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Az értekezésben hasznalt roviditések jegyzéke

APJ Human apelin receptor

BAL Bronchoalveolaris lavage

C4d Keringé komplement komponens 4d

CHT Kemoterapia

Cl Konfidencia intervallum

CRC Kolorektalis carcinoma

CRP C-reaktiv protein

CT Szamitogépes tomografia

ECOG Eastern Cooperative Oncology Group

EFS Esemény nélkiili tulélés

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay

EPP Extrapleuralis pneumonektomia

FFPE Formalin fixed and paraffin embedded, formalin fixalt és paraffinba agyazott
GPCR G-protein kapcsolt receptor

HA Hialuronsav

HR Hazard ratio, kockazati arany

HV Healthy volunteers, egészséges 6nkéntesek
IASCL International Association for the Study of Lung Cancer
IGF Insulin-like growth factor

IMIG International Mesothelioma Interest Group

LEC Lymphatic endothelial cell

LVD Lymphatic vascular density, nyirokér denzitas
LVEPC Lymphatic vascular endothelial progenitor cell
MBL Mannose binding lectin, mannéz kotd lektin
MMT Multimodalis terdpia

MPM Malignus pleuralis mezotelioma

MRI Magnesesrezonancia-képalkotas

NA Not available, nem elérhetd

NLR Neutrofil-limfocita arany

NMPD Non-malignant pleural disease, nem-malignus pleuralis megbetegedés
NSCLC Non-small cell lung cancer, nem kissejtes tiidérak
OKPI Orszéagos Koranyi Pulmonologiai Intézet
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OR
0OS

PC

PD
RECIST
ROC
RT
SCLC
SD
SEER
SFT
TILA
VATS
VEGF
WBC

Odds ratio

Overall survival, teljes talélés

Pleural calcification, pleuralis kalcifikacio
Progressive disease, progrediald betegség
Response evaluation criteria in solid tumors
Reciever Operating Characteristics
Sugarkezelés

Small cell lung cancer, kissejtes tiidérak
Stable disease, stabil betegség

Surveillance, Epidemiology, and End Results
Szoliter fibrozus tumor

Tumor indukalta lymphangiogenezis
Video-assisted thoracoscopic surgery, video-asszisztalt mellkasi miitét
Vascular Endothelial Growth Factor

White blood count, fehérvérsejt szam
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Altalanos bevezeté

A malignus mellkasi daganatok (beleértve a tiidédaganatokat és a malignus pleuralis
mezoteliomat) hazankban és vilagviszonylatban is a vezet6 daganatos halalokok egyike.
Tekintettel emelkedd incidencidjukra és agressziv mivoltukra, egyre jelentosebb az igény az 1j
kezelési stratégiak kidolgozasara, valamint olyan biologiai markerek azonositasara, melyek

segithetik a diagnosztikat és adott esetben lehetové teszik a célzott terapiak bevezetését.

Az elmult két évtized orvosbiologiai kutatasainak hatasara a daganatokkal kapcsolatos
ismereteink rohamosan béviilnek ¢és szamos 1j diagnosztikai eljaras vonult be az egészségiigyi
ellatasba. Ugyanakkor, napjainkban egyre inkabb el6térbe kertiil a személyre szabott terapia is.
Mindezek hatasara felértékelddott azon molekuldk jelentdsége, melyek informaciot
biztositanak a betegeket kezeld orvosok szamara a betegellatas hatékonysagara vonatkozoan.
Kovetkezésképpen a biomarkerek (vagy bioldgiai markerek), olyan molekulak, melyek
objektiv informaciot szolgaltatnak a talalati valosziniiségre, a terapias érzékenységre, valamint

a prognézisra vonatkozodan, és eldsegitik tovabbi molekularis célopontok azonositasat is.

Tiidodaganatok esetén a biomarkerek szintén jelentds Osszefliggést mutatnak a célzott terapiak
megjelenésével. Az EGFR tirozin-kindz-gatlok és az érképzddés-gatld vegyiiletek mindennapi
klinikai gyakorlatba torténd bevezetése felértékelte a molekularis mintazat (EGFR és a KRAS
statusz) és az angiogenezisben (illetve a lymphangiogenezisben) résztvevé molekulak — mint
lehetséges biomarkerek — szerepét. Az immunterdpiadk elterjedésével pedig kezdetét vette az
immunellendrzépont-gatlok prediktiv biomarkereinek azonositisa, valamint feltérképezése.
Malignus pleurdlis mezotelioma esetén, szintén megemlitendd a PD-L1 expresszid, mint
lehetséges prognosztikus biomarker, de egyéb molekuldk (osteopontin, illetve fibulin-3) és
paraméterek (neutrofil-limfocita ardnyszam) is tampontul szolgalhatnak a kezelésre adott
vélasz, valamint a tulélés meghatarozasaban. Ugyanakkor, a mar azonositott biomarkerek
mellett, szamos egyéb molekula is 1étezik, melyek prediktiv és prognosztikai jelentésége bar
feltételezett, de mindmaig még nem tisztazott. Az 1) biomarkerek azonositisara kiilonb6zo
tipusu megkozelitések 1éteznek €s hasznalatosak a mindennapi gyakorlatban. Transzlacids
jellegli vizsgalataink, 0j lehetséges biomarkerek (illetve prognosztikai tényezdok) azonositasara

¢és elemzésére iranyult mellkasi daganatok esetében.
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Célkitizések

Vizsgalataink ot kiilonb6zé témara iranyultak, amelyeket a biomarkerek daganatos

betegségekkel kapcsolatos szerepe kot 0ssze. Tanulmanyaink soran célunk volt, ismert és 1]

biomarkerek tesztelése kiilonbozo mellkasi daganatok esetén, beleértve a tiidorakot (kissejtes

¢s a nem-kissejtes tiidérak), a malignus pleuralis mezoteliomat, és a mellkasi szoliter fibrozus

tumorokat. Ennek kapcsan be kivantuk mutatni a biomarkerek alkalmazasaval kapcsolatos

lehetéségeket és problémakat, tampontot nyujtva ezaltal mind a kutatborvosoknak, mind a

klinikus kollégaknak. Ertekezésiink soran az alabbi f6 témékat érintjik és targyaljuk

részletesen:

A lymphangiogenezis mechanizmusainak és a nyirokerek szerepének vizsgalata

kissejtes és nem-kissejtes tiidérakban:

o Tanulmanyunk soran elemeztiik a nem-kissejtes tidorak nyirokérrendszerének
felépitését, és vizsgaltuk, hogy a lymphangiogenezis mértéke Osszefliggésben
van-e az angiogén fenotipussal és/ vagy a nyirokcsomoé metasztazissal, valamint
a betegek atlagos tulélésével.

o Tovabba els6ként vizsgaltuk az LVEPC (Lymphatic Vascular Endothelial
Progenitor Cell) klinikai jelentdségét ¢és daganatprogresszidban betoltott
szerepét kissejtes tiildorakban.

Prognosztikai faktorok mellkasi szoliter fibrézus tumorok esetén:

o Tanulmanyunkban olyan gyulladasos markerek jelentdségét vizsgaltuk, melyek
segithetnek a szoliter fibrozus tumorok megismerésében, diagnosztikdjaban, a
progndzis megitélésében, és a terapids terv felallitdsdban.

A primer tudOadenocarcinoma lokalizaciojanak hatasa az attétek elhelyezkedésére és

mintazatara vonatkozdan:

o Vizsgalatunk célja az attétképzési mintazat feltérképezése és a tilélési mutatok
tanulmanyozasa volt a primer tumor elhelyezkedésének fliggvényében.

A keringd komplement komponens 4d (C4d) Osszefliggése a tumor térfogattal, a

kemoterapias valasszal és a tiléléssel malignus pleuralis mezotelidmaban:

o Mivel a C4d komplement degradacios termék kiilondsen fontos prognosztikus
szereppel bir tiidé adenocarcinomakban, kutatdsunkban a szoveti és a keringo
C4d szinteket vizsgaltuk mezoteliomas betegekben a tumor témeg, a

kemoterapias valasz, illetve a klinikopatologiai paraméterek Osszefiiggésében.
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o Tovabba vizsgaltuk a keringdé C4d prognosztikai jelentoségét is.

e Az apelin expresszid szerepe nem Kkissejtes tiidodaganatok angiogenezisében és

progndzisaban:

o Tanulmanyunk soran vizsgaltuk az apelin és receptora expresszidjat nem-
kissejtes tiidorak sejtvonalakon és human tumor mintakon, valamint elemeztiik
az apelin hatdsat a tumorndvekedésre, az érdenzitasra és a mikroér-kertiletre
vonatkozoan.

o Emellett célunk volt az apelin expresszid prognosztikus jelentéségének

vizsgalata is.
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I. A lymphangiogenezis mechanizmusainak és a nyirokerek szerepének vizsgalata

kissejtes és nem-kissejtes tiildorakban

1.1. Bevezetés

A leggyakrabban el6forduld rosszindulati daganat a tiidoradk (vilagszerte 1,35 millid Uj
tidorakos beteget regisztralnak évente). Sajnos novekvo tendenciat figyelhetiink meg az 1]
megbetegedések szamaban, hiszen amig 1980-ban 600 ezer 1] esetet jelentettek évente, 2000-
ben ez a szam elérte az 1,2 milliot. Magyarorszagon évente mintegy 8000 1j esetet

regisztralnak.

A nyirokcsomokban kialkult metasztazis a staging meghatirozasa ¢és a kezelés modjanak
eldontése szempotjabol alapvetd fontossagi. Tovabba, a nyirokcsomoattétek — a stadium
meghatarozasa mellett — jelentds prognosztikai szereppel is birnak. Maga a nyirokuti invazid
folyamata és a metasztdzis kialakuldsa a regiondlis nyirokcsomokban, valamint az a kérdés,
hogy a daganatok az angiogenezishez hasonldan eldsegitik-e a lymphangiogenezist (azaz 1j

nyirokerek kialakulasat), még nem tisztazott teljes mértékben.

A nyirokcsomo6 metasztazisokkal kapcsolatos ismeretek megszerzésének egyik f6 akadalya egy
olyan marker hidnya volt, amellyel a nyirok endothel specifikusan jelolhetd és
tanulmanyozhatd. Az 1 nyirokér markerek nemrégiben tortént azonositasa, amelyek
segitségével a szovettani metszetekben pontosan el tudjak kiiloniteni a nyirokereket a vérerektol
(LYVE-1, podopaplin, D2-40), Gj tavlatokat nyitott az attétképz6dés mechanizmusanak
megértésében. A LYVE-1 a hialuronsav (HA) nyirok-specifikus receptora. A mucin-tipusu
transzmembran glikoprotein podopaplin egy fokozottan expresszalt nyirok-specifikus gén a
LEC-ben (lymphatic endothelial cell), mig a D2-40 egy uj, monoklonalis antitest, amely

reakcidba Iép a magzati csirasejtben jelenlévd onkofoetalis antigénnel.

Ezen nyirokspecifikus markerek segitségével kezdetét vette — az angiogenezis ¢&s
lymphangiogenezis mechanizmusanak hasonlosagara alapozva — a tumor indukalta
lymphangiogenezis igen Osszetett folyamatanak tanulmanyozasa. A két lymphangiogén
molekula, a VEGF-C (Vascular Endothelial Growth Factor-C) és VEGF-D érendothelialis
novekedési faktorok, valamint receptoruk, a VEGFR3 a legrészletesebben tanulmanyozott

lymphangiogén jelatviteli tengelyt alkotd molekula-tridsz. A VEGF csalad tagjain kiviil, egyéb
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novekedési faktorokrol — mint az FGF-2, Ang-1, Ang-2, PDGF-ek, nitrogén oxid, IGF, HGF,
VEGF-A — szintén kimutattak, hogy in vivo lymphangiogenezist indukalnak.

Egyes tumorok lymphangiogenezis nélkiil, az eredeti stromédhoz tartozd nyirokerek
inkorporacidja révén tesznek szert nyirokhalozatra. Tovabbd, a daganatos nyirokerek masik
ismert keletkezési modja az ,,in situ” nyirokérképzodés, amelynek soran a mar meglevo
nyirokerek mintegy belenének a tumormasszaba. 2003-ban pedig Salven és mtsai. leirtak egy
ujabb mechanizmust, miszerint, nem csak az angiogenezisben szerepet jatszo vérér progenitor
sejtek léteznek, hanem egy masik progenitor sejtpopulacio (Lymphatic Vascular Endothelial
Progenitor Cell [LVEPC]) is kimutathatd a csontvelében. Az LVEPC-k szintén a
nyirokérképz6dés folyamataban toltenek be kulcsszerepet, hasonléoan az érkapillarisok
képzddésénél leirt folyamathoz, ahol a daganatsejt altal termelt angiogén faktor (VEGF) a
csontveldbe jutva progenitor sejt felszabadulést valt ki, majd ezen progenitor sejtek a véraram
utjdn a daganatba jutnak ¢s endothel sejtekké differencidlodnak. 2005-ben Religa és
munkacsoportja egérdaganatok megfigyelése soran bizonyitotta, hogy a lymphatikus
progenitor sejtek beépiilnek a nyirokérhalozatba, Kerjaschki pedig a modell miitkédésének
human bizonyitékaul szolgalva vesetranszplantacion atesett betegek vizsgalata soradn leirta az

LVEPC-k nyirokkapillarisba torténd beépiilését.

A kozelmultban elvégzett kisérletes tanulméanyok azt sugalljak, hogy a daganatok képesek 1j
nyirokér kapillarisok képzddését indukalni, elsdsorban olyan citokinek termelésével, mint a
VEGF csaldd tagjai. Tovabba feltételezhetd, hogy a TILA (Tumor Indukalta
Lymphangiogenezis) aktivitasa korreldl a nyirokcsomd metasztazisok szdmaval. Ennek
ellenére még mindig bizonytalan, hogy a nyirokuton térténd daganatos progresszio az Gjjonnan
inkorporaciojan at mikodik (hasonldéan, mint ahogy leirtak a daganatos vérérkapillarisokkal
kapcsolatban). NSCLC (Non-Small Cell Lung Cancer, nem Kkissejtes tiidorak) esetén egy
ugynevezett nem angiogén és egy angiogén novekedési mintat irtak le. Angiogén tipus esetén
a daganatsejteknek az eredeti szoveti szerkezet elpusztitasa utan sajat stroma kialakitasara van
sziiksége, amelybe bele foglaltatnak a kapillarisok is. Ebben az esetben valddi érképzddésrol
van sz6. Ezzel ellentétben, nem angiogén tipusban, a daganatsejtek ujabb és Gjabb alveolaris
tereket kitdltve ndvekednek anélkiil, hogy 0j vérérkapillarisok képzddését indukalnak. Ebben
az esetben a daganatsejtek pusztdn a mar perzisztald, az alveoldris septumokban futd
gazdaszoveti kapillarisok nyujtotta oxigén- és tdpanyagellatidst hasznaljdk, azokat mintegy

kooptalva. Hipotézisiink szerint hasonlosag all fenn az angiogenezis és a lymphangiogenezis
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kozott NSCLC-ben. Ennek bizonyitasara tisztazni akartuk a nyirokrendszer szerepét a tumor
novekedése soran. Elemeztiik, hogyan épiil fel az NSCLC nyirokérrendszere, és megvizsgaltuk,
hogy a lymphangiogenezis mértéke 0sszefiiggésben van-e az angiogén fenotipussal (angiogén
VS. nem angiogén) és/ vagy a nyirokcsomo metasztazissal, valamint a betegek atlagos

talélésével.

Ahogyan azt a fentieckben mar emlitettilk, a malignus daganatok a vérerek rendszeréhez
hasonldan, nyirokerekre is tobb mechanizmus utjan tehetnek szert. A nyirokér bimbdzas
(sprouting) mechanizmusan kiviil az altalunk is leirt nyirokér-inkorporacio és az LVEPC-K is
nagy valosziniiséggel részt vesznek a nyirokhdlozatok kialakitasaban. Munkank kovetkezo
fazisaban igy arra voltunk kivancsiak, hogy vajon az LVEPC-knek van-e klinikai jelent6sége a
tiidoérakok masik gyakori tipusaban, a kissejtes tiidérakban (SCLC, Small Cell Lung Cancer).
Az LVEPC-K szerepe még tisztazatlan volt SCLC-ben, de feltételeztiik a progresszioban vald
részvételilket, miutdn egy analog sejtpopuldcio-vizsgalat (hemangio endothelidlis progenitor
sejtek) soran szignifikans klinikai 6sszefiiggést észleltek az LVEPC-k és az érképz6dés kozott
kiilonb6zé human malignus betegségekben (beleértve az NSCLC-t is). Tanulméanyunkban
SCLC betegek periférias vérében flow cytometriaval mértiik a keringd LVEPC-kK szintjét és
vizsgaltuk a sejtszam Osszefliggését a lymphangiogenezis kulcsfontossagu citokinjének, a
VEGF-C-nek a szérum szintjével, valamint ennek hatasat a nyirok metasztazisok kialakulasara

és a tulélésre vonatkozoan.

1.2. Betegek és Modszer
2/1. Beteganyag

Tanulmanyunk elsd részébe, amelyben az angiogén és nem angiogén fenotipusok biologiai
viselkedését hasonlitottuk 0ssze, Osszesen 103, az Orszdgos Koranyi Pulmonoldgiai Intézetben
(OKPI) NSCLC-vel kezelt beteget vontunk be. Tovabba, az LVEPC-k mérése céljabdl,
periférias vérminta-gyiijtést kezdeményeztiink 88 lokalisan kiterjedt stadiumu SCLC betegtol

a kezelés megkezdése elott. A kontroll csoportba 32 egészséges egyént vontunk be.
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1. tablazat — A 103 NSCLC miatt — az OKPI-ben — kezelt beteg klinikopatologiai jellemz&i.

2. tablazat — A 88 lokalisan kiterjedt stadiumu SCLC beteg klinikopatoldgiai jellemzoi.

Betegek (%)

Osszes beteg

103 (100%)

Kor (év) 60,4 £ 9,1
63< 59 (57%)
63> 44 (36%)
Nem

Férfi 62 (60%)
No 41 (39,8%)
Dohanyzas

Nem dohanyzd 40 (39%)
Dohéanyzo6 63 (61%)
Szovettani tipus

Laphamrak 53 (51,4%)
Adenocarcinoma 42 (41%)
Nagysejtes carcinoma | 8 (7,6) %
Tumor differencidcié

Rosszul 34 (33%)
Kozepesen 42 (41%)
Jol 27 (26%)

CD34+/VEGFR3+
Betegek (%0) LVEPC p érték
Alacsony (%) Magas (%)
Kor (év)
63< 43 (48,9%) 22 (50%) 21 (47,7%) 0.83
63> 45 (51,1%) 22 (50%) 23 (52,3%) ’
Dohényzas
Nem dohanyzo 13 (14,8%) 6 (13,7%) 7 (15,9%) 0.77
Dohanyzd/ex-dohanyzo 75 (85,2%) 38 (86,3%) 37 (84,1%) ’
Nem
Férfi 54 (61,4%) 25 (56,8%) 29 (65,9%) 0.38
N6 34 (38,6%) 19 (43,2%) 15 (34,1%) '
N stadium
NO-1 24 (27,3%) 21 (47,3%) 3 (6,8%) <001
N2-3 64 (72,7%) 23 (52,7%) 41 (93,2%) ’
T stadium
T1 8 (9,1%) 6 (13,6%) 2 (4,5%) 0.14
T2-4 80 (90,9%) 38 (86,4%) 42 (95,5%) '
VEGF-C szint
Magas 44 (50%) 22 (50%) 22 (50%) 1
Alacsony 44 (50%) 22 (50%) 22 (50%)
Terapia
EP 68 (77,3%) 37 (84.1%) 31 (70,5%) 0.13
EP+CEV 20 (22,7%) 7 (15.9%) 13 (29,5%) ’
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2/2. Médszerek
2/2/1. A nyirokrendszer karakterizalasa immunhisztokémiai médszerekkel

Immunfluoreszcens festés céljabol a metszeteket szimultan inkubaltuk a megfelelé primer
(LYVE-1, D2-40, CD31, Ki67, VEGF-C) majd masodlagos antitestekkel. Végiil hattérfestést
végeztiink metilénzolddel. A VEGF-C statusz meghatdrozasahoz a mintakat pozitiv és negativ
csoportokba osztottuk, korabbi vizsgalatok cut-off értékeit hasznalva. Amikor a tumorsejtek
30%-a egy adott anyagban pozitivan festddott, akkor tekintettiik a mintat VEGF-C pozitivnak.
Ellenkezé esetben VEGF-C negativnak tekintettik. A szeleteket Nikon Eclipse 80i
mikroszkoppal vizsgaltuk és a digitalis képeket SPOT digitalis kameraval (Diagnostic
Instruments, Sterling Heights, MI), vagy Bio-Rad MRC-1024 konfokalis 1ézer-szkennelésii
mikroszkopos rendszerrel (Bio-Rad, Richmond, CA) készitettiik.

2/2/2. A nyirokrendszer komputer-asszisztalt morfometriai analizise

A morfometriai paramétereket a nyirokkapillarisok anti-human LYVE-1 és anti-human D2-
40/podoplanin festésével hataroztuk meg. Minden metszetben harom kiillonbozd teriiletet
vizsgaltunk: tumor centrum, tumor periféria (1 mm széles tumorgylri, ami kozvetleniil
kapcsolodik az invaziv rész széléhez), €s peritumoralis tiidoszovet (1 mm széles kotdszoveti
gyl kozvetleniil a tumor periféria mellett). Tumoronként harom szeletet elemztiink a CUE-2

szamitogépes képelemzd rendszer (Olympus, Tokyo, Japan) segitségével.

2/2/3. SCLC betegek periférias vérébdl torténé LVEPC szam meghatarozas

A keringd LVEPC sejtszam meghatarozasa flow cytometrias analizissel tortént. Fluorochrom
kotott izotop kontrollokat hasznaltunk minden festéshez. A megfeleld festédést kovetden a
CD34+/VEGFR3+ kettds pozitiv sejteket megszamoltuk és az adatokat sejtszam/vér ml-ben

adtuk meg (CyFlow SL flow citométer és FlowMax szoftver - Partec).

2/2/4. Periférias vér VEGF-C szint mérése

VEGF-C szint meghatirozasahoz szérum mintat vettiink valamennyi egészséges kontroll egyén
¢és a betegek periférids vérébol. A VEGF-C szint mérését gyari ELISA kit felhasznalasaval
végeztiik.
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1.3. Eredmények
3/1. A nyirokerek azonositasa normal tiidészovetben LYVE-1 és D2-40 antitesttel

A normal tiidészovet immunfestése LY VE-1-gyel hasonldé mintazatot adott, mint D2-40-nel.
Pozitiv festés volt megfigyelheté a vékonyfalt, vordsvértesteket nem tartalmazo
nyirokkapillarisokban. A nyirok- és vérerek kozotti kiilonbséget tovabb erdsitette a kettds
immunfestés LY VE-1-gyel vagy D2-40 podoplaninnal és a vérér kapillaris endothélt jel6lo
CD31. A LYVE-1 és D2-40 pozitiv erek gyengén CD31 pozitivak is voltak, és ellenkezdleg, a
vorosvértesteket tartalmazo CD31 pozitiv erek LY VE-1 és D2-40 negativak voltak.

1. abra — Nyirokkapillarisok normalis tiidé
szovetben és NSCLC-ben. (Feliil)
Nyirokerek (LYVE-1; barna, nyilhegy)
immunfestése és erythrocytat tartalmazé vér
kapillaris (CD31; rdzsaszin, nyil) normal
tidészovetben. A LYVE-1-pozitiv nyrirokér
gyengén CD31 pozitiv. A vérér negativ
LYVE-1-el. (Alul) Az NSCLC tumor
periférias szovetének LYVE-1-el és D2-40-

al torténé kettds immunfestése. LYVE-1
(barna) ugy tlint, hogy csak a nyirokerek egy
alcsoportjat festette meg, amikor
Osszehasonlitottuk D2-40-al (rézsaszin). A
harom lathaté nyirokkapillarisbol (nyilak)
csak egy volt LYVE-1 pozitiv. Jobb, pozitiv
Ki67 festés (rézsaszin) lathat6 a tumor sejtek
nucleolusaban és a nyirokkapillarisokban

(barna), valamint az endothelialis sejtekben

(nyil).

3/2. A nyirokerek karakterizalasa NSCLC-ben

Fenti célbol immunfestést végeztiink LY VE-1 és D2-40 antitestekkel. Mindkét esetben pozitiv
nyirokkapillarisok helyezkedtek el a peritumoralis tid6észovetben és a tumorok periféridjan. A

LYVE-1 festés hianyzott a tumorok centrumabol, kivéve a nem angiogén, szdveti destrukcio
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nélkiil névekvo tumorokat, ahol a LY VE-1-et expresszal6 erek elsdsorban a kooptalt vérerek
mentén helyezkedtek el. A D2-40 antitest vizsgalata sordn a tumor centralis teriiletein azonban

nyirokkapillarisokat fedeztiink fel homogénen elszérva a tumorokban. Ezekben az angiogén

tumorokban a D2-40 pozitiv nyirokerek véletlenszeriien oszlottak el a tumormasszaban.

2. abra — A nyirokerek eloszlasa és példak a VEGF-C-t célz6 immunfestésekre human NSCLC-ben
angiogén fenotipus alapjan. (Bal) A destruktivan novekedé angiogén NSCLC-ben jelentds
angiogenezis és magas intratumoralis érszam észlelheté (CD31; piros fluoreszcencia), a nyirokerek
pedig véletlenszerii eloszlast mutattak a tumormassza periféridjan (LYVE-1; zo6ld fluoreszcencia).
(Jobb) A nem-angiogén NSCLC-ben a tumor sejtek Kkitoltik az alveolusokat az alveolaris fal
destrukcidja nélkiil (ezek tartalmazzak a koriilnétt vérereket [CD31; piros fluoreszcencia] és a

nyirokkapillarisokat [LYVE-1; z6ld fluoreszcencial).

3/3. Nyirokér denzitas és keriilet NSCLC-ben

Mivel az N1 és N2 csoportok nem kiilonbdztek az LVD (Lymphatic Vascular Density, nyirokér
denzitas) tekintetében, ezért nyirokcsomo6 pozitiv €és nyirokcsomod negativ csoportokat
allitottunk fel. Mind LY VE-1, mind D2-40 festéssel az 6sszes alkalmazott kategoriaban a tumor
periférian, illetve a peritumoralis kotdszovetben szignifikansan tobb nyirokér helyezkedett el,

mint a tumorok centrumaban. Az LVD-k értékelése soran (LYVE-1, vagy D2-40) a
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peritumoralis kotészovet és a tumor centrum LVD és a nyirokcsomo status kozott nem
igazolodott szignifikans Osszefliggés. Ugyanakkor a periférids LVD-k szignifikdnsan
magasabbak voltak a nyirokcsomé pozitiv csoportban a nyirokcsomd negativ csoporthoz
képest. Korabbi megfigyelések alapjan, illetve a CD31 immunreaktivitast felhasznalva a
daganatok angiogén ¢és nem angiogén tumorokra lettek felosztva. A nem angiogén
tumorcsoportban az LVD értékek nem adtak prognosztikus informaciot egyik tumorteriiletbdl
sem. Az angiogén tumorokban a tumor periféria LVD mind LYVE-1, mind D2-40
immunreaktivitas alapjan szignifikdnsan nagyobb volt a nyirocsomo pozitiv csoportban a
nyirokcsomo negativhoz képest. Bar az LVD kvantifikalasa D2-40-nel pozitiv korrelaciot adott
a tumorcentrum LVD és a nyirokcsomé metasztazisok kozott az angiogén tumorokban, ez a
tendencia nem volt statisztikailag szignifikans. Nem volt korrelacié a tumorcentrum LVD és a
nyirokcsomo status kozott az angiogén tumorcsoportban LYVE-1 immunfestéssel. Sem LY VE-
1, sem D2-40 festés soran nem igazolddott Osszefliggés a lymphatikus progresszid és a

peritumoralis LVD kozott.

Nyirokér denzitas A Nyirokér denzitas C

0 Angio Lyve NO
= Angio Lyve N+
m Angio D2-40 NO
Angio D2-40 N+ |

Nyirokér keriilet D

@ Total D2-40 NO
S Total D2-40 N+

nyirok érimm2

O Total Lyve NO
- Total Lyve N+

nyirok érlmm2
ONAMO®ON : 5;

ntrum  Tumor periféria  Perit
tudsszEvet

Tumor centrum Tumor periféria Peritumoralis
tudSszévet

Nyirokér denzitas B

100
20
80

) Non-Angio Lyve NO
= Non-Angio Lyve N+

o Non-Angio D2-40 NO
E3 Non-Angio D2-40 N+

70
60
50
40
30
Peritumoralis 20

tudSszbvet 10

" [&Total Lyve NO
= Total Lyve N+
3 Total D2-40 NO
& Total D2-40 N+

nyirok érfmm2

micron

Tumor centrum Tumor periféria  Peritumoralis
tudsszévet

3. abra — Az intra- és peritumoralis nyirokerek morfotmetrikus vizsgalata LYVE-1 és D2-40
immunfestésre alapozva nem metasztatizalé (NO) vs. nyirokcsomo¢ attétet ado (N+) NSCLC-ben. A
nyirokér denzitas (LVD) atlagos nyirokér szam per négyzetmilliméter-ben van kifejezve. A nyirokér
keriilet micronokban van jelezve. (A) nyirokér denzitas értékek a teljes populacidban *, P < 0,005
(vs. nem-metasztatikus csoportok), egy-iranya ANOVA, majd Neuman-Keuls tobbszords
Osszehasonlito teszt; n = 103. (B) Nyirokér denzitas értékek a nem angiogén tumorokban; n = 19. (C)
Nyirokér denzitas értékek az angiogén tumorokban; *, P < 0,005 (vs. nem-metasztatikus csoportok),
egy-iranyt ANOVA, majd Neuman-Keuls tobbszorés 6sszehasonlité teszt; n = 84. (D) a nyirokér

kertiilet értékek a teljes populacioban; n = 103
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3/4. Tualélés

Mivel a nyirokcsomo metasztazist addo NSCLC-re szignifikans tumor periféria LVD emelkedés
volt jellemz6, Kaplan-Meier analizissel meghataroztuk az alacsony €s magas tumor periféria
LVD értékkel bird betegek atlagos talélését. Ezen besorolas az LVD-k kozépértékein alapult.
Ugy talaltuk, hogy a tumorperiférian tapasztalhaté fokozott lymphangiogenezis a rovidebb
tulélés szignifikans prognosztikai faktora volt. A betegek 6téves talélési aranya magas LY VE-
1-LVD-vel és alacsony LYVE-1-LVD-vel 23,3%, illetve 68,7 % volt (p < 0,001). A magas,
illetve az alacsony D2-40 LVD szintekkel rendelkezé betegek Gtéves tulélési aranyanak az
Osszehasonlitasa 30%-ot, illetve 67,2 %-ot adott (p < 0.001). Ugyanakkor, amikor a
daganatokat az angiogén fenotipusuk szerint osztalyoztuk, ez a tendencia csak az angiogén
daganatcsoport esetében volt szignifikans és nem tudtunk statisztikailag szignifikans

kovetkeztetést levonni a nem angiogén daganatok LVD-ibdl.

Mivel ugy talaltuk, hogy a nem angiogén fenotipus és a nyirokcsomo attétek kialakuldsdnak
kockazata kapcsolatban 4all egymadssal, a betegpopuldcionk atlagos tulélését a daganatok
angiogén fenotipusa szerint is kielemeztiik és azt figyeltik meg, hogy a nem angiogén
daganattal rendelkezd betegeknek jelentdsen rosszabb tulélési esélyeik voltak, mint az

angiogén fenotipusu daganattal rendelkez6 betegeknek.

Megprobaltunk tovabba Osszefiiggést talalni a SCLC-s betegek tlélése és periférias vérben
mért LVEPC szint kozott is. Tekintettel arra, hogy nyirokcsomo érintettséggel rendelkezd
SCLC betegeknél emelkedett LVEPC szamot észleltiink, Kaplan-Meier analizissel tovabb
vizsgaltuk a teljes talélést, két csoportra osztva a betegeket az észlelt alacsony, illetve magas
LVEPC szintek alapjan. Azt talaltuk, hogy azokndl a betegeknél, akiknél alacsony kiindulasi
CD34+/VEGFR3+ szintet detektaltunk, szignifikdnsan hosszabb volt a tulélés, mint a kezelés
elétt mért magasabb keringd LVEPC sejtszamu betegeknél. A multivarians analizis (bele
foglalva a standard prognosztikai eltéréseket, mint az életkor, nem, tumor és nyirokcsomo
stadium) szintén jelezte, hogy a kezelés elotti keringé LVEPC szint fliggetlen prediktora ezen

valtozoknak.
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4. abra — (A) Kaplan-Meier gorbe — 0ssztilélés a teljes NSCLC populaciéban a tumor periféria

nyirokér denzitas (LVD) fiiggvényében (LYVE-1 Is D2-40 festéssel meghatarozva). (B) Kaplan-Meier

gOrbe — Ossztulélés az angiogén betegpopuldcidban, a tumor periféria nyirokér denzitas (LVD)

fliggvényében (LYVE-1 Is D2-40 festéssel meghatarozva). (C) Kaplan-Meier gérbe — 0ssztalélés a

nem-angiogén NSCLC populdciéban a tumor periféria nyirokér denzitds (LVD) fiiggvényében

(LYVE-1 Is D2-40 festéssel meghatarozva).

populéacioban az angiogén fenotipus fiiggvényében.
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3/5. Lymphatikus proliferacié

A nyirokerek proliferacios statusanak vizsgalatara kettés immunfestést alkalmaztunk a D2-40,
illetve Ki67 nuklearis fehérje ellenes antitestekkel. Az eredmények megerésitették, hogy a Ki67
magfestés, ahogy az varhato volt az endothelsejtekben és daganatsejtekben is lathato volt. Az
endothelsejt jelolési index mindig a peritumoralis kotdszovetben volt a legmagasabb és minden
esetben alacsonyabb volt a tumor centrumban, mint a tumor periférian. A legszélsdségesebb
helyezet a nem angiogén tumorcsoportban volt, ahol egy viszonylag alacsony szamu 0szt6do
endothelsejt volt észlelhet6 peritumoralisan, viszont nem volt Ki67 festés intratumoralisan. Ez
azt jelenti, hogy a nem angiogén tumorokban elhelyezkedd intratumoralis nyirokerek valojaban
andvekvo tumormassza altal bekebelezett kapillarisok. Ezzel szemben az angiogén tumoroknal

crer

magokat lattunk.

3/6. VEGF expressziéo NSCLC-ben

A 103 NSCLC daganatbol 56 volt VEGF-C pozitiv. Nem volt festédés normal tiiddszdvetben.
A VEGF-C-t gyakrabban expresszaltdk az angiogén tumorok, mint a nem angiogének. A
festddési minta diffuz (dontéen az angiogén tumoroknal) vagy fokalis (dontden a nem angiogén
tumoroknal) mintadzatot mutatott. Nem talaltunk osszefiiggést a kor, a nem, a szdvettani tipus
vagy a dohanyzasi szokas ¢s a VEGF-C expresszio kozott. Nem volt osszefliggés a VEGF
expresszid intenzitasa és a nodalis status, vagy az LVD kozott sem podoplanin, sem LYVE-1
festéssel. Tovabba nem tudtunk dsszefiiggést kimutatni a VEGF-C expresszi6 és az endothlesejt
jelolési index kozott. Ezek alapjan nem tudtuk a VEGF-C expresszio prognosztikai szerepét

kimutatni multivarians analizisben sem.

3/7. LVEPC szint meghatarozas SCLC betegek periférias vérében

Munkankban meghataroztuk a CD34+/VEGFR3+ kettds pozitiv LVEPC sejteket 32 egészséges
onkéntes kontroll egyénnél ¢és 88 SCLC betegnél flow cytometridval. A kontroll csoportban a
CD34+/VEGFR3 keringd LVEPC sejtek atlag értéke 455/mL volt a periférias vérmintakban.
SCLC betegeknél ez az érték szignifikansan magasabb volt, a kozépérték 1625/mL —nek felelt

meg.
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5. abra — A cirkulalo LVEPC kvantitativ elemzése flow

citometriaval. Felil, doboz diagram, amely a keringd

CD34-pozitiv/ VEGFR3-pozitiv LVEPC szintek median, 25-

75% kvartilis ¢és a minimum/maximum ¢értékét mutatja a

kontrol csoportban (n = 32) és az SCLC betegekben (n

88). Alul, egy reprezentativ flowcitometrids analizis a

CD34-pozitiv/VEGFR3-pozitiv LVEPC-re vonatkozdan.

3/8. Az LVEPC szint és a klinikopatologiai paraméterek osszefiiggései

Az LVEPC szamot betegeink klinikopatologiai faktoraival 0sszegfliggésben is kiértékeltiik.

Statisztikailag szignifikans Osszefliggést észleltink az LVEPC szint és a nyirokcsomod

metasztazisok kozott. Tovabbi klinikai paraméterekkel, mint a nem, dohanyzasi szokas, ¢letkor

és a tumor stddium nem talaltunk szignifikans osszefiiggést.
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3/9. VEGF-C szint SCLC betegek periférias vérmintajaban

Annak ellenére, hogy a VEGF-C szérum szint a betegeknél szignifikansan emelkedett volt a
kontroll (egészséges) egyénekéhez viszonyitva, szignifikans kapcsolatot nem tudtunk kimutatni
e kulcsfontossagu lymphgangiogén molekula, a VEGF-C ¢és a keringé CD34+/VEGFR3+
LVEPC szam kozott. Ezen feliil, azon estekben, amikor a VEGF-C szint emelkedett volt,
szintén nem észleltliink szignifikans Osszefiiggést a betegek egyéb klinikapatologiai faktorai

(€letkor, dohanyzasi szokés, nem, tumor stddium €s a nyirokcsomo statusz) szempontjabol sem.

1.4. Megbeszélés
4/1. A lymphangiogenezis vizsgalata és jelentosége NSCLC-ben

Az angiogén NSCLC-ben a nyirokerek a tumorok periféridjan fontosabb szerepet tdltenek be a
metasztatikus folyamatban, mint a peritumoralis lymphatikus hal6zat (melynek teriiletén a
lymphatikus hotspotok talalhatoak), vagy a tonkretett és ezaltal nem funkcionald tumor centrum

nyirokerek.

Az ugynevezett nem angiogén tumorok rendkiviil agresszivek és a bekebelezett tiidonyirokerek
kulcsszerepet jatszhatnak a mar perzisztalo vérér kapillarisok mellett. A bekebelezett
nyirokerek joval effektivebbek lehetnek, mint az Gjonnan képzddottek, mivel a nem angiogén
tidédaganatokban a nyirok igy kozvetleniil a bekebelezett gazdaszoveti tiidé nyirokér
héalozatba keriil, mig az angiogén tumorokban kizarolag a daganatok perifériajarol vezetnek
nyirokerek a kornyez6 normal szovetbe. Nem angiogén tumorokban ily modon a
nyirokrendszeren at torténd tumor disszeminéacié a korabban mar meglévd nyirokutak

segitségével torténhet a teljes tumormasszabol.

Munkacsoportunk megemelkedett VEGF-C immun-reaktivitast észlelt NSCLC-ben a normal
tiidészovethez képest, azonban nem volt kézzelfoghatd Osszefliggés a VEGF-C expresszio €s
az LVD értékek, a nyirokcsomo6 metasztazisok, vagy a betegek tulélése kozott. Tovabba nem
tudtunk Osszefiiggést kimutatni a VEGF-C expresszio és a lypmhatikus endothelialis sejt
jelolési indexe kozott. Ezért nehéz arra kdvetkeztetni, hogy a lymphangiogenezis a huméan
tiidérakban a VEGF-C hatasanak az eredménye, ahogy azt korabbi kisérletes modellekben
leirtdk. A mi eredményeink inkabb azt sugalljak, hogy a VEGF-C leginkabb tulélési faktorként
miikddik a tiidédaganatokban. Ezt a gondolatot tovabb erdsitette a megfigyelés, hogy a nem

angiogén tumorokban, amelyek nem mutattak intratumoralis nyirokér bimbozast, a VEGF-C
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expresszio a bekebelezett nyirokerek kozvetlen szomszédsagara korlatozodott. Ugyanakkor
valdszinii, hogy hasonléan, mint a tumor indukélta angiogenezis esetében, ahol tobb cytokin
interakcidja kontrollalja a tumor vaszkularzaciot, a lymphangiogén faktorok egy dinamikus

egyensulya hatarozza meg a lymphangiogenezis aktivitasat.

4/2. A lymphovaszkulogenezis (LVEPC-K) vizsgalata és jelentosége SCLC-ben

Munkankban elsoként mutatjuk be, hogy az SCLC betegek periférids vérében keringod
CD34+/VEGFR3+ LVEPC sejtszam szignifikansan emelkedett a tumormentes kontroll
egyénekével Osszehasonlitva, és ezen sejtszint a nyirok metasztazis kialakuldséval és igy a
klinikai viselkedéssel is 0sszefliggésben all. Az LVEPC sejtek hozzajarulhatnak mind a nyirok-
, mind a vérér kapillaris kialakulasahoz human SCLC-ben. Jelen tanulmany nem tette lehetévé
sem az LVEPC sejtek vaszkulogén aktivitdsanak mérését, sem a vaszkulogenezishez, illetve
lymphangiogenezishez val6 hozzajarulds aranyanak megallapitasat. Azonban megfigyelhettiik,
hogy az LVEPC sejtek szama kapcsolatban allt a nyirokcsomé metasztazisok kiterjedésével.
Ezek alapjan feltételezhetd, hogy ezen sejteknek potencialis szerepiik van a lymphangiogenezis
folyamatdban, vagy hasonld6 mozgatd rugoja van az SCLC nyirokcsom6 attétek
progresszidjanak ¢és az LVEPC sejtek csontveldbdl torténd mobilizacidjanak. A fenti elmélet
alapjan feltételezhetd, hogy megfigyelésiink (az emelkedett LVEPC szam) az emelkedett
VEGF-C szint, valamint az emelkedett VEGFR3 ligand eredménye.

Munkankban periférias vérben vizsgaltuk a VEGF-C szintet és azt talaltuk, hogy bar a
koncentracidja szignifikdnsan magasabb volt SCLC betegeknél a kontroll (egészséges)
csoporthoz képest, statisztikailag nem volt szignifikdns kapcsolat a VEGF-C szint és a kering6
LVEPC sejtszam kozott. Azon megfigyelésiinkdn tilmenden, miszerint SCLC betegeknél
(0sszehasonlitva a kontroll csoporttal) emelkedett kezelés elétti keringd LVEPC sejtszamot
észleltiink, ezen a prospektiv tanulmany bemutatja, hogy a CD34+/VEGFR3+ LVEPC sejtek
egyszeri flow cytometridas mérése hasznos prediktiv marker a SCLC betegek tulélésére
vonatkozoan. A 25 hénapos utankodvetés alatt szignifikdnsan magasabb haladlozast észleltiink
azoknal a betegeknél, akiknél magas LVEPC szamot detektaltunk, Osszehasonlitva az
alacsonyabb kiindulasi LVEPC szamu csoporttal. Mindez arra enged kovetkeztetni, hogy flow
cytomeridval a periférias vérbol mért LVEPC sejtszam korrelal a human SCLC klinikai

viselkedésével.
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Bar az SCLC betegeknél emelkedett VEGF-C koncentraciot észleltiink a kontroll csoporthoz
képest, nem talaltunk jelentds Osszefiiggést a VEGF-C szint és a betegek tulélése kozott.
Tovabba szintén nem volt kiillonbség a VEGF-C szint tekintetében a klinikopatologiai

jellemzok, és az N1, illetve N2-3 betegség stadium fiiggvényében sem.

1.5. Kovetkeztetések

Osszefoglalva, a tiidérdk Aattéteinek megjelenése egy kulcsesemény, amelyet gyakran
prognosztikai faktorként hasznalunk. A mi munkank els6ként bizonyitja, hogy a
lymphangiogenezis kizarolag az angiogén novekedési tipust tidédaganatokban jelenik meg és,
hogy az LVD 0sszefiigg a klinikai viselkedéssel és a nyirokcsomo statusszal ezen ndvekedési

tipussal rendelkezd tiidédaganatban.

Tovabba szintén az elsd bizonyitéka annak, hogy a nyirokcsomo metasztazisok megjelenésének
veszélye és a rovidebb tulélés valoszinlibb a nem angiogén betegpopulacioban, és hogy a nem
angiogén tumorok elsdsorban bekebelezik a gazdaszoveti nyirokereket novekedésiik soran
ellenben az angiogén tumorokkal, amelyek folyamatos lymphangiogenezis kiséretében
novekednek. Ez utobbi azt sugallja, hogy tiidorakban a bekebelezett nyirokerek fontosabbak a
metasztatikus folyamatban, mint az (jonnan képzddottek. Ez a feltevés ugyanakkor tovabbi

vizsgalatokat és klinikai igazolast kivan.

Munkéankban ugyancsak elséként bizonyitottuk, hogy SCLC betegek periférias vérében
szignifikdnsan emelkedett a csontveld eredetii LVEPC sejtek szintje, amely korreldl a
nyirokcsomo metasztazissal €s a rosszabb prognodzissal. Tovabbi kutatasok sziikségesek annak
eldontése érdekében, hogy ezen LVEPC sejtek targetalasaval lehetdvé valik-e az SCLC-vel
diagnosztizalt betegek gyogyitasa, vagy mivel ezen sejtek képesek a daganatos
nyirokérhalozatba beépiilni, érdemesebb esetleg az LVEPC-k manipulalasa (példaul toxinokkal
torténd Osszekapcsolads révén) a daganatsejtek elpusztitasa céljabol. Végiil, mivel fenti
eredményeink nem specifikusak SCLC-re vonatkozodan, szamos 1j eljaras kidolgozasaban

segithetnek a malignus tumorok elleni kiizdelemben.
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I1. Prognosztikai faktorok mellkasi szoliter fibr6zus tumorok esetén

11.1. Bevezetés

A szoliter fibrozus tumorok a test barmely teriiletén el6fordulhatnak. Leggyakrabban a
mellkason beliil, a mellhartyabdl indulnak ki, azonban el6fordulhatnak még a fej-nyaki

régioban, az emldben, a vesében, a prosztataban, valamint a gerincveldben is.

A mellkason beliil elhelyezked6 (intrathoracalis) szoliter fibrozus tumorok a ritka eléfordulasu
betegségek kozé tartoznak. Kb. 80%-a a daganatoknak a zsigeri mellhartyabol, mig 20%-a a
mellkasfali mellhartyabodl indul ki. Az esetek megkdzelitdleg felében a daganatok semmilyen
tiinetet nem okoznak, és véletleniil keriilnek felfedezésre, egyéb okbol elvégzett képalkoto
vizsgalatok soran. A tiinetet okozo elvéltozasoknal altaldban nagy méretiik miatt alakulnak ki
nyomasi tiinetek, mint nehézlégzés vagy mellkasi fajdalom. Néhany esetben a daganatok
ugynevezett Doege-Potter szindromét okozhatnak, melynek 1ényege, hogy a nagy méretii

tumorok altal termelt insulin-like growth factor (IGF-2) folyamatos hypoglikaemiat okoz.

A betegkivizsgalasi algoritmus hagyomdnyosan mellkas rontgen felvétellel indul, melyen
észlelik az elvaltozast. Ezt koveti a mellkas CT vizsgalat, a daganat elhelyezkedésének,
méretének €s a miitéti terv feldllitdsanak céljabol. Amennyiben sziikséges a nem egyértelmii
esetek megitélésére, az elvaltozasok nem sebészi szovettani mintavétele is elvégezhetd, mely

leggyakrabban CT vezérelt percutan biopsziat jelent.

A multban a daganatok kezelését bonyolitotta egyfeldl az dsszetett (és a részben félrevezetd
terminologia), masfel6l a diagnosztikai markerek és a hisztopatoldgiai jellemzOk hianya.
Azonban a modern patoldgia és a genetikai vizsgalatok fejlodése, standardizalt nevezéktanhoz
¢és megnovekedett biologiai ismeretanyaghoz vezetett, igy a diagndzis pontosabb lett, valamint

klinikailag is jobban kezelhetdvé valt.

A szoliter fibrozus tumorokat jelenleg mesenchymalis eredetii joindulatq, illetve rosszindulata
daganatok két csoportjaba szokds osztani. Ezen kiviil a genomidlis valtozasokat illetden a
NAB2-STAT6 génfuziordl kideriilt, hogy kifejezetten megkiilonboztetd genetikai jellemzdje
ennek a ritka betegségnek. NAB2-STAT6 génfuzios altipusai és a TERT gén promoterében
1évé mutéacidk prognosztikai jelentdséget mutattak a szoliter fibrozus tumorokban, valamint a
tumorszovetben immunhisztokémiai uton detektalt STAT6 expresszido tovabbi hasznos

markerként hasznalhat6 az intra- és extrathoracalis daganatok diagnozisanak igazolasara.
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A daganatok molekularis €s patologiai jellemzésének legujabb eredményei ellenére sincsenek
egységes klinikai irdnyelvek, a kezelési, és a nyomon kovetési stratégidkat illetden. A jelenlegi
standard eljaras a kurativ miitét, lehetség szerint a tumor teljes eltavolitasaval, a dignitastol és
az egyén patofiziologiai jellemz6itol fiiggetleniil. A miitéttel ellentétben, a hagyomanyos kemo-

, 1lletve sugarterapia €s a célzott molekularis terapia szerepe még tisztazando.

A szoliter fibrozus tumorok kimenetelének megitélése tovabbra is nagy kihivast jelent. A
daganatok 80%-a szOvettanilag joindulatunak igazolodik. Mindazonaltal a joindulatu
daganatok is kitijulhatnak, illetve 4talakulhatnak rosszindulati daganattokka. Osszességében az

Osszes beteg 15-20%-anal jelentkezik kiujulas a kezdeti terapia utan.

Az egyéni hisztopatologiai paraméterek csak korlatozott prognosztikai értékkel birnak szoliter
fibrozus daganatok esetében, szemben mas daganatokkal. Ennek megfeleléen szamos olyan
pontrendszert fejlesztettek ki, amely a szovettani és klinikai paramétereket 6tvozve a kiujulas
¢s a talélés megbecsiilését szolgalja. Azonban a legtobb informécido mindmaig a patologiai
leletekbdl szarmazik, ¢és jelenleg nem létezik megbizhatd, non-invaziv prognosztikus
biomarker. Ennek megfelelden sziikséges minél hamarabb jobb kockazati rendszerek
kidolgozasa, melyek segitenek a betegség lefolyasat megérteni, illetve tAmpontokat adnak a
megfeleld terapias terv felallitasahoz. Kovetkezésképpen, azon tul, hogy ezen ritka daganatokat
a klinikai és a patoldgiai paramétereik alapjan karakterizaljuk, kutatasunk a vérbdl szarmazo
non-invazivan nyert rutin markerek — mint lehetséges prognosztikai faktorok — elemzésére is

0sszpontositott.

A kutatocsoportunk korabban — masokkal egyiittmiikodve — bebizonyitotta, hogy a keringd
gyulladdsos biomarkerek, koztilk a C-reaktiv protein (CRP), a fibrinogén és a neutrofil-
limfocita arany (NLR) prognosztikus, mig a fibrinogén, illetve a CRP — a multimodalis terapia
megitélése szemszogébdl — prediktiv értékkel is bir malignus pleuralis mezotelioma esetén.
Tovéabba kimutattuk, hogy a gyulladdsos allapot negativ hatassal van azoknak a betegeknek a
talélésére, akik kurativ tiidéattét eltavolitdson (metastasectomian) estek at, attétet ado
rosszindulatt vastagbél daganatok esetén. Igy feltételeztiik a kutatasunk kezdetekor, hogy a

gyulladasos biomarkerek a szoliter fibrozus daganatok esetén is prognosztikai szereppel birnak.
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11.2. Betegek és Modszer
2/1. Beteganyag

Ot nemzetkdzi, nagy beteganyaggal és magas miitéti szimmal rendelkezd centrum vett részt a
vizsgalatban: A Pisai Egyetem (Universitd di Pisa) Mellkassebészeti Osztalya, a Bécsi
Egyetemi Korhaz (Allgemeine Krankenhaus der Stadt Wien) Mellkassebészeti Osztalya, a Gazi
Orvostudoményi Egyetemi Korhaz (Gazi Universites Hastanesi) Mellkassebészeti Osztalya,
illetve hazankbol az Orszagos Onkologiai Intézet és Orszagos Koranyi Pulmonologiai Intézet
Mellkassebészeti Osztalya. Kezdetben 162 beteget vontunk be a vizsgalatba. 14 beteget zartunk
ki a vizsgalatbol, mert ismételten kitijjuld tumora volt és nem allt rendelkezésre megfeleld
mennyiségli informaci6 a korabbi daganataval kapcsolatban. 5 beteg nem esett at kurativ célu
miitéten, ezért szintén nem lett végiil bevonva a vizsgalatba. 12 beteget vesztettiink el az
utankovetés soran, mig 6 beteg esetén a végsd szovettan nem szoliter fibrozus tumort igazolt
(két beteg esetén mesotheliomat, egy-egy betegnél pedig neurinomat, gyulladasos
pseudotumort, fibrosarcomat, illetve synovialis sarcomat). Tekintettel az el6bbiekben
részletezett kizarasi kritériumoknak, a végs beteganyagban 125 beteget vizsgaltunk.
Retrospekitv adatgytijtést végeztiink a nemzetkozi és a helyi etikai torvényeknek megfelelden,
melyek megfelelnek a Helsinki Deklaracioban leirtaknak és figyelembe vették a résztvevo

intézetek gyakorlatat és lehet6ségeit (3. tablazat).

3. tablazat - Résztvevo kozpontok, etikai engedélyek és a bevont betegek szama.

b S T gy oo Ko Tones |7
, 8 - Budapest, (52614— 4/2013 | EKU)

Magyarorszag

Mellkassebészeti részleg, Pisai Egyetem, Bioetikai Bizottsag, Pisai Egyetem |[n =28

Olaszorszag (791/2015)

Mellkassebészeti részleg, Bécsi Bécsi Orvostudomanyi Egyetem n=24

Orvostudomanyi Egyetem, Ausztria Etikai Bizottsag (1671/2014)

Mellkassebe§zet'1 Osztaly, Gazi Gazi Egyetem Etikai Bizottsiga n=20

Orvostudomanyi Egyetem, Ankara,

o , 129/2015 20

Torokorszag

Mellkassebészeti Osztaly, Orszagos Magyar Orvosi Kutatasi Tanacs n=18

Onkolodgiai Intézet, Budapest, Magyarorszag |(52614— 4/2013 / EKU)
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Mind a 125 bevont beteg kurativ céli sebészeti beavatkozason esett at 1999. januar és 2016.
februar kozott. Minden beteg szdvettani- ¢s immunhisztokémiai vizsgalatat az adott intézetben
dolgozo, mellkasi daganatokban jartas patologus vizsgalta. Az atlagos utankdvetési id6 a
miitétet kovetden 50 honap volt (3 és 202 honap kozott valtakozva), és minddsszesen 7 betegnél
(5,6%) volt kevesebb, mint 12 honap. Ezen 7 beteg esetén 3 honapra (n = 1) vagy 6 honapra (n

= 5) a miitét utan volt a kontroll CT vizsgélat.

A daganatok szovettani értékelése a Perrot és mtsai. altal meghatarozott algoritmus Sszerint
tortént. Roviden Osszefoglalva, a 0 és 1-s de Perrot stadiumu daganatos betegek voltak azok
akiknél hianyzott a rosszindulatiisag szovettani jele mind peduncularis (0-s stadium) mind
szesszilis (1-s stadium) jelleg esetén. De Perrot 2 vagy 3-s stadiumtinak szamitott a daganat, ha
szovettanilag észlelhetéek voltak rosszindulatusag jelei peduncularis (2) vagy szesszilis (3)

elvaltozasok esetén. Az attétet add daganatok pedig a De Perrot 4-s stddiumba tartoztak.

A rosszindulatasag kritériumait a kovetkezOképpen hataroztuk meg az England kritériumok
alapjan: magas mitotikus aktivitds, magas sejttartalom, sejtelhalds és bevérzés jelenléte,

cellularis polimorfizmus.

Minden gyulladasos paramétert periférias vénas vérbdl hataroztunk meg a hazabocsatas napjan,
illetve hét nappal az elsé miitéti beavatkozas el6tt, a rutin vérvétel részeként. A miitéthez
legkozelebb esd, de mindenképp a miitét el6tti értéket vettiik alapul. A CRP meghatarozasa —
egy centrum kivétel — az Osszes résztvevd intézetben hasonloan egységesitett modon tortént
turbidimetrids immunassay technikaval, mely esetén a klinikai valasztovonal a 0,5 mg/dl-s érték
volt. A torok beteganyagban a CRP nephelometrikus technikdval keriilt kiszamitasra. A
fibrinogén szint minden centrumban Claus metddussal lett meghatarozva és az emelkedett
értéket 390 mg/dl felett hatdroztuk meg. Végiil az NLR értéket a vérben talalhatdé neutrofil
granulocita és lymphocita értékek ardnyabol szamoltuk ki, és az 5-nél nagyobb értéket vettiik
emelkedettnek, csakiigy, mint korabban egy malignus pleuralis mezoteliomaval kapcsolatos

tanulmanyunkban.

Az atlagéletkor (59 év +/- 12,2 év) alapjan két csoportot kiilonitettiink el. Korabbi tanulméanyok
eredményeit figyelembe véve, a tumorméret alapjan a 10 cm-s atmérét hataroztuk meg klinikai

valasztovonalnak.
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2/2. Statisztikai analizis

A folytonos valtozokat mindig a kozép-, illetve a két szélséértek figyelembe vételével adtuk
meg. A nem parametrikus adatokat Mann-Whitney U tesztel, mig a parametrikus adatokat
kétmintas t-probaval hasonlitottuk 6ssze. Kategorikus valtozok esetén a Khi-négyzet probat és
a Fisher-egzakt tesztet alkalmaztuk. Esemény nélkiili talélés (EFS) esetén minden talélési
analizis a miitét és a halal idépontja/tumor kitjulasa kozott eltelt idét vette figyelembe.
Amennyiben a betegnél egyik sem kdvetkezett be, az utolsé kontroll idépontjat vettiik alapul.
Az egyvaltozds tulélési analizist Kaplan-Meier talélési gorbék alapjan végeztiik log-rank
teszttel, mig tobbvaltozos analizis esetén Cox—regresszios modellt alkalmaztunk (a hazard ratio

[HR] és a konfidencia intervallumok [CI] meghatarozasa révén).

Tekintettel arra, hogy a de-Perrot stadium és a tumor dignitas szorosan Osszefliggott egymassal,
a multivarians talélési analizisek alkalmaval két modellt vizsgaltunk. Az elsé model tartalmazta
az életkort (59 év felett vagy alatt), a tumor dignitast (jo- vagy rosszindulatu), a tumor méretet
(10 cm feletti vagy 10 cm-s, illetve alatti), a rezekcids szélet (pozitiv vagy negativ), a fibrinogén
szintet (magas vagy alacsony), valamint az NLR értéket (5 feletti vagy alatti). A masodik
modell a kovetkezé paraméterek alapjan kertilt kiszamitasra: életkor (<59 év vagy >59), de
Perrot stadium (korai vagy kés6i), tumor méret (>10 cm vagy <10 cm), rezekcios szél (pozitiv
vagy negativ), fibrinogén szint (magas vagy alacsony) és NLR (<5 vagy >5). A statisztikai
szamitasokhoz az SPSS 21 statisztikai programot hasznaltuk, a nullhipotézis elvét pedig p <

0,05 esetén vetettik el.

11.3. Eredmények
3/1. Klinikai jellemzdk és miitét utini morbiditas, illetve mortalitas

A vizsgalat sordn Osszesen 74 not (59,2%) és 51 férfit (40,8%) vizsgaltunk, akiknek eldzetes
szOvettani vizsgalat erésitette meg a mellkasi szoliter fibrozus tumorat. Az atlag életkor, illetve
a standard deviaci6 59 +/- 12,2 év volt. A legfiatalabb beteg 25 éves, a legidésebb 86 éves volt.
A résztvevd centrumok betegeinek legfontosabb klinikopatologiai jellemzdi a 4-es tablazatban
lathatoak. Koriilbeliil a vizsgalt csoport fele sohasem dohényzott életében (n = 55; 44,8%), és
érdekes modon 17 beteg (13,6%) szenvedett egyéb rosszindulati daganatos betegségben a
szoliter fibrézus tumor mellett. A betegek dontd tobbsége hagyomanyos, nyilt tidomiitéten

(thoracotomia) esett at (n = 91, 72,8%), mig azokat a betegeket, akik klasszikus
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Khi-négyzet proba; p = 0,002).

Osszefoglalban a VATS csoportba soroltuk (n =

videothoracoscopos (azaz VATS [n = 32]), vagy robottal végzett miitéten (n = 2) estek at,
34, 27,2 %). A VATS csoportnak
szignifikansan rovidebb volt a korhazi tartozkodasi ideje szemben a hagyoméanyos miitéten
atesett betegekkel (atlagos korhazi tartozkodads VATS csoport esetén 5 nap, mig nyilt mutét
esetén 7 nap volt, Mann Whitney U teszt, p < 0,001). Megjegyzend6 azonban, hogy a VATS
csoportba tartozo szoliter fibrozus tumorok jelentésen kisebbek voltak a nyilt miitéttel kezelt
esetekhez képest (az atlagos méret a VATS csoportban 3,25 cm, mig a nyilt m{téti csoportban
8,3 cm volt, Mann Whitney U teszt p < 0,001), illetve minden esetben joindulatiak voltak (21

rosszindulata szoliter fibrozus tumort operaltak nyilt miitét soran, mig VATS technikaval 0-t,

4. tablazat - A paciensek jellemz0i a teljes kohorsz vizsgalatban (n = 125).

Nem N6 74 (59,2%)
Férfi 51 (40,8%)
Soha nem dohanyzott 56 (44,8%)
Dohanyzas Dohanyzott 53 (42,4%)
Nincs adat 16 (12,8%)

A betegség kiujulédsa

Nem tjult ki

111 (88,8%)

Kitjult 14 (11,2%)
Miitét tipusa VATS 34 (27,2%)
Nyitott 91 (72,8%)
Szisztémas terapia 6 (4,8%)
Kiegészitd terapia Radioterapia 7(5.6%)
Kemo-radioterapia 2 (1,6%)

Csak mutét 110 (88%)
Tumor dignitasa Benignus 104 (83,2%)
Malignus 21 (16,8%)
Tumor mérete <10 cm 86 (68,8%)
>10 cm 39 (31,2%)
Negativ 112 (89,6%)
Rezekcids szélek Pozitiv 9 (7,2%)
Nincs adat 4 (3,2%)
0 49 (39,2%)
1 38 (30,4%)
De Perrot stadium 2 14 (11,2%)
3 19 (15,2%)
4 1 (0,8%)
Nincs adat 4 (3,2%)
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CD34 Pozitiv 125 (100%)

Negativ 0

Pozitiv 66 (52,8%)
Bcl2 Negativ 0

Nincs adat 59 (47,2%)

Pozitiv 34 (27,2%)
CD99 Negativ 0

Nincs adat 91 (72,8%)
Median CRP (tartomany) mg/dl (n = 62) 0,59 (0,2-35)
Median Fibrinogén (tartomany) mg/dl (n = 79) 350 (200-1098)
Median NLR (tartomany) (n = 111) 2.51 (0,93-16,38)

A teljes tumorszdvet eltdvolitasanak aranya (RO rezekcid) hasonld volt mindkét csoportban (31
szoliter fibrozus tumor esetében tortént RO rezekcio a VATS csoportban [93,9%], mig 81
daganat esetében nyilt tiidomiitét soran [92%], Fisher-egzakt teszt; p = 1,000). Ez arra enged
kovetkeztetni, hogy kis méretli és joindulatu szoliter fibrozus tumorok esetében a megfeleld

eljarasi mod a VATS, illetve a robot technika.

A posztoperativ iddszakot tekintve, 15 beteg esetében (12%) 1épett fel miitét utani komplikacio
(vérzés 7 betegnél, szivritmuszavar 2 betegnél, neurologiai komplikacio 2 betegnél, sebfertdzés
1 betegnél, tiiddgyulladas 1 betegnél, mellkasi folyadékgyiilem légmellel 1 betegnél, illetve a
gégét beidegz6 ideg bénulasa [nervus recurrens paresis] egy betegnél 1épett fel). A szamok
alapjan gyakoribb volt a miitét utani szo6védmény a nyilt mitéttel operalt betegeknél (n = 14,
15,4% komplikacids rata), mint a VATS csoportba tartozoknal (n = 1, 2,9% komplikacios rata,
Fisher-egzakt teszt; p = 0,067). A mitétet kovetd 30 napon beliil minddssze egy beteg halt meg,
akinél miitét utdn olyan sulyos vérzés Iépett fel, hogy minden alkalmazott terapia ellenére a

beteg életét vesztette.

A betegségmentes ¢€s a teljes tulélést illetden, dsszesen 14 betegnél (11,2%) volt kimutathaté a
daganat kitjulasa a miitéti ellatast kovetden, és 16 beteg (12,8%) hunyt el a megfigyelés ideje
alatt. Azon a betegknél, akiknél a daganat kitjult 9 beteg (64,3%) Gjabb miitéten esett at, mig
5 beteg (35,7%) esetében kemo-sugarterapia volt javallott.
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3/2. Az eltavolitott daganatok patolégiai és immunhisztokémiai jellemzoi

Az eltavolitott szoliter fibrozus tumorok 73,6%-a (n = 92) benignus daganatnak bizonyult.
Erdekes modon a rosszindulatii szovettani tipus gyakrabban fordult elé idésebb betegekben: a
malignus daganattal rendelkez6 betegek 76,2%-a (n = 16) iddsebb volt, mint az atlagéletkor (59
¢v, Khi-négyzet proba; p = 0,019). JellemzOen a rosszindulati szovettani tipusok
szignifinkdnsan gyakrabban fordultak elé a 10 cm-t meghaladé nagysagu daganatok kozott
(Khi-négyzet proba; p = 0,002). Tovabba megjegyzendd, hogy a legtobb a miitét utan ismételten
megjelend daganat is a rosszindulatll szdvettani csoportba tartozott. Ugyanakkor 5 esetben
joindulata szoliter fibrozus tumor ujult ki a sebészi beavatkozast kdvetden (a kitijulasi rata a 8
rosszindulatd tumor esetén 38,1%, mig az 5 jéindulata tumor esetében 5,4% volt, Fisher-egzakt
teszt; p <0,001). A de Perrot stadium és betegkohorsz tobbi klinikopatoldgiai jellemzoi a 4-es
tablazatban lathatoak. A beosztas a korai (de Perrot stadium 0 vagy 1, n = 87, 69,6%), illetve a
késoi (de Perrot stadium 2, 3, 4, 5 n = 34, 27.2%) csoportokat kiiloniti el. 4 beteg esetében a de

Perrot stadium ismeretlen volt.

Az immunhisztokémiai profilt figyelembe véve (7-es dbra), minden daganat CD34 pozitiv volt.
Altalanossagban elmondhat6, hogy a CD34 felszini marker mellett a szoliter fibrézus tumorok
felszinén mind megtalalhatoak voltak a legfontosabb diagnosztikus markerek is kiilonb6z6
mértékben (Bcl-2 pozitiv esetek szama: 66; CD99 pozitiv esetek szama: 34). Kiegészitésnek
megjegyzendd, hogy nem minden fontosabb felszini markert vizsgaltak minden esetben a rutin
szovettani vizsgalat soran. A CD34 volt a leggyakrabban vizsgalt felszini fehérje (91,2%-a a
vizsgalt beteganyagnak), azaz legtobbszor ezt hasznaltak, mint a szoliter fibrozus tumorokat
egyértelmiien azonositd felszini marker az altaldnos, hagyoményos szovettani jellemzOk
mellett. Kiemelendd, hogy azoknal a betegeknél, akiknél elvégezték a Bcl-2 és a CD99
immunhisztokémiai meghatarozasokat, minden esetben pozitivitast talaltak az imént emlitett
két markerre vonatkozdan. Megjegyzendd ugyanakkor, hogy a cikk irasakor az wjonnan
felfedezett és fontosnak vélt STAT6 expressziot ebben a beteganyagban nem vizsgaltuk, mert
a daganatok dontd tobbségének a szovettani vizsgalata ezen felszini marker jelentdségének

leirasa elott tortént.
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HRaii e s cp3a

BCL2 - KI67

7. abra - A szoliter fibrozus daganatok szoévettani jellemz6i. (A) A hematoxilin-eozin festés
viszonylag egyenletes tumorsejt-eloszlast mutat, szorosan dsszefonodva a rostok kozott. (B) A CD34
diffiz immunfestése a betegség szovettani jellemzdje. (C) BCL2 fokalis jeldlése az SFT

tumorsejteken. (D) A ritka Ki67 pozitivitas az SFT szévetben osztodo sejtjeire jellemzd6.

3/3. A Kklinikai és az immunhisztokémiai paraméterek prognosztikus jelentésége

A median esemény nélkiili talélést (EFS) egyik beteg esetében sem értiik el a vizsgalati id0szak
végeztével sem, ami a szoliter fibrozus tumorok viszonylagos jo kimenetelére enged
kovetkeztetni megfeleld kurativ sebészi ellatast kovetden. A 30 napos EFS a miitétet kovetden
99% volt, az 1, 3, 5, illetve 10 éves EFS pedig 98%-0s, 90%-0s, 77%-0s, és 67%-0s volt. Ha a
klinikai és a patologiai jellemzdk alapjan vizsgaltuk a betegeket a kovetkezé paraméterekben
volt szignifikans kiilonbség a daganatos betegség kimenetelét illetéen: életkor (<59 év vs. >59
¢év), tumor dignitas (rosszindulatu vs. joindulatu szoliter fibrézus tumor), tumor méret (<10 cm
vs. >10 cm), de Perrot stadium (korai vs. késoi stadium), és sebészi rezekcios szél (pozitiv vs.
negativ sz¢€l). A mitét tipusa (hagyomanyos nyilt mitét vs. VATS/ robot technikéaval torténd

mtét) nem befolyasolta szignifikansan a talélést.
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3/4. Gyulladasos biomarkerek a vizsgalt beteganyagban

A CRP atlagos mtét el6tti értéke 0,59 mg/dl (0,02 és 35 mg/dl szEls6értékek kozott valtozva),
mig a fibrinogén szint kozépértéke 350 mg/dl (200 és 1098 mg/dl kozott valtozva) volt.
Hangsulyozand6 azonban, hogy 63 beteg esetén (50,4%) nem allt rendelkezésiinkre a miitét
elotti CRP értéke, 45 beteg esetén pedig hianyosak voltak az adataink a fibrinogén szintet
illeten is. A betegeket a fibrinogén szint alapjan két csoportra osztottuk: egy 390 mg/dl-hez
képest emelkedett fibrinogén szinttel rendelkezé csoportra (n = 33, 26,4%), illetve egy normal
tartomanyban 1évé betegek csoportjara (n = 47, 37,6%). A vérben 1évé fehérvérsejtek
neutrophil-lymphocyta aranyanak (NLR) atlagos értéke 2,51 volt (0,93 és 16,38 kozott
valtakozva). A szamszerisitett eloszlas alapjan pedig a bevont betegek NLR értéke 99 (79,2%)
esetben kisebb, 12 esetben (9,6%) pedig magasabb volt mint 5. N = 14 betegnél (11,2%) az
aranyszam legalabb egyik Osszetevéjének értéke nem allt rendelkezésiinkre, ezaltal pedig az

NLR pontos értékét sem tudtuk meghatarozni.

3/5. A gyulladasos paraméterek és a szovettani jellemzok kozotti osszefiiggések

Ha figyelembe vesszilk a tumorok dignitdsat, a rosszindulati szoliter fibrozus tumorok
gyakrabban tarsultak -igaz nem szignifikansan, de- emelkedett fibrinogén szinttel (p = 0,052).
A j0 és rosszindulatl szovettani csoport kozott nem volt szignifikans eltérés a miitét elétti CRP
és NLR értékek tekintetében. Erdekes modon azonban, azon betegeknél, akiknél a miitét elott
emelkedett CRP értéket és magas fibrinogén szintet mértek, a tumor mérete jelentésen nagyobb
volt a normal gyulladasos értékekkel rendelkezd tarsaiknal (atlagos tumorméret az emelkedett
¢s a normal CRP szinttel rendelkezd betegek tekintetében, 10,15 vs. 4,95 cm, Mann-Whitney
U teszt p = 0,008; emelkedett és normal fibrinogén szintel rendelkez6 beteg kozotti tumorméret,
11.0vs. 6,5 cm, Mann-Whitney U teszt p = 0,006). Tovabba a korai és a késéi de Perrot stadium
szintén Osszefiiggést mutatott az emelkedett fibrinogén értékkel (késoi stadiumban 13 beteg
[61,9%] esetén volt emelkedett ezen érték, Khi négyzet proba p = 0,031). A tobbi vizsgalt
paraméter koziil sem a CRP (p = 0,855), sem az NLR (p = 0,175) esetében nem észleltiink

szignifikans Osszefliggést a de Perrot stadiumra vonatkozoan.
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3/6. Gyulladasos paraméterek, mint prognosztikai faktorok

Az egyvaltozos talélési analizis eredményei alapjan kijelenthetd, hogy mind a fibrinogén szint
(>390 mg/dl vs. normal tartomanyban 1évé, HR 4,001, C1 1,493-10,722, p = 0,006), mind az
NLR (>5 vs. <5, HR 3,906, CI 1,401-10,889, p = 0,009) jelent6s prognosztikai szereppel bir
szoliter fibrozus tumorok esetén. CRP esetében viszont nem észleltiink jelentds tulélésbeli
kiilonbséget (p = 0,135). Az értékek tovabbi vizsgalata céljabol multivarians talélési analizist
végeztiink. Ennek eredményei alapjan megallapithato, hogy a fibrinogén szintje és a tumor
dignitasa fiiggetlen prognosztikai faktornak tekinthetd (NLR esetén viszont nem szignifikdns

Osszefiiggéseket észleltiink a tobbvaltozos modell alkalmazésa soran).
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8. abra - A szignifikans prognosztikai paraméterek Kaplan-Meier grafikonjai. (A) Az 59 évesnél
idosebb betegeknél szignifikansan rovidebb volt az eseménymentes tulélés (EFS) a szoliter fibrozus
tumor (SFT) kurativ miitéte utan, 6sszehasonlitva a fiatalabb betegekkel (log rank teszt; p = 0,002).
(B) A rosszindulatti SFT-t szignifikansan rovidebb EFS jellemezte, 6sszehasonlitva a jéindulata SFT-
vel (log rank teszt; p < 0,001). (C) A 10 cm-nél nagyobb daganattal rendelkez6 betegek szignifikansan
rosszabb prognoézissal rendelkeztek a kisebb daganatokkal rendelkezé betegekhez képest (log rank
teszt; p = 0,024). (D) A de Perrot stadiumrendszer hatasa az EFS-re (log rank teszt; p = 0,001). (E) A
kurativ mutét utani pozitiv rezekcios szélekre a révidebb EFS jellemz6, 6sszehasonlitva az ép
rezekcids szélekkel (log rank teszt; p = 0,019). (F) A keringd fibrinogén szintnek prognosztikai
jelentésége volt az SFT-ben (log rank teszt; p = 0,003). (G) A neutrofil-limfocita aranynak

prognosztikai jelentsége volt az egyvaltozos EFS elemzésben (log rank teszt; p = 0,005).
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5. tablazat - Egyvaltozos prognosztikai jellemzok.

Eletkor >59 vs. <59 4,231 1,561-11,465 0,005
Dignitas malignus vs. benignus 6,981 3,008-16,204 <0,001
Tumor mérete > 10 cm vs. < 10 cm | 2,527 1,096-5,825 0,030
De Perrot stadium késoi vs. korai | 3,849 1,651-8,975 0,002
Rezekciods sz¢El pozitiv vs. negativ 4,172 1,147-15,169 0,030
Fibrinogén emelkedett vs. normal |4,001 1,493-10,722 0,006
NLR >5 vs. <5 3,906 1,401-10,889 0,009

6. tablazat - Tobbvaltozos tulélési elemzések. Az 1. modell tobbvaltozés Cox regresszidja a
kovetkezd jellemzoket tartalmazza: a beteg kora, a daganat dignitdsa, a daganat mérete, a mutéti
rezekcios szélek, a fibrinogén és az NLR. A 2. modell az életkorbol, a tumor méretébdl, a De Perrot
stadiumbo6l, a daganat dignitasabol, a miitéti rezekcids szélekbdl, a fibrinogén szintb6él és az NLR

aranybol all.

1-es modell (n = 71)

Események szama 17

Esemény nélkiil 54

Jellemzdk Kockazati arany | 95% konfidenciaintervallum |p érték
Eletkor: >59 vs. <59 1,61 0,47-5,55 0,452
Dignitas: malignus vs. Benignus 4,66 1,22-17,80 0,024
Tumor mérete: >10 vs. <10 cm 2,47 0,64-9,63 0,192
De Perrot stadium: késéi vs. korai

Rezekciods szél: pozitiv vs. negativ 2,99 0,45-19,99 0,258
Fibrinogén: emelkedett vs. normal 455 1,20-17,17 0,026
NLR: >5 vs. <5 2,50 0,49-12,88 0,274

2-es modell (n = 67)

Események szama 16

Esemény nélkiil 51

Jellemzok Kozkazati arany | 95% konfidenciaintervallum |p érték
Eletkor: >59 vs. <59 1,74 0,49-6,11 0,390
Dignitas: malignus vs. benignus

Tumor mérete: >10 vs. <10 cm 2,09 0,56-7,83 0,276
De Perrot stadium: késéi vs. korai 4,31 0,95-19,49 0,058
Rezekcios szEl: pozitiv vs. negativ 2,98 0,46-19,09 0,250
Fibrinogén: emelkedett vs. normal 4,44 1,11-17,69 0,035
NLR: >5 vs. <5 4,11 0,71-23,76 0,114
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11.4. Megbeszélés

Ezen nemzetk6zi multicentrikus vizsgalatban, 125 szovettanilag igazolt szoliter fibrozus
tumorral diagnosztizalt és sebészileg kezelt beteg klinikopatologiai adatait és talélését

vizsgaltuk.

Megjegyzendd, hogy ez a — betegség eléfordulasahoz képest viszonylag nagy esetszamot
feldolgozé — tanulmany elséként mutatja be, hogy a vérbdl szarmazo biomarkerek fiiggetlen
prognosztikai jelentéséggel birnak mellkasi szoliter fibrozus daganatok esetén (beteganyagunk
reprezentativnak bizonyult mind a fébb klinikai, mind a patologiai jellemzdk tekintetében). A
joindulatt daganatok a vizsgalat beteganyaganak 73,6%-at tették ki, mely megkozelitette a
korabbi tanulmanyok altal is megallapitott 80%-ot. Tovabba, mint azt mar kordbban leirtak, a

rosszindulata altipus megnovekedett tumor mérettel €s rosszabb prognozissal tarsult.

A tiidorékkal ellentétben a betegek csak koriilbelil fele volt dohanyos, jelezve, hogy az
intrathoracalis szoliter fibrézus tumorok patogenezise nem 4ll olyan egyértelmi
Osszefiiggésben a dohanyzassal, mint az ismert tiidécarcinomak esetén. A szakirodalomhoz
hasonloan a daganatok nemek szerinti el6fordulasa kozel azonos (enyhe néi talsullyal [59,2%
nd]) volt, és beteganyagunk atlagéletkora is hasonl6 a korabban publikalt adatokkal. Azonban
mas rosszindulat daganatokkal kapcsolatban, nem talaltunk hasonléan magas eléfordulasi
szazalékot (13,6 vs. 27%), mint ahogy azt korabbi publikaciok hangsulyoztik. Erdekes modon
két betegnek volt szinkron tiidé adenocarcinomaja, amelyet mindkét esetben miitéttel, az
els6dleges daganattal egyiitt eltavolitottak. Az egyik beteg a miitétet kdvetd 5. évben elhunyt
az adenocarcinoma kifijulasa, illetve annak attétei miatt. A masik beteg viszont 60 honappal a
mitétet kovetden is €élt, a daganat kiijulasa és a tavoli szervi attétek megjelenése nélkiil. Fontos,
hogy adataink arra utalnak, hogy a nyilt miitéthez viszonyitva a VATS technika biztonsagos €s
hatékony modszer a joindulata szoliter fibrézus tumorok kezelésében kisebb tumorméret
esetén. Tovabba VATS miitét esetén hasonld daganatmentes rezekcidos szél biztosithato,
rovidebb a korhazi tartézkodéds és alacsonyabb a szovédmény rata. Ezenkiviil, meg kell
emliteni, hogy a kiujul6 daganatos betegek kétharmada volt alkalmas az ismételt sebészi
kezelésre, feltételezve, hogy a nyomon kdovetést egy interdiszciplinaris team feliigyeli,
amelyben pulmonologusok, radio-onkoldgusok, onkologusok és mellkassebészek is helyet
kaptak. Ezért elsddlegesen, a tiid6 parenchymat kiméld, de radikalis rezekciot kell elényben

részesiteni, ahhoz, hogy a késébbiekben is fennmaradjon az ismételt miitét lehetdsége.
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A korabbi vizsgalatokhoz hasonldan, tanulmanyunk soran igazoltuk a de Perrot stadium
prognosztikai értékét. Ezenkiviil bebizonyitottuk, hogy a daganat dignitdsa prognosztikai
szempontbol fliggetlen volt az életkortdl, a daganat méretétdl, a rezekcids szélektdl, és a
gyulladasos paraméterektol, de — a varakozasoknak megfeleléen — szoros kapcsolatban allt a de
Perrot stddiummal. Ugyanakkor, prognosztikai értéke jelentéktelenné valt, amikor mindkét
patoldgiai paramétert belevettilk egy tobbvaltozés modellbe (ezen adatokat nem jelenitettiik
meg). Tovabba kimutattuk, hogy a tumormentes rezekcios szélek ¢s a daganat nagysaga
jelentésen befolyasolja a posztoperativ kimenetelt az egyvaltozos talélési elemzésekben, amint

azt korabban is bemutattuk.

Tanulmanyunk els6 a nemzetkdzi szakirodalomban, mely a fibrinogén fiiggetlen prognosztikai
értékét hangsulyozza ezen ritka daganatok esetében. A fibrinogén értéke szignifikdns
Osszefliggést mutatott tovabba a tumor méretével, a de Perrot stddiummal, és a tumor
dignitasaval egyarant. Kovetkezésképpen a fibrinogén hasznos marker lehet a nyomonkdovetési

¢s kezelési stratégidk megtervezésében radikalis rezekcid utan.

Ezek a megallapitasok Osszhangban vannak mas mellkasi rosszindulati daganatokkal
kapcsolatos korabbi tapasztalatainkkal. Azonban, szemben azokkal a tanulmanyokkal, amiket
féleg mezotelioma esetén végeztek, a CRP volt az egyetlen, olyan gyulladdsos paraméter,
amelynek nem tulajdonitottunk prognosztikai jelentdséget a szoliter fibrozus tumoros
betegeknél az univaridns talélési elemzések soran, és igy nem Kkeriilt tovabbi vizsgalatra a
multivarians analizisekben. Ennek egyik lehetséges magyarazata, hogy a bevont betegeink egy
részében nem allt rendelkezésiinkre a CRP értéke (az olasz beteganyagban a CRP-t nem mérték
a preoperativ vizsgalatok soran). Normal tartomanyban 1évé miitét el6tti CRP-vel rendelkezd
betegek esetén valdban jellemzdbb volt a hosszabb esemény nélkiili talélés, kiilondsen a hossza
tava nyomon kovetés soran (log rank teszt; p=0,115, CRP magas vs. alacsony: egy-, harom-,
Ot- és tizéves tulélés: 94 vs. 95; 80 vs. 89; 46 vs. 89, illetve 31 vs. 89%). Ez a tendencia
szignifikans lehet nagyobb kohorsz tanulméanyokban, amennyiben tobb CRP értéket tudnak
vizsgalni. Ezenkiviil a CRP jelentés 6sszefliggést mutatott a nagyobb daganatmérettel. Erdekes
modon a CRP ¢és a fibrinogén értékek erdsen korrelaltak egymassal (Pearson-féle korrelacios
egyitthatdo 0,676, p < 0,001), jelezve, hogy mindkét akut fazis fehérje hasonlod biologiai
hattérrel rendelkezik (az adatokat nem jelenitettiik meg). Ugyanakkor az NLR ¢és a két akut
fazis fehérje kozotti Osszefiiggés nem volt olyan erds (Pearson-féle korrelacios egyiitthatd

0,262, p = 0,047 CRP és NLR esetén, valamint a Pearson-féle korrelacids egytitthatd 0,253,
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p = 0,029 fibrinogénre ¢s NLR-re vonatkozdan). Ebbdl adoddan feltételezhetd, hogy az NLR

mas gyulladdsos ttvonalon hat, mint a CRP ¢és a fibrinogén.

Hasonloan a korabbi megallapitasunkhoz malignus pleuralis mezotelioma esetén, a betegség
késoi stadiuma emelkedett fibrinogén szinttel jar. Tovabba az eredmények azt mutatjak, hogy
elérehaladottabb daganatok fokozott szisztémas gyulladasos valaszt valtanak ki, valamint, ha
az atlagos tumorméretet (de Perrot stadium helyett) 6sszehasonlitjuk a magas €és az alacsony
fibrinogén szinttel rendelkezé csoportok kozott, szintén hasonld eredményt kapunk. A
gyulladés kulcsfontossagu szerepet jatszik szamos rosszindulati daganat kialakuldsédban és
progressziojaban. Kovetkezésképpen az immunrendszer és a tumor kdzotti kdlesonhatasok
meghatarozzak a daganat jellemz6it, mint azt a legfrisseb publikaciok is mutatjak. A pontos
mechanizmusok, amelyek a szisztémds gyulladasos paraméterek prognosztikai értékét
meghatarozzak a daganatos betegek esetében, jelenleg nem teljesen ismertek. Azonban
koztudott, hogy a tumor és a gyulladasos reakciok szamos kozds utvonalon szabalyozza az
angiogenezist, valamint a sejtmigraciot- és proliferaciot, 0j terapias célpontokat kinalva ezaltal
a gyulladascsokkentd vegyiiletek szamara a modern onkoldgiai kezelés soran. Végiil meg kell
emliteni, hogy a médositott immunvalasz és a tumor menekiilési itvonalak szintén 0j és igéretes

terapias célpontok a kiilonb6z6 rosszindulati daganatokban szenvedd betegek szamara.

11.5. Kovetkeztetések

Osszefoglalva, kutatécsoportunk szdmolt be eldszor a gyulladasos markerek prognosztikai
szerepérdl intrathorakalis szolier fibrozus tumorok esetében. Ezek az olcso és széles korben
elérhetd vérben megtalalhaté biomarkerek, tovabbi prognosztikai informaciokat nyjthatnak a
kurativ céld miitét utan ebben a ritka betegségben. Tovabbi adataink azt mutatjadk, hogy az
aktivalt szisztémas gyulladasos valasz, egy joval agresszivabb daganat fenotipushoz tarsul.
Megjegyzendd, hogy eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy ezeket a gyulladdsos
markereket mellkason kiviili (extrathoracalis) szoliter fibrozusos tumoros betegek esetén is fel
kellene térképezni, tovabba vizsgalni kellene dket, a kiajulés €és a progresszio viszonylataban.
Tovabba mellkassebészeti szempontbol megallapitottuk, hogy a tumor egészben torténd
eltavolitisa magas betegségkontroll ardnyt eredményez. A VATS technika igéretes
posztoperativ eredményeket mutatott a kisméretii €s foként joindulati daganatokban. Azonban
a paciensek 11%-anal kigjult a betegség a kurativ célu miitétet kdvetden, igy jobb kockazat

felmérés és kezelés sziikséges, ahhoz, hogy megalkossunk egy célravezetd utankovetési
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stratégiat. A fibrinogén fiiggetlen prognosztikai értéket mutatott, €s segithet a klinikai kezelés
megtervezésében tumoreltavolitast kovetden. Az eredményeink azonban tovabbi bizonyitasra
szorulnak kiilondsen prospektiv kohorsz tanulmanyok altal, ahol a fentebb leirt paraméterek

mar a klinikai rutin részévé valtak.
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I11. A primer tiidoadenocarcinoma lokalizaciojanak hatasa az attétek elhelyezkedésére

és mintazatara vonatkozoan

111.1. Bevezetés

A tiidérak tovabbra is az egyik leggyakrabban diagnosztizalt daganatos megbetegedés
vilagszerte, tovabba a daganatos haldlozasok legfobb oka mind a férfiak, mind a nék korében.
Ugyanakkor, a vildgon a tiidérakos megbetegedések aranya mindkét nemben csokken, de a
néknél fele olyan gyorsan, mint a férfiakndl. Az évek soran szoros Osszefiiggést taldltak a
dohanyzas ¢és a nem kissejtes tiidorak (NSCLC) kialakuldsa kozott. A primer tumor
elhelyezkedése és a dohanyzas kozotti dsszefiiggésrdl azonban ellentmondasos adatok allnak
rendelkezésiinkre. A dohdnyzast kovetden kialakult NSCLC-rdl leirtdk, hogy gyakrabban
alakulnak ki a felsé lebenyben. Ezzel szemben mas vizsgalatok azt talaltdk, hogy a tiid6
adenocarcinomak kialakulasa altalaban a fels6 tiido régiokban torténik, és ez az dsszefiiggés
nem kapcsolodik a dohanyzasi elézményekhez. Egy kozelmultban megjelent SEER
(Surveillance, Epidemiology, and End Results) tanulmany 15 477 tiidérakos beteg esetén
vizsgalta a primer tumor lokalizacidjat. Eszerint a daganatok 65%-a felsé lebenyi
elhelyezkedést mutatott, mig 35%-ban jelentkeztek az als6 vagy a kozépsé lebenyben. Az
elhelyezkedés tulélésre gyakorolt hatasara vonatkozodan pedig — két fliggetlen retrospektiv
tanulmany eredményei alapjan — megallapithatd, hogy a primer tumor lokalizacioja (azaz felsé
vagy also régid) nem befolyésolta a korai staddiumi NSCLC-s betegek tulélését a miitétet
kovetden. Az imént emlitett tanulményok szerzoi ezért arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a
lebenyi elhelyezkedés nem befolyasolja a kezelés kimenetelét és ugyanazon onkologiai elvek

szerint kell minden esetben eljarni.

A lebenyi lokalizacion kiviil fontos meghatarozni, hogy az adenocarcinoma centralisan vagy
periférikusan novekszik, mivel az attétek kialakuldsdnak és a betegség kimenetelének
tekintetében egyértelmii kiillonbségek vannak. Egy nemrégiben végzett tanulmany, amely 417
tiidé adenocarcinomds esetet dolgozott fel, kimutatta, hogy a centralis elhelyezkedés
gyakrabban tarsul regionalis nyirokcsomo-attéttel, magasabb szovettani fokozattal,
elérehaladottabb stddiummal és rosszabb tuléléssel (szemben a periférias elhelyezkedés).
Mindazonaltal mas vizsgalatok, amelyek kisebb betegszammal dolgoztak ellentmondé adatokat
kozoltek a szovettani altipus €s az elsddleges tumor lokalizaciojanak metasztatikus helyekre

gyakorolt hatasarol.
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Jelen tudasunk szerint nem allnak rendelkezésiinkre pontos adatok a tiid6 adenocarcinoma
attétek kialakuldsanak idébeli eloszlasara vonatkozoan. Fontos kijelenteni tovabba, hogy bar a
tavoli attétek jelenléte rontja a progndzist, a metasztatikus mintazatot és annak a tulélésre
gyakorolt hatasat még nem vizsgaltak részletesen a primer tumor elhelyezkedésének (lebenyi
elhelyezkedés, és centralis vs. periférias elhelyezkedés) fiiggvényében. Ennélfogva célunk, az
attétképzési mintazat feltérképezése ¢s a tulélési mutatok vizsgalata a primer tumor

elhelyezkedésének fliggvényében tiid6 adenocarcinoma esetén.

111.2. Betegek és Mddszer
2/1. Vizsgalati populacié

Tanulmanyunk retrospektiv jellegli, nem intervencids kohort vizsgalat, mely tartalmazza az
Osszes olyan citologiailag vagy szdvettanilag igazolt tiidé adenocarcinomas beteget, akiket a
vizsgalatban kdzremiikodd 5 magyar szakintézményben diagnosztizaltak, kezeltek és kdvettek
2001 és 2014 kozott. Kizardlag bronchoszkdpos vizsgalaton atesett betegeket valogattunk be,
melynek kovetkeztében 1126 beteg bizonyult alkalmasnak a vizsgalatba torténd bevonashoz.
Célkitlizéseinknek megfelelden elére meghatarozott retrospektiv adatokat gyjtottiink Gssze,
Osszpontositva a primer tumor és a tavoli szervi attétek pontos lokalizacidjara, mind a diagnozis
felallitasakor, mind a betegség progresszidja soran (7. tablazat). A klinikopatologiai adatok
szempontjabol a kovetkezd paramétereket vizsgaltuk: nem, életkor, dohanyzasi anamnézis,
ECOG teljesitmény statusz, elsddleges tumor lokalizacio, stddium, metasztazis helye és szama.
Utankovetés szempontjabol a betegeket az elhaldlozéas idépontjaig vagy a vizsgalat lezarasaig
(2014. december 31.) kovettik. A betegek stadiumanak meghatdrozasdhoz a TNM
stadiumbeosztas 7.-ik kiaddsat hasznaltuk. A tavoli szervi attétek diagnozisa szamitdgépes
tomografia (CT), magnesesrezonancia-képalkotas (MRI) és fizikalis vizsgalat révén tortént.
Szubkutan metasztazisok esetén aspiracios cytologiara is sziikség volt a folyamat

verifikalasara.

A bronchoszkdpos lelet megléte és elérhetdsége a tanulméanyba torténd bevonas alapkritériuma
volt. A daganat elhelyezkedése szempontjdbdl az endoszkoposan lathatd tiido
adenocarcinomakat a centralis csoportba soroltuk, mig a tobbit periférias elhelyezkedésiinek
tekintettilk. A szervi attéteket mind a lokalizacidjuk, mind az iddébeli megjelenésiik

szempontjabol osztalyoztuk: a primer daganat diagnosztizaldsat kovetd 1 honapon beliil
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kialakult attéteket korai, mig az 1 honapon taliakat kés6i metasztazisnak véleményeztiik.
Tovabba, kiilonbséget tettiink az egy szervet érintd és a tobb szervet érintd attétek kozott is. A
kezelési protokollokat tekintve, valamennyi beteg esetén az aktudlis nemzeti és nemzetkozi
iranyelvek szerint jartunk el (a részletes kezelési adatok elsdsorban a 2. intézménybdl voltak
elérhetéek [n = 860; 76%]). A bevont betegek klinikopatoldgiai adatait a korhazi elektronikus
betegkezeld rendszerekbdl nyertiik ki, majd egy anonimizalt SPSS fijlban vezettik. A
vizsgalati protokollt az Egészségiigyi Vilagszovetség Helsinki Nyilatkozata altal eldirt etikai
normak alapjan, a Magyar Orvosi Tudomanyos ¢és Kutatasetikai Bizottsag (ETT TUKEB
510/2013, 4/2013 EKU) hagyta jova.

7. tablazat - Altalanos klinikopatologiai jellemzdk, tumor lokalizacié és metasztatikus eloszlas tiidé

adenocarcinomas betegekben.

Osszes Median OS | Egy szervet | Tobb szervet
(hénap) érintoé attét | érinto attét
Osszes beteg 1126 15.9 435 (38%) 187 (16%)
Nem
férfi 541 (48%) | 13,6 210 (48%) 88 (47%)
nd 585 (52%) | 18,7 225 (52%) 99 (53%)
Dohanyzas

soha 194 (17%) | 20,3 72 (17%) 25 (13%)
korabban 327 (29%) | 16,3 122 (28%) 54 (29%)
jelenleg is 534 (47%) | 14,4 208 (48%) 92 (49%)
nincs adat 71 (6%) 33 (6%) 16 (6%)

Primer tumor lokalizacio

(oldal)

bal 432 (38%) | 14,5 175 (40%) 69 (37%)
jobb 681 (60%) | 17,1 250 (58%) 117 (63%)
Nincs adat 13 (2%)

Primer tumor lokalizacio

(centralis vs. periférias)
centralis 434 (39%) | 10,6 180 (41%) 89 (48%)
periférias 690 (61%) | 18,8 254 (58%) 98 (52%)

Primer tumor lokalizacié

(felsé vs. also lebeny)

felsé 741 (66%) | 17,6 271 (62%) 116 (62%)
alsé 374 (33%) | 15,9 154 (35%) 70 (38%)
Stadium a diagno6zisnal
I 116 (10%) | 58,2
1 80 (7%) 37,9
i 308 (28%) | 17,3
v 622 (55%) | 11,1
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Median OS (hoénap) 13.4 6.8
Intézmény

#1 26 (2%)

#2 860 (76%)

#3 172 (16%)

#4 33 (3%)

#5 35 (3%)

2/2. Statisztikai médszerek

A kiilonb6z6 metasztatikus mintdzattal rendelkezd betegcsoportok kategorikus paramétereit
Khi négyzet probaval elemeztiik. Az események kockézati eléfordulasat a hatasnagysag (odds
ratio, OR) szempontjabdl vizsgaltuk és ennek megfeleléen a 95%-0s konfidencia intervallum
(CI) szerint szamoltuk. A talélési gorbék osszehasonlitdsara a Kaplan-Meier megkdzelitést €s
a log-rank-tesztet alkalmaztunk, valamint a tobbvaltozos analizishez Cox regressziot
hasznéltunk. A tobbvaltozos modellt az életkor, a dohanyzés, az ECOG pontszam, az altalanos
stadium, a T faktor és az oligometasztatikus betegség jelenléte (IV. stadiumt esetek) szerint
végeztikk. A p értékeket mindig kétoldali forméban adtuk meg, és p < 0,05 esetén tekintettiik
statisztikailag szignifikansnak. A folytonos valtozokat a megfeleld szorasi tartomany szerint
mindig medianként vagy atlagként jellemeztiik, mig a teljes tulélésre vonatkozé eredményeket
hénapban fejeztiik ki, és elsdsorban a median értékek (és a megfeleld 95%-os CI valtozok)
szempontjabol mutatjuk be. A szervi attétek metasztatikus mintdzatat, azaz a szervi parositasok
eléfordulasi valoszinliségét és ok-Okozatisagat a szakirodalomban leirtak szerint vizsgaltuk
valoszinliségszamitason alapuld modszerekkel. A statisztikai szdmitdsokhoz a Python 3.4.2
verziojat (Python Software Foundation, 9450 SW Gemini Dr., ECM # 90772, Beaverton, OR
97008, USA), az R program 3.3.3 verziojat (R Foundation for Statistics Computing, Bécs,
Ausztria), az SPSS Statistics 23. verzidjat (IBM Corporation, New Orchard Road, Armonk,
New York 10504, USA), valamint a GraphPad Prism 7. verzidjat (GraphPad Software, Inc.
7825 Fay Avenue, Suite 230, La Jolla, CA 92037, USA) hasznaltuk.

111.3. Eredmények
3/1. Klinikopatologiai paraméterek és a tavoli szervi attétek lokalizacioja

A betegek alapvetd klinikopatoldgiai jellemzdit és tilélési mutatdit a 8. tdblazatban foglaltuk
Ossze. Megallapithatd, hogy a primer tumorok jobb oldalon gyakrabban fordulnak eld, mint a
44



dc_1844 20

baloldalon (60% vs. 40%, p < 0,001). Tovabba, a daganatok 66%-a a fels6 (azaz fels6 és

kozépso lebeny), mig 33%-a az alsd régidoban helyezkedik el (p < 0,001). Az endoszkopos

lathatésagot tekintve pedig jelentdsen gyakoribb a periférids elhelyezkedés (61%) a centralis

lokalizacidhoz viszonyitva (39%) [p < 0,001]. A diagndzis idején dsszesen 435 (38%) esetben

¢szleltek egy szervet érintd tavoli szervi attétet, mig 187 (16%) beteg esetében legalabb két

szervet érintd attétes megbetegedésrdl szamoltak be. Az utankovetés soran tovabbi 243 (22%)

betegnél alakult ki attét és az utankdvetési idészak végén mar 865 (77%) attétes beteg szerepelt

az adatbazisunkban. A kovetési iddszak végeéig 918 (82%) beteg esetében allapitottak meg a

halal bealltat. A tanulmany soran észlelt attétek leggyakoribb megjelenési helyei a kovetkezok:
tiido (33%), csont (28%), agy (25%), mellékvese (13%), mellhartya (13%), maj (12%) és bor
(3%) (8. tablazat). Perikardialis attétet 19 betegnél (1,5%), mas ritka attétet (pl. 1ép, vese,

hashartya stb.) pedig 29 (2,6%) betegnél észleltek.

8. tablazat - A tavoli szervi attétek el6fordulasanak gyakorisaga a klinikopatoldgiai jellemezdk

fliggvényében tiidé adenocarcinomaban.

Metasztazis | Osszes | Tiido Csont | Agy Vese Pleura | Maj Bor Sziv-

helye burok

Betegszam | 1126 380 319 278 149 143 141 36 19

Nem

Férfi 541 172 155 124 67 64 70 18 7
(48%) | (45%) (49%) | (45%) | (45%) | (45%) | (50%) | (50%) | (37%)

N6 585 208 164 154 82 79 71 18 12
(52%) | (54%) (51%) | (55%) | (55%) | (55%) | (50%) | (50%) | (63%)

Dohanyzas

soha 194 71 67 45 15 39 23 5 3
(17%) | (19%) (21%) | (16%) | (10%) | (27%) | (16%) | (14%) | (16%)

ex 327 106 84 77 36 42 43 9 6
(29%) | (28%) (26%) | (28%) | (24%) | (29%) | (31%) | (25%) | (32%)

Jelenleg is 534 174 139 136 86 51 63 19 9
(47%) | (46%) (44%) | (49%) | (58%) | (36%) | (45%) | (53%) | (47%)

Nincs adat 71 29 29 20 12 11 12 3(8%) |1
(6%) | (8%) (9%) | (%) |(8%) |(B%) |(9%) (5%)

Primer tu.

lokalizacié

(oldal)

bal 432 135 125 109 57 55 51 19 9
(38%) | (35%) (39%) | (39%) | (38%) | (39%) | (36%) | (53%) | (47%)

jobb 681 235 193 167 90 88 90 17 10
(60%) | (62%) (60%) | (60%) | (61%) | (61%) | (64%) | (47%) | (53%)

Nincs adat 13 10 1 2 2 0 0 0 0
(2%) | (3%) (1%) |1(1%) |(1%)
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Primer tu.
lokalizacio
(BRFSC)

centralis 434 129 155 119 69 59 62 18 11
(39%) | (34%) (49%) | (43%) | (46%) | (41%) | (44%) | (50%) | (58%)

periférias 690 251 164 159 80 83 79 18 8
(61%) | (66%) (51%) | (57%) | (54%) | (58%) | (56%) | (50%) | (42%)

Primer tu.

lokalizacio

(régio)

fels6/kozép | 741 237 205 188 98 75 88 22 12
(66%) | (63%) (64%) | (68%) | (66%) | (52%) | (62%) | (61%) | (63%)

also 374 133 113 88 49 68 53 14 7
(33%) | (37%) (36%) | (32%) | (33%) | (48%) | (38%) | (39%) | (37%)

Stadium

| 116 34 18 19 6 9 10 1 2
(10%) | (9%) (6%) (7%) (4%) (6%) (7%) (3%) (11%)

1 80 12 4 12 3 1 7 0 0
(7%) | (3%) (%) |(4%) | (2%) |(1%) | (5%)

1 308 37 59 56 17 15 20 5 1
(27%) | (10%) (19%) | (20%) | (11%) | (11%) | (14%) | (14%) | (5%)

v 622 297 238 191 123 118 104 30 16

(55%) | (78%) | (75%) | (69%) | (83%) | (82%) | (74%) | (83%) | (84%)

Szervi attét

megjelenés
korai 622 286 164 114 110 100 71 19 11
(55%) | (75%) (75%) | (41%) | (73%) | (69%) | (50%) | (52%) | (58%)
késoi 243 94 155 164 39 43 70 17 8
(22%) | (25%) (25%) | (59%) | (27%) | (31%) | (50%) | (48%) | (42%)
Szervi
eloszlas
egy szervi 435 195 124 127 54 70 41 13 7
(66%) (52%) | (67%) | (44%) | (59%) | (39%) | (43%) | (43%)
tobb szervi | 187 102 114 64 69 48 63 17 9
(34%) (48%) | (33%) | (56%) | (41%) | (61%) | (57%) | (57%)
Median OS 17,3 10,1 10,5 12,8 10,1 14,1 6,9 7,4
egy szervi
Median OS 9,7 6,0 4,6 5,7 5,2 6,8 1,8 5,6
tobb szervi

3/2. Metasztatikus mintazat a tavoli szervi attétek idébeli és térbeli megjelenése
szempontjabol

A tiid6 (p < 0,001), a mellhartya (p < 0,001) és a mellékvese (p < 0,001) attétekre elsdsorban a
korai, mig az agyi metasztazisokra a késdi megjelenés jellemzo (p = 0,002; 9. 4bra) [a csont-,
m4j- és szubkutan metasztazisokat korai, és kés6i megjelenés szerint sem tudtuk osztalyozni].
A metasztatikus mintdzat részletes elemzése soran a kovetkezd Osszefliggéseket talaltuk: Az
agyi attétek gyakran a csont (Nij = 81) és a tid6 (Nij = 84) attétekkel egyiitt jelennek meg, mig
a csont attétek a tiidé (Nij = 98) attétek jelenlétét valoszintsitik (10.A. abra). Megjegyzendd
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tovabba, hogy a csontattét jelenléte a mellékvese (Nij = 68) és maj (Nij = 64) érintettséggel is
nagy valosziniiséggel fordul egyiitt el6. A 10.B. abra mutatja az i és a j szervekben megjelend
attétek egyiittes el6fordulasanak tényleges esélye €s az elméleti esély kozotti kiilonbséget (dij),
tekintettel arra, hogy az attétek egymastdl fliggetleniil fordulnak el6. Ezek alapjan
megallapithatd, hogy a csontattétes betegeknél a vartnal nagyobb volt mind a mellékvese attét
(dij = 2,2%), mint a majattét (dij = 2,1%) megjelenési valosziniisége. Masrészt a pleuralis
attéttel rendelkezé betegeknél a vartnal alacsonyabb volt az agyi (dij = -1,4%), vagy a
mellékvese (dij = -1,2%) attét kialakulasanak esélye. S6t, mind a mellhartya és a szivburok (dij
= 0,8%), mind a bér és a mellékvese (dij = 1,2%) metasztazis parok lényegesen gyakrabban
jelentek meg egylitt, mint ahogy az varhato volna, ha a metasztazis parok egymastol fiiggetleniil
jelentkeznének. Kiemelend6, hogy az el6bbiekben részletezett eredmények Bonferroni

korrekci6 alkalmazésa utdn is szignifikdnsnak bizonyultak.

A metasztazis parok szervspecifikus id6beli megjelenését a 10.C. abran szemlétetjiik az Sij
sorrend-preferencia értékek alapjan. A tiidében el6fordulo attétek altalaban megel6zik az agy
(az esetek 97%-a), a csont (az esetek 86%-a) vagy a maj (az esetek 84%-a) attétek megjelenését.
A majmetasztazisok altalaban késobb jelentkeznek, mint a pleuralis metasztazisok (az esetek
100% -a). A mellékvese attétek pedig jelentésen megeldzik az agyi attétek kialakulasat (az
esetek 89% -a). Ezen eredmények szintén szignifikansnak bizonyultak a Bonferroni korrekcid

alkalmazasa utan is.

A metasztazis paroktol fliggetlen megjelenési mintdzat szempontjabol megallapithato, hogy a
tiido attétek kialakulasanak ideje az el6z6 attét megjelenése utan jelentdsen hosszabb (median:
16,0 honap), mint csont- (median: 7,0 honap) vagy maj attét (median: 8,0 honap) esetén.
Tovabba, a tiidoattét megjelenése €és az azt kovetd tjabb attét megjelenése kozott eltelt 1d6
(median: 12,5 honap) szintén hosszabb, mint a csont metasztazis megjelenése és az azt kovetd
attét megjelenése kozott eltelt ido (median: 4,0 honap) [10.D-E é&bra]. Az eredmények

Bonferroni korrekcio utan is szignifikansnak bizonyultak.
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3/3. A primer tumor lokalizaciojanak hatasa a metasztatikus mintazatra

A bronchoszkopos lathatosag alapjan 690 (61%) beteg esetén periférids, mig 434 (39%) beteg
esetén centralis elhelyezkedésii adenocarcinoma volt észlelhetd. A centralis primer daganatok
korai metasztazisokkal tarsultak (szemben a periférias daganatokkal; OR 1,43, 95% CI 1,061-
1,951, p = 0,02, 9.B 4bra). Fontos megjegyezni, hogy a csontattétek gyakoribbak voltak
centralis lokalizacio estén (OR 1,86, 95% CI 1,39-2,50, p = 0,017), mig a periférids daganatok
tid6 metasztazisokkal tarsultak (OR 1,35, 95% CI 1,04-1,74, p = 0,015, 9.C. abra).
Ugyanakkor, vizsgalataink soran nem észleltiink Osszefliggést a primer tiid6 adenocarcinoma
elhelyezkedése (azaz centralis vagy periférias) és az attétes szervek szama (azaz az egy- vagy
tobb szervet érintd metasztatikus terjedés) kozott. Erdekes modon a pleuralis metasztazisok
gyakrabban jelentek meg az als6 lebenyi daganatokkal diagnosztizalt betegeknél (OR 1,97,
95% ClI 1,38-2,82, p = 0,001, 9.D. abra).

3/4. Klinikai eredmény

Periférias elhelyezkedésli adenocarcinoma esetén jelentdsen hosszabb volt a median teljes
tulélés (overall survival, OS) a centrdlis tumorall rendelkezd esetekhez képest (22,2 vs. 10,2
honap, HR 2,075, 95% CI 1,792-2,402, p = 0,001, 11.A. abra). Hangstlyozandd, hogy ha a
betegeket onkologiai stadium szerint osztalyozzuk, a periférids elhelyezkedés tovabbra is
kedvezd prognosztikai tényezdnek bizonyult mind az I-III. (n = 504), mind a IV. stadiumu (n
= 622) alcsoportokban (p = 0,001). Nem volt megfigyelhetd szignifikans kiilonbség a median
OS értéket tekintve a felsé vs. az also régi6 (11.B. abra), illetve a jobb vs. a bal oldali (11.C.
abra) lokalizaci6 kozott. A Cox regresszids elemzése (bevonva a szokdsos prognosztikai
paramétereket, mint példaul a betegek életkorat, dohanyzési allapotat, ECOG teljesitmény
statuszat, betegség stadiumat és T faktorat) azt is kimutatta, hogy az elsddleges tumor
lokalizacidja (azaz a centralis vagy periférids) mas valtozoktol fiiggetleniil josolta meg a
betegség kimenetelét (HR 1,558, p < 0,001, 9. tdblazat). A kdzponti lokalizacié mellett negativ
prognosztikai tényezonek bizonyult tovabba a tumor stadium és a T faktor (9. tablazat). n = 622
(55%) betegnél szervi attétek voltak jelen mar a tiid6 adenocarcinoma diagnoézisakor. Ezek
koziil 435 (69%), 125 (10%), 47 (7,5%), illetve 13 (2%) beteg rendelkezett egy, kettd, harom,
illetve négy tavoli szervi attéttel (7. tablazat). A két metasztatikus hellyel rendelkezd betegek
median OS értéke jelentésen alacsonyabb volt az egy szervet érintd esetekhez képest (9,4 vs.

13,4 hoénap, HR 1,339, 95% CI 1,087-1,648, p = 0,006, 11.D 4abra). Tovabba a 3
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metasztatazissal rendelkezd betegek tul€lése szintén rovidebb volt a 2 szervi attéttel
rendelkezdkkel szemben (3,7 vs. 9,4 honap, HR 1,917, 95% CI 1,347-2,727, p = 0,001, 11.D

abra). Nevezetesen a 4 és 5 metasztatikus hellyel rendelkezd betegek median OS értéke 4,3,

illetve 3,8 honap volt (p = 0,385), ami hasonld volt a 3 metasztatikus atéttel rendelkez6

betegekhez képest (11.D éabra). Egy tovabbi Cox regresszios elemzés, amely a diagndzis

felallitasakor I'V. stadiumu betegségben szenvedd betegeket tartalmazott (n = 622), kimutatta,

hogy mind az oligometasztatikus betegség (szemben a két vagy tobb metasztatikus hely

érintettségével; HR 1,555, p <0,001), mind a periférids primer tumor lokalizacio (vs. kozponti;

HR 1,457, p < 0,001) -az életkortol, a dohanyzasi allapottol, az ECOG-teljesitmény statusztol

¢s a T-statusztol- fliggetlen pozitiv prognosztikai tényezo.
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9. Tablazat - Klinikai faktorok vizsgalata a teljes tulélés fliggvényében.

Osszes beteg (n = 1126)

Valtozo HR 95% CI p érték
Kor folyamatos 1,008 0,999-1,016 0,075
Dohényzés jelenleg is/ex 1
soha 0,828 0,683-1,004 0,055
ECOG 0-1 1
2-4 1,273 0,956-1,695 0,098
Stadium teljes < 0,001
| 1
1 1,226 0,815-1,844 0,327
11 2,063 1,529-2,782 < 0,001
v 3,643 2,740-4,844 < 0,001
T faktor teljes 0,047
T1 1
T2 1,370 1,072-1,751 0,012
T3 1,473 1,112-1,952 0,007
T4 1,131 0,999-1,728 0,051
Primer tumor lokalizacio periférias 1 1,331-1,822 < 0,001
centralis 1,558
Beteg IV-es stadiummal (n = 622)
Kor folyamatos 1,009 0,998-1,019 0,122
Dohanyzas Jelenleg is/ex 1
soha 0,707 0,541-0,925 0,011
ECOG 0-1 1
2-4 1,330 0,962-1,838 0,085
T faktor teljes 0,163
T1 1
T2 1,366 0,690-1,942 0,083
T3 1,563 1,060-2,306 0,024
T4 1,394 0,962-2,020 0,079
Primer tumor lokalizacio periférias 1 1,176-1,805 < 0,001
centralis 1,457
Metasztazis 1 1 1,265-1,912 < 0,001
2 vagy tobb 1,555
Beteg I-111-as stadiummal (n = 504)
Kor folyamatos 1,012 0,999-1,025 0,077
Dohanyzas Jelenleg is/ex 1
soha 0,945 0,721-1,240 0,683
ECOG 0-1 1
2-4 1,209 0,672-2,175 0,526
Stadium teljes < 0,001
| 1
1 1,570 1,040-2,396 0,032
11 2,395 1,784-3,217 < 0,001
Primer tumor lokalizacio periférias 1 1,239-2,085 < 0,001
centralis 1,607
Késoi metasztazis nem 1 1,206-1,881 < 0,001
igen 1,506
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111.4. Megbeszélés

A primer tumor lokalizaciojanak hatdsat a metasztazisok prognézisara €s helypreferencidjara
vonatkozoan tobb korabbi tanulmany is vizsgalta. Példaként emlitenénk a kolorektalis
carcinomat (CRC), ahol a bal és a jobb oldali daganatok kiilonb6z6 daganatos entitasokat
képviselnek mind az epidemioldgiai jellemzok, mind a biologiai viselkedés terén. Szamos -nem
metasztatikus CRC-re 0sszpontosito- tanulmany kimutatta, hogy a jobb oldali elhelyezkedés
rosszabb prognozissal tarsul. Tovabba megfigyelhetd, hogy a primer CRC elhelyezkedése
hatassal van a metasztatikus mintazatra még a IV. stadiumu betegek esetén is. A jobboldali
primer CRC-k ugyanis alacsonyabb attétképzOdési ratat mutatnak (foként a Iényegesen
kevesebb pulmonalis metasztazisok miatt), mig a bal oldali daganatok esetén megfigyelték,
hogy Ilényegesen nagyobb a majattétek el6fordulasi esélye. Ami a hasnyalmirigy
adenocarcinomajat illeti, kimutattak, hogy a test és a farok primer daganatai kevésbé
rosszindulatiak, mint azok, amelyek a hasnyalmirigy fejében helyezkednek el. Miel6tt
megvitatnank eredményeinket a tiido adenocarcinoma esetében, fontos megemliteni, hogy
nincs standard meghatarozasi modszer a kozponti és a periférias tiidédaganatok elkiilonitésére.
Ketchedjian és mtsai. centralisként kezelték azon daganatokat, melyek a tlid6tér belsd
harmadaban voltak lathatdéak a CT-felvételen, vagy bronchoszkdpos vizsgalat soran
vizualizaltdk. Més kutatok a mellhartya ¢és a daganat kozotti tdvolsagot, vagy az elso
intrapulmonalis oszlashoz viszonyitott helyzetet hasznaltdk az elhelyezkedés meghatarozasa
céljabol. Mivel a bronchoszkopiés jelentések minden paciensiinktdl elérhetéek voltak, jelen
tanulmanyban a primer daganat lokalizacojat els6sorban az endoszkopos lathatosag alapjan

hataroztuk meg.

A tiidérak TNM osztalyozasanak legujabb (8.) kiadasdban a Nemzetkozi Tiidérdk Tanulményi
Szovetség (IASCL) 33,115 NSCLC betegbdl allo atfogd kohorsz vizsgélatot elemzett a
megfeleld prognosztikus T kategoriak azonositasa érdekében. Erdekes, hogy ezen adatbazis
szerint az endobronchialis T3 daganatokban szenvedd betegeknél a carinatél 2 cm-nél kisebb
tavolsagra 1évd (azt nem érintve) daganatnak ugyanolyan a progndzisa, mint a periférias T2
daganatoknal. Igy jobb prognézisuk miatt a tanulmany szerzéi ezen endobronchialis T3
daganatok atmindsitését javasoltak T2 daganatokka. Mindazonaltal az elsddleges tiidorak
elhelyezkedése és a hematogén metasztazisok szervpreferenciaja kozotti 0sszefiiggést még
soha nem vizsgéltdk az IASLC adatbazisdban, és csak kevés adat all rendelkezésre a
tiidécarcinoma prognézisara vonatkozoan az elhelyezkedés fliggvényében (jobb vs. bal, alsd

vs. felsO régio, centralis vs. periférias). Ito és mtsai. megallapitotta, hogy a kdzponti pN2
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NSCLC-ben szenvedd betegeknél az OS szignifikansan hosszabb volt, s6t, ez a talélési elény
fliggetlen volt a N1 (skip) metasztazis jelenlététdl. Ezzel szemben a centralis primer tumor
lokalizacioja szignifikansan rosszabb eredménnyel jart. Mas kutatok Osszefliggést talaltak a
centralis tumor lokalizacioja €s a mediastinalis nyirokcsomo-attétek kozott, valamint a felso

tiidétumorokban az ellenoldali felsé tiidometasztazisok tendenciaja kozott.

A jelenlegi tanulmany az elsé a szakirodalomban, amely arrél szamol be, hogy a centralis
primer tiid6é adenocarcinomakban szenvedd betegek hajlamosak a korai attétek kialakitasara.
Tovabba megallapitottuk, hogy centralis elhelyezkedés esetén gyakoribbak a
csontmetasztazisok, mig a periférias lokalizacio a tiiddmetasztazisok megjelenésére hajlamosit.
Ezenkiviil lathatjuk, hogy a pleuralis metasztazisok gyakrabban jelennek meg az als6 lebenyi
adenocarcinomaknal. Megéllapitdsaink klinikai jelentdsége az egyénre szabott kezelési
protokollok sziikségességét hangstilyozza figyelembe véve mind a primer tumor lokalizaciojat,
mind az attétképzeési mintazatot. A daganatok helyének meghatarozasat tekintve eredményeink
Osszhangban vannak a jelenlegi diagnosztikai- és stadium-guidelineokkal. Ezenkiviil a
bemutatott adatok arra utalnak, hogy a szervi attétek kozotti helyspecifikus eltérések ¢€s a
talélési mutatok kozotti kiillonbségek nem valtoznak a bal és a jobb oldali adenocarcinomak
kozott. Ezért eléfordulhat, hogy ezek a daganatok nem kiilonb6z6 entitasokat képviselnek, és
ugyanazon onkologiai elvek alkalmazaséaval kell dket kezelni. A tavoli attétek jelenléte a
tiidorak kedvezdtlen prognédzisanak f6 tényezdje. Szdmos csoport, koztik az IASLC Lung
Cancer Staging Project kutatdi nemrégiben kimutattak, hogy a tiidérdkos betegeknél az egy
szervet érintd multiplex metasztazisok esetén az OS szignifikansan rosszabb, mint az egyszeri
metasztazisoknal. Ennek megfelelden a legfrissebb [ASLC irdnymutatés azt javasolja, hogy az
extrathoracalis attétben szenvedd betegeket tobb alkategéridkba soroljuk. Tanulmanyunkban
szintén megfigyelhetd az OS értékek kozotti szignifikdns eltérés a szervi attétek szamanak

fliggvényében.

Vizsgélatunk gyenge pontjai kozott elsdként kiemelendd a tanulmany retrospektiv jellege, mely
megnehezitette az adatgylijtést, valamint a hidnyz6 adatok poétlasat. Tovabba, a masodlagos
feltar6 elemzések és a tesztek sokasaga szintén befolydsolhatja az adatokat. A
stadiummeghatarozas céljabol -az esetek dontd tobbségében- a patologiai TNM helyett a
klinikai TNM-t hasznaltuk. Az attétek kizarolag a standard képalkotd eljarasokkal voltak
diagnosztizadlva (nem alkalmazva példaul FDG PET-CT-t), melyek nem teszik lehetévé a

mikrometasztazisok felfedezését mintegy aldbecsiilve ezaltal az attétes helyek szamat.
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Osszességében, figyelembe véve az dsszes fent emlitett lehetséges tanulméanyi korlatozast,

Ovatossagra van sziikség a jelenlegi tanulmany kovetkeztetéseinek levondsa soran.

Adatbazisunk nem tartalmaz informaciokat a tiidéadenocarcinoma specifikus szdvettani
altipusairél. A tiidéadenocarcinoma jelenlegi besorolasat 2011-ben tették kozze, és szamos
tanulmany arrdl szdmolt be, hogy szolid vagy mikropapilldris ndvekedési mintazattal
rendelkez0 tiidéadenocarcinomak rossz prognozissal rendelkeznek. Tovabba bebizonyosodott,
hogy a szolid dominans vagy mikropapillaris altipus jelenléte tovabbi kockazati tényezét jelent
az N1/2 nyirokcsomo érintettségben ¢€s a korai kiGjuladsban. A szdvettani altipus €s a primer
tumor lokalizdcidja koOzotti Osszefiiggés azonban javarészt mindmadig ismeretlen.
Tanulmanyunkban nem vizsgaltuk a lehetséges Osszefiiggéseket az elsddleges
tiiddadenocarcinomak elhelyezkedése és mutacios statusza kozott sem. Nevezetesen azonban,
Tseng és munkatarsai 1171 azsiai tiidé adenocarcinomas beteg adatai alapjan, arr6l szamoltak
be, hogy az EGFR-t aktivalé mutacioval rendelkez6 daganatok gyakoribbak nékben, soha nem
dohanyzdkban és a felso lebenyi daganatokban. Ezenkiviil azt talaltak, hogy az EGFR L858R
mutaciok gyakrabban fordultak el felsd lebenyi daganatokban (szemben a 19. exon
deléciokkal és a vad tipusit EGFR daganatokkal). Mindennek fényében indokolt lehet az

onkogén aktivalé mutaciok metasztazis mintazatra gyakorolt hatasdnak vizsgalata is.

I11.5. Kovetkeztetések

Osszefoglalva, tanulméanyunk elsé a nemzetkdzi szakirodalomban, mely a tiidd
adenocarcinoma lokalizacidjanak ttlélésre gyakorolt hatasat, valamint metasztatikus mint4zatat
vizsgélta. Eredményeink alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a centralis
elhelyezkedés esetén gyakoribbak a korai attétek megjelenése, valamint jelentdsen rosszabb a
progndzis. Kovetkezésképpen tanulmdnyunk, az egyénre szabott kezelési protokollok
fontossdgat hangstlyozza a primer tumor lokalizdcidja és a metasztatikus mintazat
figgvényében. Ugyanakkor hangsulyozandd, hogy eredményeinek igazolasa érdekében

tovabbi prospektiv vizsgalatok sziikségesek.
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V. A kering6é komplement komponens 4d (C4d) osszefiiggése a tumor térfogattal, a

kemoterapias valasszal és a tuléléssel malignus pleuralis mezoteliomas betegekben

1V.1. Bevezetés

A malignus pleurdlis mezotelioma (MPM) szorosan 0Osszefligg az azbeszt expozicidval.
Rendkiviil agressziv daganatos megbetegedés 1évén, a betegek teljes tulélése (Overall Survival;
0OS) 9-12 hoénap a diagnozis megallapitasatol szamitva. Tekintettel a betegség emelkedd
incidenciajara egyre jelentOsebb az igény a diagnosztikai és a terapias fejlesztésekre, valamint
olyan biomarkerek azonositasara, melyek segithetik a diagnosztikat és adott esetben lehetové
teszik a célzott terapidk bevezetését. A komplement kaszkad kulcsfontossagu szerepldje a
velesziiletett immunitasnak, ¢és nélkiilozhetetlen része az immunvédekezésnek, a sejt
homeosztazisnak, valamint a szoveti regeneracionak. Ugyanakkor, az is egyre nyilvanvalobb,
hogy a komplement rendszer részt vesz a daganatok kialakulasaban és progressziojaban. A C4d
egy komplement kapcsolt degradacios protein, mely egy stabil hasadasi terméke a C4-nek, és a
klasszikus, valamint a lectin utvonalak aktivacidja soran keletkezik. Ennélfogva, a C4d
megjelenése a szovetekben a komplement kaszkad aktivalédasanak indirekt jele. Klinikai
jelentdseége elsdsorban abban nyilvanul meg, hogy amellett, hogy a C4d stabilan kapcsolddik
az adott célmolekulahoz, a keringésben is megjelenik. Mindezeken tal, a C4d-t mar
rutinszerlien alkalmazzdk a vesetranszplantacioban az allograft-rejekcid monitorizalasa
céljabol. A C4d tobb tumor esetében is prognosztikus markernek bizonyult. Ajona és mtsai.
tanulmanyaikban igazoltak, hogy adenocarcinomas betegekben emelkedett a C4d szint a
plazmaban és a bronchoalveolaris lavage-ban (BAL) egyarant. Azon betegeknek pedig, akiknek
emelkedett volt a keringd, illetve a tumorszoveti C4d szintjiik, rosszabb volt a prognozisuk.
Tovabba a C4d expresszid Osszefliggést mutatott a betegség stddiumaval, illetve a rossz
prognézissal tobb tumortipus esetében is, koztik az asztrocitdmakban, valamint az

orofaringedlis laphdm carcindmaban.

Keveset tudunk azonban a komplement rendszer szerepér6l az azbeszt expozicid
vonatkozasaban, illetve a MPM kialkulasaban. Galani és mtsai. 2002-ben a korabban azbeszt
expozicionak kitett betegek esetében vizsgalta a pleuralis kalcifikacié (Pleural Calcifications,
PCs) jelenlétét vagy hianyat a C4-el 6sszefiiggésben. Azon betegeknél, akiknél jelen volt a PCs,
a BAL-ban kimutathaté volt a C4 jelenléte (mig PCs hianya esetén nem sikeriilt a C4-t
kimutatni a BAL-bol). A PCs-el rendelkez6 alanyok esetében az MPM ritkabban alakult ki.
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Zerva és mtsai. azbeszt expozicionak kitett pacienseknél tobb faktort vizsgaltak a humoralis
immunitassal Osszefliggésben. Azt talaltdk, hogy ezen betegeknek a PCs jelenlététol
fliggetleniil szignifikdnsan magasabb volt a C3 szérum szintje az egészséges kontrolokéval
Osszevetve. Habar az aktivalt C4 célmolekulaja a C3 protein, furcsa modon a C4 értékek nem
mutattak kiilonbséget az elébb vizsgalt csoportokban. Sajnalatos modon a szerzok nem
vizsgaltak az aktivacidos marker C4d-t. A pleuralis folyadékok vizsgalata soran Nabi és mtsai.
igazoltak, hogy a C3b-hasitast korlatoz6é komplement H faktor kemotaktikus funkcioval bir,
azaz vonzza a monocytakat és granulocytakat, melyek segitik a malignus sejtek fagocitdzisat.
Mivel a C4d komplement degradaciés termék kiilondsen fontos prognosztikus szereppel bir
tiid6 adenocarcinomakban, kutatasunkban a szoveti és a keringé C4d szinteket vizsgaltuk MPM
betegekben a tumor tomeg, a kemoterapias valasz, illetve a klinikopatologiai paraméterek

Osszefliggésében. Végezetiil megvizsgaltuk a keringé C4d prognosztikai jelentdségét is.

IV.2. Betegek és Modszer
2/1. Betegek

Otvenét szdvettanilag igazolt MPM beteg plazma mintait és klinikai adatait gytjtottiik 6ssze a
diagnozis pillanatdban (n = 30) vagy indukcioés kemoterapia utdni sebészeti beavatkozast
kovetden. A bevont betegek mindegyikét a Bécsi Orvostudomanyi Egyetemen kezelték 2011.
majusa és 2014. decembere kozott. Az infekcid kizard tényezd volt a mintagyijtés
iddpontjaban. Tizenkét betegtdl a diagnozis felallitdsdnak idOpontjabol, illetve a sebészeti
beavatkozas el6ttrél van plazma mintank. Tovabba 32 esetben formalin fixalt és paraffinba
agyazott (formalin fixed and paraffin embedded, FFPE) mintak is rendelkezésiinkre alltak.
Kontrollcsoport gyanant, 21, életkorban megfeleld egészséges onkéntes, illetve 14 nem-
malignus pleurabetegségben szenvedd beteget is bevontunk a vizsgalatba. A résztvevok irasos
beleegyezésiiket adtak a vizsgalatba vald bevonashoz. A kutatast a Bécsi Orvostudomanyi
Egyetem Etikai Bizottsaga engedélyezte (#904/2009).

2/2. Vérminta gyiijtés

A vérmintakat 10 ml EDTA-s csovekbe periférids vérétel soran vettiik az MPM, illetve a
kontroll betegektdl egyarant. A mintavétel idépontjatél szamitott 30 percen beliil

centrifugalasra keriiltek a mintak. A plazma feliiliszot -80 °C-on taroltuk a feldolgozasig.
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2/3. ELISA assay

C4d és C3 fragmentum enzimhez kotott immunoszorbens analizist (enzyme-linked
immunosorbent assay ELISA) végeztiink. A C4d és C3a vizsgalathoz a mintak 1:70 és 1:200-

ra voltak higitva, a gyarto eléirasainak megfelelden.

2/4. Immunhisztokémia

Ahhoz, hogy a C4d szoveti el6fordulasat és annak mértékét 6ssze tudjuk hasonlitani a keringd
C4d szintekkel, 32 FFPE MPM szovettani mintat gyiijtottiink C4d immunhisztokémiai
vizsgalatra. Mindezeken til, Clq immunhisztokémiai festéseket is végeztiink 14 FFPE
szovetmintan, melyek magas (n = 7) és alacsony (n = 7) keringé C4d szinttel birtak. Miutan a
metszeteket deparafinizaltuk és rehidraltuk az endogén peroxidazt 0,3%-0s H>O-os foszfat
pufferrel blokkoltuk. A primer antitesteket (anti-human C4d, Biomedicina, Vienna, Austria és
anti-human C1q; ab71089, Abcam, Cambridge, UK) 1:500-ra és 1:1000-re higitottuk, illetve
inkubaltuk 60 percet. A szinek megjelenitését DAB-bal értiik el, amelyet hematoxilin-
ellenfestés kovetett. A mintakat egy patologus értékelte.

10. tablazat - A vizsgalatba bevont MPM betegek klinikopatologiai jellemz6i a keringd C4d szinttek

szerint osztalyozva, 1.5 pg/mL-es cut-off mellett. MMT, multimodalis terapia; EPP, extrapleuralis

pneumonektomia; CHT, chemotherapia; RT, radioterapia; NA, nem elérheté (not available).

Osszesen |C4d alacsony | C4d magas
(n=55) (n=37) (n=18) p érték
Férfi 40 28 12
Nem _ 0,529
N6 15 9 6
Kor Atlag+SD 62,0£12,3 |64,6+11,4 56,8+12,6 |0,02
Dohényzés Jelenleg is 15 9 6
_ Korabban 24 17 7
(NA=9) — 0,700
Nem dohanyzo6 |7 4 3
) Epitheloid 41 29 6
Szovettan _ _ 0,002
Non-epitheloid | 14 8 12
IMIG stadium | Korai (I/11) 12 11 1
0,035
(NA =11) Késoi (H1/1V) 32 18 14
Kezelés CHT +/- RT 15 9 10
0,028
(NA = 6) MMT 34 24 6
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Igen 31 23 8

EPP 0,255
Nem 24 14 10

CHT (NA = 1) Indukciés CHT | 35 25 10 0.372
Nincs indukcio6 |19 11 8 '

2/5. Tumortérfogat mérése

Otvendt beteg koziil 20 esetben volt lehetdség a tumor térfogat mérésére. A térfogatméréseket
digitalis CT dokumentacidéval rendelkezd betegek esetében végeztik el a kemoterapiat
megeldzden és/vagy azutan. A mellkas CT képeket a korabban leirtak szerint dedikalt
szoftverek segitségével elemeztiikk félautomata szegmentalassal és linearis interpolacioval
(Myrian; Intrasense, Parizs, Franciaorszag). Osszefoglalva, a szegmentacié és a tumor tomeg
meghatarozas a kovetkezo 1épéseket tartalmazta: a normal a tlidészovetet, beleértve a horgdket
¢s az ereket is fél-automatikusan jeldltiik a kiiszobértéknek megfeleléen. Ezt kovetden a
pleuralis folyadékgyiilemet és az atelektazias tiidoteriileteket is Kijeloltiink magneses lasso
technikaval. A normalis tiidészovet meghatarozasat kovetden a pleuralis folyadékgyiilemet, az
atelektazias tiidotertiilet €s a pleura kiilsd részét fél-automatikusan szegmentaltuk. Lineéris
algoritmus alkalmazaséaval a megjelolt szeletek kdzott automatikus interpolaciot alkalmaztunk.
Végiil a daganattérfogatot a voxelek 0sszegének szorzatdval szdmoltuk. Az adatokat két

radiologus egymastol fliggetleniil elemezte.

2/6. Cut-off meghatarozasa

A keringé C4d plazmaszintek szerepének vizsgalatahoz el6szor a 3 ug/ml cut-off értéket
hasznaltuk, melyet a korabbi — tiid adenocarcinomaval kapcsolatos — kutatasok is alkalmaztak.
Mivel csak egy paciens C4d plazmaszintje volt a diagnozis idépontjaban 3 pg/ml folott, igy
ezen a cut-off érték nem volt megfeleld MPM esetében. Mikor azonban az 1,5 pg/ml cut-off
értek mellett elemeztiik a korai és késdi stddiumt betegek keringd C4d értékeit egyértelmii
kiilonbséget talaltunk. Ezért az alabbiakban ismertetett szamitasokat 1,5 pg/ml cut-of mellett

végeztiik.
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2/7. Statisztikai analizis

A kategorikus valtozokat Fisher-egzakt tesztel vagy Khi-négyzet probaval hasonlitottuk dssze,
mig folytonos valtozok esetén a Mann-Whitney U tesztet hasznaltuk. A lehetséges korellacio
szignifikanciajat Pearson-korrelacio segitségével vizsgaltuk. A teljes talélést (Overall survival,
0S) az MPM diagnodzisanak idépontja és a halal datuma vagy az utols6 kontroll idépontja
kozott eltelt id6 szerint hataroztuk meg. Az OS-t Kaplan-Meier megkdozelitéssel vizsgaltuk, a
csoportok kozotti talélési kiilonbségeket pedig log-rank tesztel elemeztiik. A C4d talélést
meghatarozd szerepét, illetve az erre vonatkozd kiilonbségeket MPM és a nem malignus
pleuralis betegséggel diagnosztizalt betegek kozott a Receiver Operating Characteristics (ROC)
gorbe révén elemeztiik. Minden cut-off értékhez meghataroztuk a megfeleltetett Youden-index-
et (érzékenység + specifikussdg). Valamennyi eredményt statisztikailag szignifikansnak
tekintettiik, ha a p < 0,05 volt. Az elemzéseket az SPSS Statistics 23.0 csomag (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA) és a GraphPad Prism 5.0 alkalmazasaval végeztiik.

IV.3. Eredmények
3/1. A vizsgalati kohorsz klinikopatologiai jellemzd6i

A bevont betegek klinikopatologiai paramétereit a 10. tablazatban foglaltuk dssze. Osszesen 34
beteg (61,8%) részesiilt multimodalis kezelésben: platina alapu indukcios kemoterapia, majd
radikalis sebészi rezekcid adjuvans intenzitds-modulalt sugarterapidval vagy nélkiile. Ezen
betegek koziil 31 (91,2%) esetben végeztiink extrapleuralis pneumonektémiat (extrapleural
pneumonectomy, EPP). Neo-adjuvans kemoterapiat 35 betegnél (63,6%) alkalmaztunk, mely
3-4 platina alapi kemoterdpias ciklusbol allt. Tizendt beteg (38,2%) kapott kemoterapiat
€s/vagy sugarterapiat a diagnozis idopontjaban 1évo eldérehaladott betegség miatt. A klinikai

€s/vagy patologiai stddiumokat a legtjabb IMIG stadiumrendszer szerint hataroztuk meg.
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12. abra - A C4d szoveti expresszioja MPM-ben. (A) Nem talaltunk C4d-t az MPM sejtekben. (B)

Azonban erés C4d expressziot figyeltiink meg az ectopias limfoid struktarak csirak6zpontjaban.

3/2. A C4d plazmaszintje nem emelkedett MPM-es betegek esetében

A keringd C4d potencialis diagnosztikai biomarkerként valo jelentdségének vizsgalatdhoz
Osszehasonlitottuk az MPM betegek (n = 55), az egészséges onkéntesek (healthy volunteers,
HV) [n = 21], valamint a nem-malignus pleuralis megbetegedésben (non-malignant pleural
disease, NMPD) szenvedd betegek (n = 14) C4d plazmaszintjét (13.A. abra). Erdekes modon
nem talaltunk szignifikans kiilonbségeket e harom kohorsz k6zott (MPM vs. HVs: 1,24 + 0,14
vs. 1,17 + 0,34 ug/ml, p=0,833; MPM vs. NMPD-k: 1,24 + 0,14, szemben 1,30 + 0,37 pg/ml,
p = 0,851, 13.A. abra). A C4d szintek viszont sokkal heterogénebbek voltak az MPM betegek
esetében, mint HV-ben (18 [33%] MPM betegnél volt a C4d szint 1,5 pg/ml f6l6tt, mig HV
esetén csak 4 [20%] esetben volt 1,5 pg/ml felett). Az epithelioid altipussal rendelkez6 MPM
betegeknél alacsonyabb volt a keringé C4d szint (epithelioid vs. non epithelioid: 1,12 + 0,14
vs. 1,57 + 0,39 pg/ml, p = 0,182, 13.B. abra). Mindezek mellett az elérehaladott betegségben
szenvedd betegeknél magasabb keringd C4d plazmaszintet mértiink a korai stadiumu
betegekkel Osszehasonlitva (IMIG 1. vagy II. stadium, illetve IIl. vagy IV. stddium
osszehasonlitva: 0,92 + 0,17, szemben 1,43 £ 0,22 pg/ml, p = 0,079, 13.C. abra). Erdekes
modon a megallapitott 1,5 pg/ml-es cut-off érték mellett szinte az 6sszes HV, NMPD, valamint
MPM beteg keringé C4d-szintje megegyezett. A C4d értékeket mas jelentds klinikopatologiai
paraméterek szempontjabol is vizsgaltuk, beleértve a nemet, az életkort, dohanyzasi statuszt,
illetve a terapias megkozelitést. Epithelioid altipust, IMIG I/II stadium?, idds betegek esetében,
vagy azoknal, akik multimodalis kezelésben részesiiltek, szignifikansan gyakrabban volt a C4d

szint 1,5 pg/ml alatt (10. tdblazat).
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13. abra - A C4d plazmaszintje kiilonb6z6 betegesoportokban.

3/3. Korrelacié a radiologiailag meghatarozott tumor térfogataval

Mivel a keringé C4d szintek korrelaltak a betegség stddiumaval megvizsgaltuk, hogy a tumor
volumetria alapjan mért tumor méret Osszefiigg-e a C4d szinttel (a CT vizsgalat és a vérvétel
kozotti atlagos id6tartam 21,5 nap volt). Vizsgalataink soran megallapitottuk, hogy a magas
keringd C4d-szint szignifikansan gyakoribb volt nagyobb tumorméret esetén (magas C4d vs.
alacsony C4d: 366,7 + 72,7 cm® vs. 190,3 + 46,7 cm®, p = 0,047, 13.D. 4bra). Ezt kovetden,
korrelaltattuk a keringé C4d plazmaszinteket a tumor térfogattal és — nem szignifikans — de
pozitiv linaris korrelaciot véltiink felfedezni a C4d szintje és a tumor térfogata kozott (Pearson
r: 0,34; p=0,099, az adatok nincsenek abrazolva). Megjegyzendd, hogy ez utobbi eredményiink

nem szignifikans mivolta a relativ kis esetszamnak is tulajdonithato.

3/4. Osszefiiggések a keringé gyulladasos markerek tekintetében

Az ectopias limfoid struktarak csirakdzpontjdban megfigyelt C4d expresszid alapjan arra
voltunk kivancsiak, hogy a C4d plazmaszintje korreldl-e a kiilonboz06, fertdzéssel Osszefiiggd

biomarkerekkel. A magasabb keringé C4d szintek emelkedett plazma fibrinogén (Pearson r:
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0,48, p = 0,002; Mann-Whitney U-teszt dikotomizalt C4d-vel, p = 0,001; 14.A. abra) és C
reaktiv fehérje (CRP) (Pearson r: 0,44, p = 0,004; Mann-Whitney U-teszt dichotomizalt C4d-
vel, p=0,002; 14.B. abra) szintekkel tarsultak. A C4d és a fehérvérsejtszam (white blood count,
WBC) kozott ugyanakkor nem talaltunk osszefiiggést (Pearson r: —0,14, p = 0,41; Mann-
Whitney U teszt dikotomizalt C4d-vel, p = 0,697; 14.C. abra).
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14. abra - Osszefiiggések a keringd C4d szintek és mas gyulladassal kapcsolatos biomarkerek kézott.

3/5. A C4d plazmaszintje dsszefiigg az indukcios kezelésre adott kemoterapias valasszal

A kemoterapia keringd C4d szintre gyakorolt hatdsdnak vizsgdlatdhoz platina alapi neo-
adjuvans kemoterapiat kapott betegek C4d szintjeit értékeltiik. Azt tapasztaltuk, hogy
kemoterapiat kovetden stabil (SD) vagy progredialo betegség (PD) esetén szignifikdnsan
magasabb volt a C4d szint, mint a részleges vagy jelentés kemoterapids valaszt ado betegek
esetében (PR/MR) [SD/PD vs. PR/MR: 2,02 + 0,42 vs. 0,52 + 0,13 pg/ml, p = 0,005, 15.A.
abra). A gyulladdsos markerek, koztiik az fibrinogén ¢és a CRP, nem mutattak szignifikéns

korrelaciot a kemoterapias valasszal (az adatok nincsenek abrazolva).

Tizenkét beteg esetében megmeértiik a C4d értékeket az indukcids kemoterapia eldtt és utan.
Erdekes modon az SD/PD betegeknek nem szignifikans modon emelkedett a keringd C4d-

szintjiik kemoterapiat kovetden, mig a PR/MR betegek esetén gyenge csdkkenési tendencia volt
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megfigyelhet6 (relativ kiilonbségek a kemoterapia el6tti és utani C4d szintek k6zott, SD/PD:
0,39 £ 0,37 vs. PR/MR: -0,10 = 0,21 pg/ml, p = 0,300; az adatok nincsenek abrazolva).
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15. abra - A keringé C4d plazmaszint Osszefiiggést mutat a kemoterapids valasszal és az MPM

progndzisaval.

3/6. A C4d plazmaszint prognosztikai jelentosége MPM esetén

A keringd plazma C4d-szint prognosztikai relevancidjanak vizsgélatdhoz kohorszunkat a
diagnozis idépontjaban mért magas (>1,5 pg/ml; n = 9) és alacsony (<1,5 pg/ml; n =21) C4d-
szinttel rendelkez6 csoportokra osztottuk. Magas plazma C4d szinttel rendelkezé betegek
esetén szignifikansan rosszabb volt a prognézis, mint az alacsony plazmaszintli betegek
esetében (HR 7,33, CI 1,71-31,44, p = 0,007, 15.B. abra). Tobbvaltozos Cox regresszios
elemzéssel feltartuk, hogy a plazma C4d szint a diagnézis felallitasakor (alacsony vs. magas;
HR 0,263, 95% CI 0,096-0,725, p = 0,01) befolyasolta a teljes talélést a szovettani altipustol
(epithelioid vs. nem epithelioid; HR 0,695, 95% CI 0,25-1,935, p = 0,486), az IMIG stadiumtol
(korai vs. kés6; HR 0,711, 95% CI1 0,176-2,875, p=0,633) és a kezelés tipusatol (multimodalis
terapia, beleértve a radikalis miitét kontra egyéb; HR 0,277, 95% CI 0,011-0,761, p = 0,013,
11. tablazat) fliggetleniil.
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11. tablazat - Az MPM betegek OS értékét befolyasold klinikai tényezokhoz igazitott tdbbvaltozos
Cox-regresszios vizsgalat. MMT, multimodalis kezelés; CHT, kemoterapia; RT, sugarkezelés; NA,

nem all rendelkezésre; HR, veszély hanyados; CI, konfidencia intervallum.

HR 95% CI p érték
5 Epitheloid 0,695
Szovettan :
Non-epitheloid |1 0,250-1,935 0,486
IMIG stadium | Korai (I/11) 0,711
- ,176-2,87 ,
(NA = 11) Korai (I11/1V) 1 0,176-2,875  |0,633
Kezelés MMT 0,277
101-0,761 1
(NA = 6) CHT és/vagy RT |1 0,101-0,76 0,013
Alacsony 0,263
Plazma C4d 0,096-0,725 0,010
Magas 1

3/7. A keringé C4d korrelacioja mas komplement komponensekkel

A C4d a C4 aktivalodas terméke. A C4 bomlastermékek a C2a-val egyiitt képezik a C3
konvertazt, amely hasitja a C3-at, felszabaditva ezaltal a C3a-t. A keringd C4d specifitasanak
vizsgalatahoz, mint reprezentativ komplement aktivaciés marker, megmértiik a plazma C3a
szinteket magas (n = 14) és alacsony (n = 13) keringd C4d plazmaszintek esetében, valamint a
HV-knél is (n = 12). Kohorszunkban a plazma C3a szintje szignifikdnsan magasabb volt az
MPM-es betegeknél (MPM vs. HV: 132,30 &= 11,47 vs. 86,45 + 3,98 ug/ml, p = 0,013, 16.A.
abra). Az MPM kohorszon beliil ugyanakkor, a C3a szint nem korrelalt sem a szovettani
altipussal (epithelioid vs. non epithelioid, 122,70 = 13,01 vs. 151,50 £+ 22,24 ug/ml, p = 0,244,
az adatok nincsenek abrazolva), sem a stadiummal (IMIG /Il vs. I11/IV, 119,90 + 21,82 vs.
144,10 + 15,69 pg/ml, p = 0,406, az adatok nem lathatok) sem az életkorral (Pearson r: —0,05;
p = 0,807, az adatok nincsenek abrazolva). Szignifikans korrelaciot talaltunk vizont a kering6
C3a és C4d plazmaszint kozott (Pearson r: 0,57; p < 0,001, 16.B. abra). Végiil annak
megvizsgalasa érdekében, hogy a C3a a C4d-hez hasonléan megbizhatdé prognosztikai
markernek tekinthet6-e MPM-ben, a C3a alcsoportot felosztottuk alacsony (n = 14) és magas
(n = 13) C3a kategoriakra a median plazma C3a szintet hasznalva cut-off-ként (119 ng/ml).
Amint az varhat6 volt, a magas keringd C3a szint csokkent tulélési mutatokkal tarsult (C3a

plazmaszint > 119 ng/ml, HR 2,52, CI 0,75-8,38, p = 0,117, 16.C. abra).

64



dc_1844 20

p =0.013
A 30
.\
Fo '
=) "
E -
- .
100 & .
© —=t =
0
HV MPM

v
@

3001 100
L] —
£ 801
=) 2
Ezou- s 601
=) 2
= = 401
& 1007 g 20{ -+ highcsa :
- —— low C3a '
* 0 v .
o 0 365 730
0 2 4 & Time (days)

C4d (ua/mL)

16. abra - A C3a plazmaszintje MPM-es betegeknél

A C4 aktivalhatd a klasszikus komplement utvonalon, Clq Utjan, vagy a lektin Utvonalon
mannéz kotd lektinnel (mannose binding lectin, MBL). A kapott C4d proteolitikus hasitasi
termék csak egy része szabadul fel. Amint azt a fentiekben leirtuk, a C4d-t a tumormintak
immunsejtjeiben, nem pedig a tumorsejtekben mutattuk ki. Azt meghatarozando, hogy a
14 FFPE szovetmintat valasztottuk ki magas (n = 7) és alacsony (n = 7) keringd C4d szinttel
rendelkez6 betegektdl. A hematoxilin-eozinnal festett metszeteken nem talaltunk sszefiiggést
a kering6 C4d szintek és a gyulladasos sejtek inflacidja kozott (az adatok nincsenek abrazolva).
A fent emlitett 14 minta C1q immunhisztokémiai vizsgalata soran a daganatok szinte minden
esetben negativak voltak a Clg-ra nézve (csak két MPM minta mutatott Clq festést, és
mindkettd alacsony keringé C4d plazmaszinttel rendelkezd betegtdl szarmazott; 17.A. abra). A
gyulladasos sejtek pozitiv festddést mutattak Clq-ra, de a festés intenzitdsa fliggetlen volt a
kering6 C4d-értékektol (17.B. abra). Egyiitt ezek az adatok hatarozottan arra utalnak, hogy az
MPM késdi stddiumaban talalt megemelkedett C4d-szintek Osszefiiggenek a komplement

kaszkad aktivalodasaval.
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17. abra - Clq szoveti expressziéja MPM-ben. (A) Enyhén pozitiv tumorsejteket csak két betegnél
talaltunk (mindkettd alacsony keringé C4d szint csoportban tartozott). (B) Pozitiv festédés

(gyulladasos sejtek) a Clq esetében minden esetben megtalalhato volt.

1V.4. Megbeszélés

Szamos esetben bizonyitast nyert, hogy a komplement-kaszkad fehérjéi szerepet jatszanak
kiilonb6z6é daganatok progresszidjaban. Legjobb tudomésunk szerint ez az elsd tanulmany,
amely MPM betegcsoportban vizsgalja a plazma C4d prognosztikai jelentdségét.
Megjegyzendd, hogy MPM-val diagnosztizalt betegek esetében alacsonyabb C4d
plazmaszintek voltak mérhetéek a korabbi tanulmanyban vizsgalt tiidé adenocarcinomas
betegek plazmaszintjeihez képest, igy kohorszunkban az 1,5 pg/ml-t hataroztunk meg cut-off
értekként (ellentétben a masok altal hasznalt 3,0 pg/ml-vel). Ezen kiilonbség Osszefiiggésben
lehet azzal a ténnyel, hogy a tiidérakos sejtek képesek kozvetleniil aktivalni a klasszikus
komplement utvonalat C1q kotése révén, mig MPM-ben a komplement kaszkad lehetséges

aktivacios mechanizmusait nem vizsgaltak.

A mellkasi malignus daganatokban mas keringd biomarkerekhez képest a keringd C4d szint
jobb prognosztikai markernek bizonyult az OS vonatkozasaban. Azonban a tobbi keringd
markerrel ellentétben MPM-ben a C4d szintek nem kiilonboztek szignifikdnsan a betegek és az

egészséges kontroll csoport kozott, és igy nem birnak diagnosztikus értékkel.

A tiid6 adenocarcinomaval ellentétben, immunhisztokémiai modszerrel nem tudtunk kimutatni
C4d pozitivitast MPM  sejtekben. Megjegyzendd, hogy szdmos daganat esetében a C4d
tumorsejtekben valod expresszidja korrelal a prognozissal, a betegség stadiumaval és/vagy a

lymphoid invazio mértékével. Ugyanakkor, példaul a limfomakban szintén kimutathat6 a C4d
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tumor-specifikus expresszioja. A C4d expresszid/depozicié hianya MPM sejtekben arra utal,
hogy a komplement kaszkddot nem direkt modon aktivaljak a malignus sejtek. Fontos
megjegyezni, hogy a daganatok ektdpias limfoid csirakdzpontjaiban talaltunk C4d pozitivitast.
Tovabba jelen tanulményunkban bemutattuk, hogy a keringé C4d szintek szorosan korrelalnak

mas szisztémas gyulladasos markerekkel, igy, mint a CRP-vel és a fibrinogénnel.

Mivel a C4 a klasszikus komplement ttvonalon C1qg-vel aktivalodik, a C1q festési mintazatat
vizsgaltuk MPM tumor mintakban. Csak két beteg esetében talaltunk szerény tumor-specifikus
Clq expressziot a 14 vizsgalt esetbdl. Ezen adatok dsszhangban vannak egy MPM sejtvonallal

foglalkoz6 korabbi tanulmannyal, mely kimutatta a Clq-kotd fehérje (a Clq negativ

“y ey

Amint azt tiid6 adenocarcinomaban, laphamsejtes carcinomakban és asztrocitomakban is
megfigyelték, vizsgalatunkban is bizonyitast nyert, hogy a keringé C4d szint korrelal az MPM
betegség stadiumaval. Tovabba, vizsgélataink soran megallapitottuk, hogy a magas keringd
C4d szint jelentésen gyakoribb nagyobb tumorméret esetén. Ennek megfeleléen tanulmanyunk
az elsd, amelyben bizonyitdst nyert a keringd C4d szint €és a primer tumor térfogata kozti
Osszefiiggés MPM-ban. Eredményeink azt sugalljak, hogy az el6rehaladott betegség, valamint
rosszindulati sejtek opszonizéacidjahoz. Feltételezziik tovabba, hogy nem maguk az MPM
tumorsejtek, hanem — legalabbis részben — a lokalis infiltrativ immunsejtek felelések a
komplement rendszer klasszikus aktivaciojaért. A nagyobb tumorméret az abszolat immunsejt
szam novekedéséhez vezethet, amely végezetiil emelkedett keringd C4d-szintet eredményez az
MPM elérehaladott stadiumaiban. Ugyanakkor tovabbi tényezOk is hozzajarulhatnak az
elorehaladott betegségben megfigyelt megnovekedett keringé C4d-szinthez. Lupuszos és
atherosclerosisos betegeken végzett vizsgalatok azt mutattak, hogy a komplement aktivacid
kivalthat6 keringd apoptodtikus és nekrotikus sejtekkel is. Ez a feltételezés megmagyarazhatja
a tumor méret és a komplement aktivalodashoz kapcsolodd C4d bomlastermék szintje kozotti

Osszefliggést.

A kering6 C4d specifitasanak tanulmanyozasa céljabol (mint a komplement aktivacié markere)
vizsgaltuk a plazma C3a szint értékét is. A C4d-hez hasonléoan a C3a egy komplement-
specifikus hasitasi termék, mely koncentracioja a komplement aktivalasa soran novekszik. A
plazma C3a-szint emelkedett volt az MPM-es betegeknél (a HV-khez képest), és Osszefliggést
mutatott a C4d szintjével. A C3a szint a — C4d-hez hasonléan — prognosztikai jelentdséggel is
birt azon alcsoporton beliil, ahol mindkét komponens mérhetd volt. Ezek a megfigyelések
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tovabb erésitik a komplement-aktivacié klinikai jelentéségét MPM-ben. Fontos megjegyezni
ugyanakkor, hogy mig a tovabbi C3a és C1q markerek vizsgalata ndveli a C4d, mint biomarker
specifikussaganak jelendségét, ezek a korrelativ vizsgalatok nem tarjak fel a komplement

aktivalas pontos mechanizmusat MPM-ben.

A C4d-hez hasonléoan az MPM-ben 1évé mas keringé biomarkerek, mint a mezotelin és az
aktivin A, hasonlo 0sszefiiggést mutattak a tumor mérettel €s a betegség stadiumaval. A mai
napig nincs olyan keringd biomarker, mely lehetové tenné a kiilonb6z6 szévettani MPM
altipusok megkiilonboztetését. Vizsgalatunkban csak enyhén volt magasabb a nem-epithelioid
altipusok esetében mért C4d plazma szint (az epithelioid szovettanu betegekkel

Osszehasonlitva).

IV.5. Kovetkeztetések

A biomarker vizsgalatok tobbsége a diagnozis idején és/vagy sebészeti mintavételt megel6z6
mintagylijtésekre 6sszpontositott. Kutatasunk soran lehetdségiink volt elemezni a keringé C4d
értékeket egyéni kemoterapids valasz szempontjabol az indukcios kemoterapiat kdvetden.
Figyelemre méltd, hogy azon esetekben, ahol kemoterapiat kovetden progresszid volt
megfigyelhet6 a keringd C4d szint szignifikansan magasabb volt azon betegekhez képest, akik
jol reagaltak a kemoterapiara. A C4d szint mérése kemoterapiat kovetden segitheti a betegek
ujboli stadiumbeosztasat és értékelését. Ez fontos lenne, mivel az MPM hajlamos ,,héjként”
novekedni a mellhartya felszinén, és a RECIST kritériumok alapjan tovabbra is kihivast jelent
a terapids valasz és a daganat kiterjedésének megitélése. Jelen tanulmanyunk az elsd, amely
Osszefliggést talalt a keringd C4d szintek és a tumor méret, valamint a kemoterapias valasz
kozott. Ezért a terapias valasz hagyomanyos értékelése mellett a C4d szint mérése is

megkonnyitheti az egyénre szabott terdpia meghatarozasat.

68



dc_1844 20

V. Az apelin expresszio szerepe nem Kissejtes tildodaganatok angiogenezisében és

prognozisaban

V.1. Bevezetés

Az elmult évtizedben az onkologiai kutatasokban a molekularisan célzott terapidk keriiltek a
kozéppontba, koztiikk az érhaldzatra hatd szerek. Az egyre hatékonyabb antiangiogén szerek
fejlesztésének elengedhetetlen része az tUjabban felfedezett angiogén molekulak alapos
tanulmanyozasa, beleértve az apelinerg jelatviteli rendszert. A human apelin receptort (APJ)
[mely egy 377 aminosav hosszi G-protein-kapcsolt receptor (GPCR)] 1993-ban azonositottak
O’Dowd ¢s mtsai, mig az apelin receptor ligandja 1998-ban keriilt izoldlasra szarvasmarha
gyomor homogenatumbol (Tatemoto és mtsai. altal). Ez utobbi peptidet nevezték el apelinnek.
Az apelin eldalakot proteazok hasitjak, hogy 1étrehozzak a — jelentésen rovidebb — biologiailag
aktiv formakat, igy az apelin-36, -17, -16, -13, -12 molekulakat ¢s az apelin-13 pyroglutamattal
modositott alakjat, a Pyrl-apelin-13-at. Ez utobbi molekula esetében a poszttranszlacios
modositast a glutaminil ciklaz katalizalja, és ez ellenallobba teszi a peptidet az enzimatikus

degradacioval szemben.

Elettani szempontbol az APJ/apelin rendszer szerepe Osszetett és igen sokoldala. Mivel az
apelin és receptora intenziven expresszalddik a hypothalamus szupraoptikus és
paraventrikularis magjaiban, feltételezhetjiik, hogy az APJ/apelin rendszer részt vesz a
hypothalamus-hypophysis tengely — és ezaltal a folyadék homeosztazis — szabalyozasaban.
Ugyanakkor fontos, hangstlyozni, hogy az ezzel kapcsolatos eredmények javardszt
ellentmondasosak, hiszen mig egyesek szerint apelin addsa patkanyokban a vizfogyasztas
csokkenésével jar, addig masok szerint épp a vizfogyasztas novekedését valtja ki. Az apelin
egy masik lehetséges szerepe az anyagcserefolyamatok szabalyozasdban keresendd:
hiperinzulinémias elhizott egérben megfigyelték a plasma és az adipocytak apelin szintjének
novekedését, ugyanakkor alacsony inzulin szintnél és €heztetés soran csokkent a zsirsejtek altal
szekretalt apelin mennyisége. Tekintettel arra, hogy a szekrécidé gyorsan helyreallt taplalék
felvétele utan, arra kovetkeztethetlink, hogy az apelin szekrécido mértékét az inzulin noveli és a

zsirsejtek jelenthetik a keringd apelin {6 forrasat.

A fiziologiai folyamatok mellett, az apelin/APJ rendszernek szerepe lehet a gyulladasos

folyamatokban (példaul gyulladasos bélbetegségek) is, és majcirrdzis esetén is aktivalodhat.
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Tovabba in vivo tanulmanyokban leirtak, hogy az apelin vérnyomascsokkenté hatassal is

rendelkezik a periférias vénak tagitasa és a nitrogén-monoxid termelddésének serkentése révén.

Onkologiai szempontbdl, az apelin fokozott expresszidja tobb daganattipus esetén is
megfigyelhetd. Immunhisztokémiai vizsgalatokon alapuld tanulmanyok kimutattak, hogy
invaziv duktalis vagy lobularis emldcarcinoma rosszindulati tumorsejtjei jelentds mértékben
expresszaljak az apelint. Szdjiiregi laphamrak esetén szintén megfigyelhetd apelin expresszio,
sOt prognosztikus értékkel is bir ezen daganattipus esetén. Az angiogenezis szempontjabol
kiemelendd, hogy ragcsaldé emldérdk és melandéma modell esetén az apelin nagymértékii
kifejez6dése serkenti a tumorok beerezddését €s in vivo ndvekedését. Glioblastoma multiforme
esetében pedig az angiogén tumor érhaldzataban fokozattan expresszalodik az apelin receptor
¢s ligandja, amely autokrin szabalyozasi modra utal a tumor beerezddésének a folyamataban.
Végezetiil pedig kiemelendd, hogy az apelin receptor nagymértékii kifejezodése megfigyelhetd
mind a colon26 ragcsalo adenocarcinoma, mind a Lewis tiidé adenocarcinoma endotél sejtjein
is. Ez utobbi daganattipus esetén a receptor és ligandjanak koexpresszioja figyelheté meg a
tumor vérereiben. Apelint tultermeld colon26 sejtekbdl fejlddé tumorokban a vérerek belsd
atmérdje nagyobb volt a kontroll tumorokhoz képest, és a vérerek belsé atmérdjének — apelin
hatasara torténdé — novekedésérdl irnak huméan PC3 prosztata riksejtekbdl és B16 egér
melanoéma sejtekbol Kifejlédé tumorokban is. Tekintettel arra, hogy az apelinerg rendszer
szerepe €s az apelin expresszid szabalyozasanak molekularis mechanizmusa még nem teljesen

ismert NSCLC esetén, tanulmanyunk célja:

e az apelin és receptora expresszidjanak vizsgalata NSCLC sejtvonalakon és human
tumor mintdkon (MRNS szinten kvantitativ. PCR-rel, fehérje szinten
immunhisztokémiaval, immunfluoreszcens jelléssel, valamint ELISA-val)

e az apelin NSCLC-re kifejtett hatasanak vizsgalata in vitro (exogén apelin kezelés és
apelin expresszios vektorral torténd transzfekcid révén)

e a fokozott apelin expresszio NSCLC-re kifejtett hatasanak vizsgalata in vivo (a
tumorndvekedés, az érdenzitas €s a mikroér-keriilet szempontjabol)

e human NSCLC daganatmintdk apelin expresszidjanak, beerezddésének és klinikai
viselkedésének 6sszehasonlito/atfogo vizsgalata

e amegndvekedett apelin protein expresszid prognosztikus jelentdségének vizsgalata
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V.2. Betegek és Modszer
2/1. Beteganyag

Az immunhisztokémiai vizsgalatokhoz osszesen 94, NSCLC-vel diagnosztizalt beteget
valasztottunk ki, akiket 1997. januarja és 2001. decembere kozott kezeltek az Orszagos Koranyi
Pulmonoldgiai Intézetben (OKPI). Koziilik 68 férfi- és 26 ndbeteg volt (median: 63 év
[intervallum: 44-81 év]). A formalin-fixalt, paraffinba agyazott (FFPE) NSCLC mintak az
OKPI Patolégiai Osztalyardl szarmaztak, az Etikai Bizottsag jovahagyasaval és az Orvosok
vételével. A szdvettani diagndzist és az N-stadiumot hematoxylin és eozinnal festett mintakon
hataroztuk meg. Ez alapjan 54 adenocarcinomat, 35 laphamrakot, és 5 nagysejtes
tiiddcarcinomat kiilonitettiink el. A mintakbol tumormentes tiidészovetet is eltavolitottunk. A
stadiumokat az American Joint Committee on Cancer TNM klasszifikacioja alapjan hataroztuk

meg a mitéti és a patoldgiai leletek alapjan.

A molekularis vizsgalatokhoz (polimeréaz lancreakcid) 46 NSCLC-vel kezelt beteg sebészi uton
frissen eltavolitott tumoros és normal tiidoszovetét hasznaltuk. A sebészi rezekciot kdvetoen, a
tumoros mintakat félbevagtuk, majd a mintak egyik felét paraffinba agyaztuk, a rutin szévettani
vizsgalat, valamint az apelin pozitiv tumorsejtek szazalékdnak immunhisztokémiai jeloléssel
valé meghatarozésa céljabol. A mintdk masik felét folyékony nitrogénben lefagyasztottuk, és -
80°C-on taroltuk az mRNS izol4lasaig. Minden tumoros és normal tiidészovet sebészi titon lett

eltavolitva, és egyik bevont beteg sem részesiilt neoadjuvans terapiaban.

12. tablazat - Klinikopatologiai jellemz6k az apelin expresszid fliggvényében

Betegszam (%) Apelin expresszio D érték
Alacsony (%) |Magas (%)

Betegek 94 (100%) 30 (31,91%) 64 (68,09%)
Kor (évek)
63< 45 (47,87%) 11 (36,67%) 34 (53,13%)
63> 49 (52,13 %) 19 (63,33%) 30 (46,87%) |0,14
Dohanyzas
Nem dohanyzé 21 (22,34%) 7 (23,33%) 14 (21,88%)
Jelenleg/korabban | 73 (77,66%) 23 (76,67%) 50 (78,12%) |0,87
Nem
Férfi 68 (72,34%) 21 (70%) 47 (73,44%)
No6 26 (27,66%) 9 (30%) 17 (26,56%) (0,73
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N stadium

NO 35 (37,23%) 12 (40%) 23 (35,94%) (0,94
N1 30 (31,92%) 10 (33,33%) 20 (31,25%) [0,63
N2 29 (30,85%) 8 (26,67%) 21 (32,81%) [0,56
T stadium

T1 37 (39,36%) 13 (43,33%) 24 (37,5%) (0,36
T2 32 (34,04%) 8 (26,67%) 24 (37,5%) 0,37
T3 25 (26,6%) 9 (30%) 16 (25%) 0,94
Szovettan

ADC 54 (57,45%) 18 (60%) 36 (56,25%) |0,64
SCC 35 (37,23%) 10 (33,33% 25 (39,06%) (0,6
LCC 5 (5,32%) 2 (6,67%) 3 (4,69%) 0,76
MVD

Alacsony 51 (54,26%) 21 (70%) 30 (46,87%)
Magas 43 (45,74%) 9 (30%) 34 (53,13%) (0,04

2/2. Sejtvonalak

Az NSCLC sejtvonalak koziil a H358, a H1650, a H1975 és HTB182 vonalak az American
Type Culture Collection-t6l (Virginia, USA), mig az LCLC-I03H és HCC-15 vonalak a
German Collection of Microorganisms and Cell Cultures-t6l (Braunschweig, Németorszag)
szarmaztak. Az el6irasoknak megfeleléen, a sejtvonalakat 37°C-on, 5% COy-ot tartalmazo
atmoszféraban, és RPMI 1640 tapfolyadékban (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA) taroltuk,
ami 10% fotalis borjasavot (FCS; Sigma Chemical Co.) és 1% penicillin/streptomycint (Sigma
Chemical Co.) tartalmazott.

2/2/1. Stabil transzfektans sejtvonalak létrehozasa

A human apelin komplementer DNS-t az OriGene-tdl rendeltiik (Rockville, USA). A kodolo
régiot a kovetkezd primerekkel amplifikaltuk: 5°-CGC GAA TTC GGC ATG AAT CTG CGG
CTC TG-3’ ¢és 5’-GCG CTC GAG TCA GAA AGG CAT GGG TCC-3’. A PCR termékeket
pcDNA 3.1 vektorba szubklonoztuk ECORI és Xhol restrikciés enzimek segitségével
(Invitrogen). Az expresszios vektor nukleotid szekvencidjat DNS szekvenalassal erdsitettiik
meg. A H358 és H1975 sejtvonalakat transzfektaltuk a kontroll, illetve apelin-k6dolé pcDNA
3.1 vektorokkal a FuGENE 6 transzfekcidos reagenssel (Roche Diagnostic, Mannheim,
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Németorszag), majd a stabil transzfektansokat geneticin rezisztenciajuk alapjan szelektaltuk

(400 pg/ml; Gibco, Paisley, UK).

2/3. In vitro sejproliferacios teszt

Az NSCLC sejtvonalaink esetében, a 96-lyuku szovettenyésztd edényekbe 10* sejtet tettiink ki
lyukanként RPMI/FCS-ben, majd 24 éra elteltével szérum jelenlétében vagy anélkiil kezeltiik
ket apelin-36-tal (Phoenix Pharmaceuticals) a kdvetkezd koncentraciokban: 0, 1022, 10710, 10-
8 10 M. A sejtek inkubacids ideje 72 6éra volt, majd kolorimetridsan meghatiroztuk a relativ
sejtdenzitast. Lyukanként 0,5 mg/ml 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide-ot (Sigma-Aldrich Co.) adtunk a sejtekhez, amelyet 4 6ra elteltével, 37°C-on torténd
inkubalast kovetden dvatosan ledntdttiink, €s az €10 sejtekben keletkezett formazan-kristalyokat
DMSO-ban oldottuk. Az abszorbanciat 570 nm-en mértiik ELISA Microplate Readerrel (Bio-

Rad). A kisérleteket haromszor ismételtiik.

2/4. Az apelin expressziojanak és a mikroerek siiriiségének meghatarozasa human és
xenograft tumorokban

Az immunhisztokémiai jelolést 10%-os neutralis pufferolt human FFPE mintakon végeztiik.
Az 5 um-es metszeteket elészor deparaffinaltuk, majd blokkoltuk az endogén peroxidazokat
3%-0s metanolos H2O»-oldattal 15 percig. Ezt kovetden antigénfeltarast végeztiink 0,1 M-0s,
pH 6-os citrat pufferben 800 W-os mikrohullammal 15 percig. Ezutan a metszeteket inkubaltuk
15-15 percet 0,1%-o0s avidinnal, valamint 0,01%-os biotinnal (Vector Laboratories), az endogén
avidin és biotin blokkolasa céljabol. A nem specifikus proteinkotések blokkolasa céljabdl a
metszeteket 0,05%-o0s caseinnel (Sigma Chemical Co.), 0,05% Tween-20-szal és PBS-sel
inkubaltuk 30-30 percet. A kovetkezd elsddleges antitesteket hasznaltuk: egér anti-human
CD31 (DakoCytomation, Carpinteria, USA) ¢és nyul anti-human apelin-36 (Phoenix
Pharmaceuticals). Masodlagos antitestként biotinalt anti-egér IgG-t (Vector Laboratories) és
sertés anti-nyul IgG F(ab’)2 fragmentet (DakoCytomation) hasznaltunk, majd streptavidin-
tormaperoxidazzal (DakoCytomation) ¢és 3-amino-9-ethylcarbazollal (DakoCytomation)

detektaltunk. A magfestés hematoxylinnal tortént.

Az apelinnel jelolt mintdk esetében az apelin-expresszidé mértékére a pozitiv NSCLC sejtek

hanyadabol kovetkeztettiink. A pozitivitds szempontjabol, a metszeteket a pozitiv tumorsejtek
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szazalékos eloszlasa alapjan osztalyoztuk: (-) nincsenek pozitiv tumorsejtek, (1+) 1-10% a
pozitiv sejtek ardnya, (2+) 10-50% pozitiv sejt, (3+) >50% pozitiv sejt. A metszetek
elemzéséhez a Nikon Eclipse 80i mikroszkopot hasznaltuk, mig a fotokat SPOT digitalis
kameraval (Diagnostic Instruments, Sterling Heights, USA) készitettiik.

Humén mintdk esetében, a mikroerek stlrliségének és keriiletének meghatarozasahoz a
vérereket egér anti-human CD31 (DakoCytomation) antitesttel jeldltiik, mig egér tumorokban
patkany anti-egér CD31 (Pharmingen) antitestet hasznaltunk. Masodlagos antitestként biotinalt
anti-egér, illetve anti-patkany antitesteket (Vector Laboratories) hasznaltunk, melyeket
fluoreszcens streptavidinnel (Jackson Immunoresearch) jel6ltiink. Tumoronként harom-
harom teriiletet értékeltink a CUE-2 komputerizalt képanalizald rendszer segitségével

(Olympus, Tokyo, Japén).

2/5. Sejtes apelin expresszio vizsgalata

A vad tipust human NSCLC vonalak (H358, H1650, HCC15, LCLC-I03H, H1975 és A549)
¢s a kontroll vagy apelin expresszios vektorral stabilan transzfektalt H358 és H1975 sejtek
kereskedelmi forgalomban kaphato — apelin-36 ELISA kittel (Phoenix Pharmaceuticals)
hataroztuk meg, a gyartd eldirasainak megfeleléen. Ugyanakkor kiemelendd, hogy ezen kit
100%-os keresztreaktivitast mutat az apelin-36-al, az apelin-13-al és az apelin-12-el egyarant.
Az eredményeinket dsszevetettiik a standard gorbékkel, és az als6 detektalasi limit 0,08 ng/ml

volt. A méréseket haromszor ismételtik.

2/5/1. Apelin és receptora expresszidjanak vizsgalata reverz transzkripciéos PCR-ral

Az 6ssz-RNS-t @ human NSCLC vonalak 2D-s és 3D-s tenyészeteibdl és a nyirok endotél
sejtekbdl Trizol reagenssel (Invitrogen), mig a 46 NSCLC beteg frissen fagyasztott tumoros és
normal tiidészovetébdl Qiagen RNeasy Mini kittel (Qiagen, Maryland, USA) izolaltuk. A
maradék DNS-tartalmat RNase-free DNase kittel (Applied Biosystems, California, USA)
tavolitottuk el. Az 0ssz-RNS 3-3 mikrogrammjabol reverz transzkripcioval CDNS-t
készitettiink az alabbi reakcideleggyel: deoxy-NTP (0,5 mM), random primer és oligo-dT
keveréke (3 uM végkoncentracid) (Applied Biosystems), RNasin ribonukleaz-inhibitor (20
U/reakcid; Promega, Wisconsin, USA), reverz transzkripcios puffer (500 mM Tris-HCI, pH

74



dc_1844 20

8.3, 500 mM KCI, 30 mM MgCl; és 50 mM ditiotreitol), M-MLYV reverz transzkriptaz (Sigma-
Aldrich, 200 U/reakcié) és DEPC-kezelt viz. Az atirds eredményét és az RNS-mintak

tisztasagat B-aktin amplifikalasaval ellendriztiik.

Kvalitativ PCR-t apelinre és B-aktinra készitettiink. Az amplifikalast AmpliTaq Gold kittel
(Applied Biosystems) végeztik, a PCR reakcio pedig 42 ciklusbol allt a kdvetkezo
hémérsékletekkel: 1 percig 94°C, 1 percig 55°C és 2 percig 72°C. A kvantitativ — valos idejii —
PCR reakciot Applied Biosystems 7500 Real-time PCR System késziiléken futtattuk meg.
Ehhez reverz transzripcioval atirt cDNS mintakat hasznaltunk, TagMan Universal PCR Master
mixszel (Applied Biosystems) ¢és Taqman apelin (Hs00175572 ml), illetve APJ
(Hs00270873 sl) génexpresszids esszével (Applied Biosystems) megsokszorozva az apelin,
illetve receptora génjét. A real-time PCR analizis eredményeinek standardizalasa érdekében a

megsokszorozodott géneket a B-aktin haztartasi génhez viszonyitottuk.

2/6. Xenograft tumorok vizsgalata

Az apelint kifejez6, transzfektalt NSCLC sejtek novekedését xenograft tumorokban
Osszevetettiik a kontroll vektort expresszald sejtek novekedésével 6 hetes ndstény athymias
nude egerekben. Az intézményi allatjoléti szabalyoknak megfelelden az egereket 12 oras fény-
sotét ciklusban tartottuk patogénmentes koriilmények kozott mikroizolator ketrecekben
(engedélyszam: 22.1/1268/3/2010). Az apelint stabilan expresszalo, illetve a kontroll vektorral
transzfektalt H358 és H1975 sejteket 80%-0s konfluencianal tripszinizaltuk, majd kétszer
mostuk. A xenograftok létrehozasahoz tizmillio sejtet oltottunk be egerenként Matrigelben
szubkutan. A tumorok méretét 4 naponta mértiik, és mm3-ben fejeztiik ki az alabbi képlet
alapjan: hossziisag x szélesség? m/6. A tumorokat 32 nappal a beoltas utan eltavolitottuk, és

frissen fagyasztottuk folyékony nitrogénben.

2/7. Statisztikai szamitasok

A folytonos valtozokat — normal eloszlas esetén — kétmintas t-probaval hasonlitottuk 6ssze, mig
nem-normal eloszlas esetén a Mann-Whitney U tesztet hasznaltuk. A kategorikus adatokat
Fisher-egzakt teszttel vagy Khi-négyzet probaval elemeztiik (az esetszam fiiggvényében). Az

apelin fehérje-, és mRNS-szintii expresszidja kozti korrelacio kimutatasahoz Spearman-féle
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rangkorrelacios tesztet hasznaltunk. A talélési gorbék Osszehasonlitasara a Kaplan-Meier
megkozelitést és a log-rank-tesztet alkalmaztunk, valamint a tobbvaltozos analizishez Cox
regressziot hasznaltunk. Az Osszefiiggéseket p < 0,05 esetan tekintettiik szignifikdnsnak. A
statisztikai analizisek elvégzéséhez a Statistica 8.0 (StatSoft Inc., Oklahoma, USA) programot
hasznaltuk.

V.3. Eredmények
3/1. Apelin expresszio vizsgalata szovettani mintakon és NSCLC sejtvonalakon

Az FFPE mintakon (n = 94) végzett immunhisztokémiai vizsgalatok soran, az apelin
megjelenése citoplazmas mintazatot mutatott. Az apelin protein foként a human bronchialis
mirigyekben €és a tumorral hatdros epitheliumban fejezodott ki, mig az alveolaris sejtek

negativak voltak.

18. abra - Normal tiid6- és NSCLC szdvetek immunhisztokémiai jeldlése az apelin expresszidjanak
vizsgalatara. (A) Apelin immunjelolés a bronchialis mirigyekben a normal tiidészévetben. (B,C)
Immunhisztokémiai példak a fokalis (B) és diffuz (C) apelin jel616dési mintazatokra (ami megfelel

az alacsony és magas apelin expresszionak). A nyilak apelint kifejez6 tumorsejteket hivatottak jeldlni.

Sejtvonalaink — mRNS szintli — apelin expresszidjat RT-PRC-al vizsgaltuk, és a termékeket
megfuttatva lathato, hogy az apelin expresszalodik mind az 6t vizsgalt NSCLC vonalban (19.

abra).
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19. abra. - RT-PCR az apelin mRNS kimutatdsdra human NSCLC sejtvonalakban

A sejttenyésztdé médiumba szekretdlt apelin meghatarozasdhoz ELISA-t hasznaltunk.
Eredményeink igazoltdk, hogy a sejtvonalak mindegyike szekretalta az apelin proteint, a mért
értékek pedig 100-300 pg/mL tartomanyon beliil voltak minden NSCLC vonal esetében (20.

abra).
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20. abra - ELISA a szekretalt apelin detektalasara NSCLC sejttenyészetek kondicionalt médiumaban.

Mindegyik sejtvonal szekretalta az apelint. Az oszlopok 3 kisérlet atlagat mutatjak+SD.

Az NSCLC sejtvonalaink mellett human rezekciés mintakban is vizsgaltuk az apelin
expressziot MRNS szinten. Ehhez a sebészi uton frissen eltavolitott tumoros és normal szoveti
mintakat hasznaltuk (n = 46). A 46 nem tumoros és tumoros mRNS extraktum-par kvantitativ
valds idejii PCR analizise szerint az apelin expresszios szintek szignifikdnsan magasabbak
voltak a tumoros mintakban (vs. a nem tumoros [azaz normal tiidészdvetet tartalmazd] mintak,

p < 0,01; 21. &bra).
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21. abra - Kvantitativ valos ideji PCR analizis a tumoros ¢és normal tiidészovet apelin mRNS

szintjének O0sszehasonlitasadra. Az apelin expresszid 1ényegesen magasabb volt a tumoros mintakban
(p <0,01; n = 46).

Ezt kovetéen Osszehasonlitottuk az NSCLC mintdkban mért apelin mRNS szinteket az
immunhisztokémidval detektalt protein expresszios szintekkel, és szignifikans mértékii pozitiv

linearis korrelaciot talaltunk (r = 0,59, p < 0,01; 22. 4bra).
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22. abra — Korrelacios analizis a human NSCLC mintdk kvantitativ RT-PCR-rel mért ¢és
immunhisztokémiaval meghatarozott apelin expresszidjara vonatkozoéan. Szignifikans pozitiv linearis

korrelaciot taldltunk az mRNS szint és a protein expresszids szintek kozott (n = 46, R = 0,59, p <

0,01).

78



dc_1844 20

3/2. Exogén apelin kezelés és apelin expresszios vektorral torténé transzfekcié hatasa az
NSCLC vonalak novekedésére in vitro

Az apelin — kiilonbdz6 koncentracioval torténd — kezelés hatasat NSCLC sejtvonalakon
proliferacios tesztek segitségével viszgaltuk. Célunk, az apelin autokrin hatdsainak
feltérképezése volt, az NSCLC sejtvonalak novekedését illetben. Az exogén apelin kezelés

egyik koncentracidban sem befolyasolta a sejtek in vitro proliferacios képességét a kezeletlen

sejtekhez képest a 72 oras kisérletben sem szérumos, sem szérummentes kozegben (23. ébra).
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23. abra - In vitro proliferacidés teszt NSCLC sejtvonalakkal. Az exogén apelin kezelés nem

befolyasolta jelent6sen a vad tipust sejtek (H1650, HCC-15, LCLC-103H, H1975 és H358) in vitro

proliferacids képességét. Az oszlopok 3 kisérlet atlagat mutatjak+SD.

A tovabbiakban, a viszonylag alacsony apelin expresszids szintel rendelkezé H358 és H1975

sejteket stabilan transzfektaltuk apelin expresszids vektorral, hogy megndveljiik az apelin

mértékét ELISA-val ellendriztilk. A viszgalt sejtvonalak genetikai modositdsa a szekretalt
apelin szintjének szignifikans emelkedését eredményezte (mindkét sejtvonal esetében, p < 0,05;

24, abra).
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24. abra - ELISA az apelin tultermelés hatdsainak kimutatdsara apelin vagy kontroll vektorral stabilan
transzfektalt H358 vagy H1975 sejtek kondicionalt médiumaban a vad tipusu sejtekhez hasonlitva. Az
apelin vektorral stabilan transzfektalt sejtvonalak apelin szekrécidja a tobbszorosére emelkedett. Az

oszlopok 3 kisérlet atlagat mutatjak=SD; * p < 0,05 vs. kontroll.

Ezt kovetden proliferacios tesztek révén vizsgaltuk az apelin protein expresszids szint
emelkedésének — a sejtek novekedésére kifejtett — hatasat in vitro. Eredményeink alapjan, egyik
apelint taltermeld sejtvonal sem mutatott megndvekedett proliferaciot a kontroll vektorral

transzfektalt sejtekhez képest (p > 0,05 mindkét sejtvonalnal; 25. abra).
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25. abra — Nem észleltiink szignifikans eltérést a kontroll vagy apelin expresszios vektorral

srs

oszlopok 3 kisérlet atlagat mutatjak+SD.
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3/3. Fokozott apelin expresszié hatasa az NSCLC novekedésére in vivo

Ahogy mar fentebb leirtuk, az exogén apelin (23. abra), illetve az apelin tultermelése (25. abra)
nem befolyasolta az NSCLC sejtek novekedését in vitro. Az apelin in vivo hatasaiak vizsgalata
c€ljabol, szubkutan injektaltuk az apelin vagy kontroll vektorral transzfektalt H358 vagy H1975
sejteket immundeficiens egerekbe. Ezt kdvetden 0sszevetettiik a tumorok in Vivo novekedését,
¢s azt tapasztaltuk, hogy a tumorok novekedése gyorsabb volt az apelint taltermeld sejtekkel
beoltott egerekben, a kontroll vektorral transzfektalt sejteket hordozo egerekhez viszonyitva. A
beoltast koveté 24. napon, mindkét sejtvonal esetében szignifikdnsan nagyobb
tumortérfogatokat mértiink az apelin vektorrral transzfektalt vonalaknal a kontroll vektorral

transzfektalt vonalakhoz képest (26. abra).

26. abra - A genetikai mdodositast koveto apelin tultermelés serkenti a human NSCLC vonalak
in vivo novekedését. A beoltast kovetd 24. napon mar szignifikans az eltérést észleltiink
mindkét sejtvonal esetében. (W) és (&) csoportonként 8 egér atlagat mutatja=SD; p < 0,05 és

p < 0,01 vs. kontroll.
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Megfigyelésiink, mely szerint az apelin taltermelése serkenti a human NSCLC vonalak in vivo
novekedését, alatamasztja mas tanulmanyok eredményeit, amelyek az apelin molekula
lehetséges angiogén hatasarél szamolnak be kiilonboz6 in vitro és in vivo kisérleti
rendszerekben. Ennek okan mi is vizsgaltuk az apelin érképz6désre kifejtett hatasat
xenotranszplantalt human NSCLC sejtvonalakban in vivo. A morfometriai analizis, amelynek
soran CD31-et hasznaltunk az endotélsejtek jelolésére (27. abra), szignifikansan nagyobb
mikroér stirliséget mutatott az apelin-taltermelé tumorokban (vs. kontroll tumorok képest, p <

0,05 a H358 és H1975 sejtvonal esetében is).
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27. abra - Az apelin tultermelése serkenti az NSCLC angiogenezisét in vivo. 32 napos apelin-
taltermelé H358 (C) és H1975 (D) tumorok, valamint kontroll H358 (A) és H1975 (B) tumorok

fagyasztott metszeteit CD31 endotélsejt markerrel jeloltiik (piros fluoreszcencia). 200x-0s nagyitas.
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28. abra - Apelin taltermeld, valamint
kontroll H358 és H1975 tumorok mikroér
stirlisége a 32. napon. Mindkét sejtvonal
esetében az apelin taltermeléd tumorok
mikroér stirlisége szignifikansan nagyobb
a kontroll tumorokhoz képest. Az
oszlopok 8 egér atlagat mutatjak
csoportonként £SD; * p < 0,05 wvs.

kontroll.

Ezenkiviil 6sszehasonlitottuk a tumorkapillarisok keriiletét is, és azt tapasztaltuk, hogy az

apelin transzfektalt tumorok esetén szignifikansan nagyobb volt tumorkapillarisok keriilete (vs.

kontroll vektorral transzfektalt tumorok, p < 0,05; 29. abra).
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tumorokhoz képest. Az oszlopok 8 egér

O Kontr, weldor W Apelin veldor atlagat mutatjak csoportonként +SD; * p
< 0,05 vs. kontroll.

3/4. Human NSCLC daganatmintak apelin expressziojanak, beerezédésének és klinikai
viselkedésének dsszehasonlitasa

A bevont betegek klinikopatologiai valtozoit az apelin expresszio fliggvényében a 12. tablazat
foglalja 0ssze. Nem talaltunk szignifikans Osszefliggést az apelin expresszio és az életkor, a
nem, a dohanyzas, a tumor stadium (T), a nyirokcsomé stadium (N) és a szovettani tipus
tekintetében sem. Ugyanakkor az apelin lehetséges angiogén tulajdonsagéra utal, hogy magas
apelin expresszi6 szignifikdnsan gyakrabban parosult nagy érdenzitassal (p = 0,04; 12.
tablazat). Tovabba kimutattuk, hogy a vérérkapillarisok atlagos szama (anti-CD31 jel6léssel)
szignifikansan nagyobb a magas apelin expresszald tumorokban (vs. alacsony apelin

expresszioju tumorok, p = 0,002; 30. abra).
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apelin expresszioju NSCLC mintakban (n
P=0.002

40 = 94). Magas apelin expresszio esetén

e o J'E‘xtlag lényegesen magasabb a mikroér siirliség
30 [ Ltlag+SE . e . .
alacsony . Inagas T Atlaz#5D (p <0,002). A mikroér siirliség a vérerek
Apelin expresszio

szamat jelenti négyzetmilliméterenként.

Tanulmanyoztuk tovabba az 6sszefliggést az apelin expresszio €s az angiogén aktivitas mértéke

kozott is a Kkapillaris keriiletek meghatarozasa révén. Bar nem taldltunk statisztikailag
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szignifikans Osszefiiggést a magas vs. alacsony apelin expressziot mutaté tumorok kozott, a
mikroerek keriilete nagyobb volt a magas apelin expresszioji tumorok esetében. (p = 0,14; 31.

abra).
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31. abra - Mikroér keriiletek Gsszehasonlitdsa az alacsony vs. magas apelin expressziéju human
NSCLC mintakban (n = 94). A magas apelin expresszid nagyobb mikroér keriilettel jart, de
eredményeink nem érték el a szignifikancia szintet (p < 0,14). A mikroér keriilet mikrométerben van
kifejezve.

3/5. A megnovekedett apelin protein expresszioé prognosztikus jelentosége

Ahogy a korabbiakban részleteztiik, a 94 NSCLC tumormintan immunhisztokémiai jel6léssel
vizsgaltuk az apelin kifejez6dését, €s az apelin expresszidjanak mértéke alapjan -, 1+, 2+ és 3+
kategoriakba soroltuk azokat. Azt talaltuk, hogy a - vagy 1+ csoportokba (<10% apelin pozitiv
tumorsejt; alacsony apelin expresszio) tartozo betegek tulélési ideje szignifikansan hosszabb
volt a 2+ vagy 3+ kategoriakba (> 10% apelin pozitiv tumorsejt; magas apelin expresszio) sorolt
betegekhez képest. Az 6t éves tulélési rata magas apelin expresszio esetén 29,9%, mig alacsony

expresszios szint esetén 63,3% volt (p = 0,002, log-rank teszt; 32. abra).
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p=0.002 (Log-rank test) by
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32. abra - Kaplan-Meier gorbék
a bevont betegek tulélésére
vonatkozodan az apelin
koncentraciéo fliggvényében. A
magas apelin koncentracioju
tumorok Iényegesen rosszabb
progndzissal rendelkeznek (vs.

s s

tumorok, p = 0,002).

Ezt kdvetden tobbvaltozos tulélési analizist végeztiink a standard prognosztikus paraméterek

(tumor kiterjedés, nyirokcsomo stadium és életkor) fiiggvényében, és azt tapasztaltuk, hogy az

apelin expresszid prognosztikus értéke fliggetlen a tobbi valtozotol (p = 0,021; 13. tablazat). A

nyirokcsom¢é stadium szintén fiiggetlen prognosztikai tényezonek bizonyult (p < 0,01; 13.

tablazat).

13. tablazat - Tobbvaltozos talélési analizis az apelin expresszié és a standard klinikopatoldgiai

valtozok fiiggvényében (n = 94).

Prognosztikus faktor RR 95% CI p érték
Eletkor (<63 vs. >63) 1,577 0,9-2,761 0,111
Nem (férfi vs. n6) 0,547 0,289-1,036 0,064
Szovettan (ADC vs. SCC/LCC) 1,015 0,65-1,585 0,946
Patologias T-stadium (T1 vs. T2-3) 0,94 0,711-1,243 0,664
Patologias N-stadium (NO vs. N1-2) 5,974 2,888-12,357 |<0,001
Apelin-36 (alacsony vs. magas) 2,354 1,135-4,883 0,021
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V.4. Megbeszélés

A molekuldrisan célzott terapidk jelentdsége az elmult évek soran felértékelddott az onkologiai
gyakorlatban. Ezek javarészt olyan kismolekuldk vagy ellenanyagok melyek az onkogén
fehérjéket, vagy az angio- és lymphangiogenezist képesek gatolni. igy az érdeklddés
kozéppontjaba keriiltek az ujonnan felfedezett angiogén molekuldk is, melyek kozé tartozik az
apelin molekula. Az apelin jelentésége tovabba abban nyilvanul meg, hogy serkenti az endotél
novekedését kiilonbozé in vitro és in vivo kisérleti rendszerekben és jelentés mértékben
expresszalodik mind a human daganatokban, mind a ragcsalé tumorkban. Ennek ellenére az
apelinerg rendszer szerepe az NSCLC beerezddésében javarészt ismeretlen, és nem allnak
rendelkezésiinkre adatok az apelin klinikopatologiai jelentdségére vonatkozoan sem. Legjobb
tudasunk szerint, tanulmanyunk sordn elséként vizsgiltuk az Osszefiiggést az apelin

expresszioja €s egy humdn daganattipus beerezddése ¢és klinikai kimenetele kozott.

A tiidérak az egyik leggyakrabban diagnosztizalt daganatos megbetegedés vilagszerte, €s a
daganatos haldlozasok legfobb oka mind a férfiak, mind a nék koérében, igy mindkét nem
esetében egyike a klinikai onkologia f6 kihivasainak. NSCLC esetében még a miitétileg
kezelhetd, kevésbé elérehaladott stadiumu betegek esetében is, az esetek tobb mint felében attét
fejlodik ki 6t éven beliil. Bar az NSCLC kiilondsen rossz prognozisanak hatterében allo
mechanizmusok még nem teljesen ismertek, preklinikai tanulmanyok alapjan feltételezhetd,
hogy szoros kapcsolat 4ll fenn az agressziv bioldgiai viselkedés és az angiogenezis kiilonb6z6
formai kozott. Ennek megfeleléen szamos olyan molekulat vizsgaltak, melyek az NSCLC
érhalozatat célozza. Az antivaszkularis gyogyszerekkel végzett klinikai vizsgalatok eredményei
azonban ellentmondasosak, igy ezen terapiak sikeréhez kétségteleniil mélyebb ismeretekre van

sziikségiink az NSCLC-t kontrollal6 angiogén faktorok klinikai jelentdségét illetGen.

Az apelin jelentds mértékben expresszalodik normal tiidészovetben és, és kiilonféle szolid
tumorokban egyarant (beleértve a tiidérakot). Tanulmanyunk soran viszgaltuk az apelin
kifejezédését mind a normal, mind a tumoros human tiidészévetben (21. abra). A kvantitativ
RT-PCR eredményei alapjan megallapitottuk, hogy az apelin overexpresszalodik a frissen
fagyasztott NSCLC mintdkban mRNS szinten, és ez korreldl a megfelel6 FFPE mintdk —
immunhisztokémiaval detektalhatd — protein expresszios szintjével (22. abra). Bar az NSCLC
sejtvonalakban genetikai modositassal megnovelt apelin expresszio fokozott tumorndvekedést
eredményezett in vivo (26. abra), sem az exogén apelin kezelés (23. abra), sem az apelin

transzfekcid (25. abra) nem befolyasolta a sejtek proliferacios képességét in vitro. gy Sorli és
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mtsai. eredményeivel 6sszhangban — akik egér melanoma €s emldkarcinoma esetén vizsgaltak
az apelin jelent6ségét — mi is arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy az apelin szerepet jatszik
az NSCLC progresszidjanak serkentésében is in vivo, bar ez a serkentd hatas nem egy autokrin

szabalyozasi mechanizmus révén valdsul meg.

Sajat eredményeink és az apelin jol dokumentalt angiogén funkcidi alapjan feltételeztiik, hogy
az apelin molekula serkenti az NSCLC tumorok novekedését a vérérkapillarisokra gyakorolt
stimuldlo hatdsa révén. Ennek okan megvizsgaltuk az Osszefliggést az apelin kifejezodés
mértéke és az NSCLC-vel kezelt betegek tumoros mintainak angiogén fenotipusa kozott.
Vizsgélataink soran azt taldltuk, hogy a mikroerek szdma szignifikansan nagyobb volt a
nagymértékii apelin-expressziot mutaté tumorokban (az apelint kismértékben kifejezékkel
szemben [30. abra]). Ezt az eredményt alatamasztotta azon megfigyelésiink is, miszerint a
transzfektalt human NSCLC sejtvonalak apelin tultermelése szignifikdnsan megndvelte nude

egerekben a szubkutan tumorok intratumoralis mikroereinek szamat (27. abra).

Hangsulyozandé tovabba, hogy az apelin-tultermel6 kisérleti tumorokban nemcsak az
intratumoralis kapillarisok fordultak el6 nagyobb szamban, de az erek keriilete is szignifikansan
nagyobb volt (29. abra). Bar azokban a tumorokban ahol nagyfokt apelin protein expressziot
detektaltunk, nagyobb méretiick voltak az intratumoralis vérerek (6sszehasonlitva azokkal, ahol
az apelin expresszio kismértékdi volt), ez a tendencia nem mutatkozott statisztikailag
szignifikansnak (31. dbra). Ennek hatterében a szubkutan novekvo kisérleti és a human tumorok
mikrokornyezete kozotti esetleges kiilonbségek allhatnak (példaul az extracellularis matrix
komponensek vagy mechanikai erdk). Az apelin indukélta angiogenezis lehetOségét és
jelentdségét tobb — kisérleti tumor modellen — alapul6 tanulmany is vizsgélja, ugyanakkor jelen
tanulmany az elsé mely klinikai mintak elemzése soran viszgélta az apelin expresszid
jelentdségét. Eredményeink alapjan nem allithatd biztosan, hogy a vérerek ndvekedése
kizarolag az apelin hatasdnak kovetkezménye a vaszkularizacios folyamatok soran humén
NSCLC-ben. Megfigyeléseink alapjan, inkabb azt feltételezhetjiik, hogy az apelin els6sorban
"elagaztatd" faktorként hat a vaszkularizacido folyamatdban. Erre utalnak mdas szerzék
chorioallantois membran kisérletekben kapott eredményei is, amelyekben példdul az apelin

jelentésen serkentette a kapillaris elagazast a kontrollhoz képest.

Az apelin kifejez0dés mértéke és a tumorok angiogén fenotipusa kozott megfigyelt
Osszefliggéseink, valamint az eddigi kisérleti és klinikai bizonyitékok alapjan, felmeriilt a
kérdés, hogy van-e kapcsolat az apelin expresszidjanak mértéke és a betegek klinikopatologiai
jellemzdi kozott. Az 6t éves kovetési periodus alatt szignifikdnsan magasabb volt az NSCLC
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okozta halalozas azon betegeknél, akiknél nagymértékii apelin expresszio talaltunk (6sszevetve
azon betegekkel, ahol kismértékii volt a tumoros apelin expresszio, 32. abra). Kiemelendod,
hogy a magas apelin expresszid fliggetleniil prognosztikai tényezének bizonyult a tobbvaltozos
analizis soran is (2. tiblazat). Igy tanulmanyunk elséként szamol be az apelin expresszio
mértékérél és prognosztikai értékér6l human NSCLC esetében. Fontos ugyanakkor
megjegyezni, hogy a szolid tumorok beerezddési folyamata a proangiogén faktorok é&s
inhibitorok ellentétes hatasai altal szabalyozott, mely hatasok egyensulya valtozhat a tumor
progresszidjanak folyamata soran. Ezen elképzelést timasztja ala az a megfigyelés, miszerint a
retindban az apelin molekula egyiittmiikddve a VEGF-fel vagy az FGF-fel szabalyozza a
patologias beerezédést. Igy tovabbi vizsgalatok sziikségesek, hogy igazoljuk a kapcsolatot az
apelin és mas angiogén molekulak kozott nemesak NSCLC esetében, de mas human szolid
tumorokban is. Mindemellett ) eredményeink alapjan az NSCLC-re jellemzdé angiogén
molekuldk csoportja boviil az apelinnel, ¢és igy a jovo feladata lehet az apelin jelatvitelt

megcélzo terapiak fejlesztése.

V.5. Kovetkeztetések

A vizsgalt NSCLC sejtvonalaink jelentés mértékii apelin expresszioval rendelkeztek, viszont
az exogén apelin kezelés és az apelin kodolo vektorral torténd transzfekcié nem befolyasolta a
proliferacidjukat. Az apelint kifejezd transzfektalt sejtek subcutan tumorai szignifikdnsan
gyorsabban néttek in vivo, és az intratumoralis erek szama és atmérdje is szignifikansan
nagyobb volt a kontroll tumorokhoz képest. Human NSCLC mintédkban jelentdsen emelkedett
apelin expressziot észleltiink a normal tiidészovethez képest. A magas apelin-expresszio
tovabba megndvekedett érdenzitissal és rosszabb tuléléssel is parosult. Osszefoglalva,
eredményeink, az apelin, mint egy 0j angiogén faktor jelent0ségét hangsulyozzak human
NSCLC-ben. Tanulmanyunk soran els6ként mutattunk ki kapcsolatot az apelin expresszio €s

egy human daganattipus klinikai viselkedése kozott.
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Az értekezés legfobb megallapitasai

Transzlacios vizsgalataink soran 10j lehetséges biomarkerek (illetve prognosztikai tényezok)
jelentéségét vizsgaltuk kissejtes €s nem-kissejtes tlidorakban, malignus pleuralis
mezotelidbmaban, valamint mellkasi szoliter fibrozus tumorokban. Az értekezésben bemutatott

klinikai-kisérletes munka legfébb megallapitasai a kovetkezokben foglalhatok 6ssze:

A lymphangiogenezis mechanizmusainak és a nyirokerek szerepének vizsgdlata kissejtes €s

nem-kissejtes tiidorakban:

e Munkank elséként bizonyitja, hogy lymphangiogenezis kizardlag az angiogén
novekedési tipusu tildédaganatokban jelenik meg és a nyirokér denzitds Osszefiigg a
klinikai viselkedéssel, valamint a nyirokcsomo statusszal ezen ndvekedési tipus esetén.

e A nyirokcsom6 metasztazisok megjelenésének veszélye és a rovidebb talélés
val6szinlibb a nem angiogén betegpopulacioban. A nem angiogén tumorok elsésorban
bekebelezik a gazdaszoveti nyirokereket novekedésiik soran, mig az angiogén tumorok
folyamatos lymphangiogenezis kiséretében novekednek.

e Tanulmanyunk soran szintén elséként bizonyitottuk, hogy SCLC betegek periférids
vérében szignifikansan emelkedett a csontveld eredetli LVEPC sejtek szintje, amely

korrelal a nyirokcsomd metasztazissal €s a rosszabb progndzissal.

Prognosztikai faktorok mellkasi szoliter fibrozus tumorok esetén:

e lgazoltuk, hogy a szoliter fibrozus tumorok dignitasa 6nallé prognosztikai faktor, mely
fiiggetlen az életkortol, a tumorméretél, a rezekcios széltd6 és a gyulladasos
paraméterektdl, de szoros kapcsolatban all a de Perrot stddiummal.

e A hagyomanyos vagy minimal-invaziv miitéti behatolds nem befolyasolja jelentds
mértékben az eseménymentes tulélést, de utobbi kevesebb szovéddménnyel és rovidebb
korhazi tartozkodassal jar.

e Kutatasunk soran eldszor sikeriilt igazolni, hogy gyulladasos paraméterek prognosztikai
értékkel birnak soliter fibrozus tumorok esetén. Ezek koziil is kiemelendd a fibrinogén,
mely 0©nall6 prognosztikai faktornak bizonyult. Tovabba, a fibrinogén értéke

szignifikans Osszefliggést mutatott a tumor méretével, a de Perrot stadiummal, és a
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tumor dignitasaval egyarant. Ez alapjan megallapithat6, hogy a fibrinogén szint hasznos
lehet sebészi rezekcidt kovetden a betegek utdnkdvetésében és a kezelési stratégia

megvalasztasdban.

A primer tiidoadenocarcinoma lokalizaci6janak hatdsa az attétek elhelyezkedésére és

mintazatara vonatkozodan:

A centralis primer tiid6 adenocarcinomdkban szenvedd betegek hajlamosak a korai
attétek kialakitdsdra. Tovabba megallapitottuk, hogy centralis elhelyezkedés esetén
gyakoribbak a csontmetasztazisok, mig a periférids lokalizacio a tlidometasztazisok
megjelenésére hajlamosit. A talélési analizisek eredményei alapjan pedig kijelenthetd,
hogy periférias elhelyezkedésii adenocarcinoma esetén jelentdsen hosszabb a betegek
tulélése.

A metasztatikus mintazat szempontjabol megallapithat6, hogy a tiidd, a mellhartya és a
mellékvese attétekre els@sorban a korai, mig az agyi metasztazisokra a késdi megjelenés
jellemzd. Az agyi attétek gyakran a csont €s a tiido attétekkel egyiitt jelennek meg, mig
a csont attétek a tiido attétek jelenlétét valoszintisitik. Megjegyzendd tovabba, hogy a
csontattét jelenléte a mellékvese és maj érintettséggel is nagy valdsziniiséggel fordul

egylitt eld.

A keringd komplement komponens 4d (C4d) dsszefiiggése a tumor térfogattal, a kemoterapids

valasszal és a tuléléssel malignus pleuralis mezotelidméaban:

Immunhisztokémiai modszerekkel nem tudtunk kimutatni C4d pozitivitdst az MPM
sejtekben, mely arra enged kovetkeztetni, hogy a malignus sejtek nem kozvetleniil
aktivaljak a komplement rendszert. A tumor allomdnyaban 1évé ectopids lymphoid
struktarak viszont erds C4d pozitivitast mutattak.

Vizsgalatunkban bizonyitast nyert, hogy a kering6 C4d szint korreldl az MPM betegség
stadiumaval, és megallapitottuk, hogy a magas keringd C4d szint jelentdsen gyakoribb
nagyobb tumorméret esetén.

Azon betegek esetében, ahol kemoterapiat kovetéen progresszid volt megfigyelhetd a
kering6 C4d szint szignifikdnsan magasabb volt azokhoz az esetekhez képest, akik jol
reagaltak a kemoterapidra. Kovetkezésképpen, a C4d szint mérése kemoterdpiat

kovetden segitheti a betegek 0jboli stddiumbeosztasat és értékelését.
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Az apelin expresszio szerepe nem kissejtes tiidodaganatok angiogenezisében és prognodzisaban:

Eredményeink, az apelin, mint egy 0j angiogén faktor jelent0ségét hangstulyozzak
human NSCLC-ben.

A daganatos mintakban jelentésen emelkedett apelin expresszid észlelhetdé a normal
tiidoszovethez képest, €s a magas apelin-expresszié megndvekedett érdenzitassal és
rosszabb tuléléssel parosul. Kovetkezésképpen, kutatdsunk elsdként bizonyitja, hogy

direkt Osszefliggés van az apelin expresszio és a klinikai kimenetel kozott NSCLC-ben.
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