, operabilis folyamat volt, ahol az 5 éves talélés meghaladja
a 20%-t. A nem kissejtes carcinomacsoporton beliil nem talaltunk kiilonbséget.

Tobbvaltozos tualélésvizsgalat szerint a vaszkularizacids paraméterek kozil a legkozelebbi
szomszédos értdl 20 um-en beliil elhelyezkedd tumorsejtek siirliségének emelkedése rosszabb
tuléléssel jar. Ezek az eredmények aldtdmasztjdk azt az elképzelésiinket, hogy az
angiogenesis, a tumorsejtek migracidja és proliferacioja egylitt befolyasoljak a daganatok
terjedését és ezaltal a prognozist. Ez magyardzhatja azt is, hogy az Oonmagaban csak az
angiogenesist jellemzd morfometriai paraméterek koziil egyik sem mutatott szignifikdns
kapcsolatot a taléléssel.

Eredményeink alapjan a vaszkularizdcié mértéke gyenge kapcsolatot mutat a kiillonb6zo
tumorstadiumokkal, bar altaldban az eldrehaladottabb pN és pT stddiumok fokozott
vaszkularizacioval jarnak, amelyek els6sorban Az Sv és Vv adatokban ill. a tumorsejtek
sturiiségében ¢észlelhetd. A betegek tulélését legerdsebben a nyirokcsomo-metasztazisok
megjelenése befolyasolja, a vaszkularis paraméterek koziil az érhez kozeli tumorsejtek
striisége befolydsolja kedvezdtleniil a betegek sorsat. Ha a daganatsejtek slirlisége nem
haladja meg a 8 sejt/um’-t, a tulélés szignifikinsan magasabb és ez felhasznalhato a kdzvetlen
progndzis meghatarozasaban.

5. OSSZEFOGLALAS

7.1. Nagyszamu beteganyagon kvalitativ immunhisztokémiai vizsgalatokkal bizonyitottuk,
hogy a tiidocarcinomasejtek galektin-1- expresszald képessége és galektin-3-kotoképesége
szignifikdnsan rontja a radikalisan operalt betegek progndzisat. A fenti galektinek
expresszioja ¢€s kotOkapacitdisa nem fligg Ossze sem a T stadiummal, sem a
nyirokcsomoattétek megjelenésével. Tobb prognosztikai paraméter koziil a galektin-3-
kotoképesség €s a galektin-3-expresszio tobbvaltozos vizsgalat sordn fliggetlen prognosztikai
faktornak bizonyult. Mivel Osszefiiggés nem mutathatdé ki a pTN klasszifikacioval,
feltételezhetden egyéb modon (a sejt-sejt, sejt-ECM  kapcsolatok befolydsolasaval) van
szerepe a tumorprogresszioban. A kissejtes tlidocarcinomaknal a pozitiv reakcidt add tumorok
aranya szignifikansan kisebb, mint a nem kissejtes tiidétumoros eseteknél. Véleménylink
szerint a fenotipusban észlelt kiilonbég Osszefiigg a kissejtes tiidorak eltérd biologiai
viselkedésével.

7.2. A szdveti struktura vizsgalatanak (szintaktikai struktiraanalizis) eredményei nem
mutatnak szignifikans 0sszefiiggést sem a pT, sem a pN klasszifikacioval. Tobb vizsgalati
sorban tapasztaltuk, hogy az eldrehaladottabb pT stddiumokban fokozatosan n6 a tumorsejtek,
valamint — kiilon megvizsgalva — a kozepesen ¢€s intenziven festddod sejtek kozotti tavolsag,
ugyanakkor ez az 0sszefliggés statisztikailag nem jelentds. A pN valtozasat a struktiiraanalizis
eredményei legtobbszor még tendencidjukban sem kovetik.

A differencialtabb NSCLC tipusokban (laphdm- és adenocarcinoma) a tumorsejttavolsagok
kisebbek, a sejtclusteratmérdk nagyobbak, mint a differencidlatlanabb nagysejtes
carcinomanal. Ezek az adatok arra utalnak, hogy a differencidlatlan tumoroknal a sejtek
adhézidja csokken, a migracid fokozodik €s ez a folyamat kvantitativan is jellemezheto.
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A tumorsejtclusterek atmérdjének novekedése kedvezd prognosztikai faktornak bizonyult
tobb vizsgalati sorban is, amelynek magyarazata az lehet, hogy ezekben az esetekben az
intercellularis kotddések még erdsek és minimalis a tumorsejtek migracioja.

4 paraméternél tudtunk kozvetlen prognozis-meghatirozasra is alkalmas kategoridkat
felallitani. A galektin-3-k6t6 tumoroknal a nem fest6dé daganatsejtek kozotti nagyobb atlagos
tavolsag (>27 um), a galektin-3-expresszald daganatoknal az intenziven festddd
tumorsejtclusterek nagyobb atmérdje (>56 um), a hialuronsavkotd tumor esetén a nem festodo
tumorsejtclusterek nagyobb 4atmérdje (>56 pm), a kalcium medialta hialuronsavkotd
tumoroknal pedig az intenziven fest6édd tumorsejtclusterek nagyobb atméréje (>46 pm)
szignifikansan jobb prognozissal jar.

7.3. Nagyszamu beteganyagon a mikrovaszkularizaltsag vizsgalata soran igazoltuk, hogy a
morfometriai és szintaktikai struktiraanalizissel kapott adatok nem mutattak kapcsolatot sem
a pTN klasszifikacioval, sem a szdvettani tipussal, kizarolag feliiletfrakcio és a pT kozott
talaltunk szignifikdns Gsszefiiggést. A mikroértdl 20 um-en beliil, valamint a 20 és 40 pm
kozott elhelyezkedd tumorsejtek stirlisége fiiggetlen prognosztikai faktornak bizonyult. A 20
um-en beliil 16v6 daganatsejteknél 8 sejt/um” —nél kisebb siirliség esetén a talélés
szignifikansan javul. Ez a paraméter nemcsak a mikrovaszkularizaltsag jellemzésére alkalmas,
hanem téjékoztatast nyujt a sejtek migracios képességérdl is, ezéltal a progresszid kvantitativ
jellemzése pontosabb lehet.
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