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I. Bevezető

A tüdőkarcinómák szövettani osztályozása

A tüdőkarcinómák felosztása igencsak bonyolult, az Egészségügyi Világszervezte(WHO) 2004-ben megjelent szövettani felosztása alapján a tüdőkarcinómákat a következő nagy csoportokra osztjuk:
1. laphámrák

2. kissejtes tüdőrák

3. adenokarcinóma

4. nagysejtes tüdőrák

5. adenosquamosus karcinóma

6. sarcomatoid karcinóma

7. karcinoid tumor

8. bronchusmirigy karcinómák

9. preinvazív léziók

A kissejtes tüdőrák

A kissejtes tüdõrákok a primer bronchuscarcinomák kb. 20%-át alkotják. Közel kétharmaduk radiológiailag perihilaris árnyék formájában jelentkezik, amelynek hátterében gyakori centrális elhelyezkedés és igen korai hilusi nyirokcsomó érintettség áll. Szövettanilag vékony citoplazmájú, kicsiny kerek sejtekbõl épül fel; gyakori a mitózis és a nekrózis. Immunhisztokémiailag jellegzetes a gyakori a neuroendokrin marker immunpozitivitás. 
A nem-kissejtes tüdőrák

Ebbe a csoportba soroljuk a laphámrákot, a nagysejtes tüdőrákot illetve az adenocaracinomát 
Laphámrák

A laphámrákok a tüdõrákok közel 30%-át alkotják és kialakulásukban a dohányzás döntõ szerepet játszik.Kb. kétharmaduk centrális elhelyezkedésű következményes atelectasiát és obstruktív pneumonitist eredményezve. Leggyakoribb az elszarusodó altípus, amit –különösen a jól differenciált daganatokban – szarugyöngyök, sejt keratinizáció és intercelluláris hidak megléte jellemez. Fõbb variációi a papilláris, a világos sejtes, a kissejtes és a basaloid laphám karcinóma. Ritkán a laphámrák laryngo-tracheo-bronchialis papillomatosis talaján alakul ki; az ilyen tumorokban gyakran humán papillomavírus DNS mutatható ki.

Nagysejtes tüdőrák

A nagysejtes tüdõrák rosszul differenciált karcinóma, amely nem mutatja sem a laphámrák, sem az adenocarcinoma, sem pedig a kissejtes tüdõrák jellegzetességeit, így a diagnózis leginkább kizáráson alapul. Prominens nucleolusokat tartalmazó, nagy, polimorf sejtek jellemzik. Gyakori a necrosis. Legfõbb altípusai a világos sejtes karcinóma, a lympho-epitheliomaszerű karcinóma és a nagysejtes neuroendokrin karcinóma. Prognózisa rendszerint igen rossz. 
Adenocarcinoma

Az adenocarcinomák a tüdõrákok valamivel több, mint 30%-át teszik ki. Elõfordulási gyakoriságuk az utóbbi években – különösen a nõk körében – ugrásszerűen megnõtt. A daganatok kb. 80%-a perifériás elhelyezkedésű. Számos szövettani altípusuk ismeretes, mint pl.: acináris, papilláris, mucint termelõ szolid forma, pecsétgyűrű sejtes, stb. Igen gyakran heterogén megjelenésűek, ill. kombinált tumorok egyik komponensét alkotják. A szoliter kerekárnyék formájában megjelenõ adenocarcinománál mindig ki kell zárni annak metasztatikus eredetét.  Az adenocarcinomák egyik jól elkülönülõ fajtája a bronchiolo-alveolaris karcinóma, amit jól differenciált hengerhámsejtek alkotnak. A daganat stromát alig termel és invázió jelei nélkül, az alveoláris septumok mentén terjed. Radiológiailag szoliter göb, vagy diffúz infiltrátum formájában jelenik meg. Az elõbbi gyakran non-mucinosus tumor és kedvezõ prognózisú, míg az utóbbi többnyire mucint termel és rossz prognózisú. [1.]
Ami szükségessé teszi a tüdőkarcinómák kissejtes illetve nem-kissejtes kategóriákra való felosztását az, hogy a kissejtes tüdőkarcinómák esetén nem alkalmaznak sebészeti eljárást, annak gyros más szervekre történő áttétei miatt, ez helyett kemo- illetve sugárterápiás kezelésnek vetik alá a beteget.  Míg a nem-kissejtes tüdőrákoknál stádiumtól függően alkalmaznak sebészeti módszereket illetve kemo- és sugárterápiás kezelést.
II. A dolgozat célja

A dolgozatban elsősorban a neuroendokrin markerek alkalmazhatóságát vizsgáltuk a tüdőkacinómák szövettani osztályozásában. Arra a kérdésre kerestük a választ, hogy lehetséges-e neuroendokrin markerekkel elkülöníteni a kissejtes és a nem–kissejtes tüdőkarcinómákat egymástól illetve, hogy ez az eljárás mennyire megbízható
III. Anyag és módszer

A dolgoztban szereplő biopsziás anyagból készített szövettani metszeteket rutin HE módszerrel és speciális immunhisztokémiai módszerekkel festettük meg. Az alkalmazott markerek: NSE, synaptophysin, chromogranin A. A biopsziás anyagot a Kamenicai Tüdőgyógyászati Intézet Patológiai Osztályán gyüjtöttük be. 60 beteg anyagát vizsgáltuk, közülük 30 betegnek kissejtes és szintén 30 betegnek pedig nem-kissejtes tüdőkarcinómája volt, ezt standar HE festéssel, fénymikroszkópos vizsgálattal állapítottuk meg, majd ezt követően alkalmaztuk az immunohisztokémiai festést, a fent említett 3 neuroendokrin markerrel.
Az immunhisztokémiai festés után szüségszerüvé vált az adatok kategorizálása. A következő módszert alkalmaztuk:

· mikroszkóppal minden egyes metszetben 100 sejtet figyeltünk meg. A sejtek festődésének intenzitását vizsgálva 4 csoportot hoztunk létre:

1. Negatív - amennyiben a sejt nem festődik neuroendokrin markerekkel

2. I. -enyhén pozitív- amennyiben a megfestett sejtek száma nem nagyobb 33-nál és a sejtek gyengén szineződnek a neuroendokrin markerekkel

3. II.-közepesen pozitív- amennyiben a megfestett sejtek száma nem nagyobb 66-nál és a sejtek közepes mértékben szineződnek
4. III.-kifejezetten pozitív- akkor ha a megfestett sejtek száma meghaladja a 66-ot, és a sejtek intenzíven festődnek
IV. Eredmények

a)  Kissejtes tüdőkarcinóma:

	
	Negativ
	I. (%)
	II. (%)
	III. (%)
	Összesen pozitív (%)

	NSE
	0
	0
	10 (3)
	90 (27)
	100 (30)

	SYN
	10 (3)
	3,33 (1)
	6,66 (2)
	80 (24)
	90 (27) 

	CHR
	16,66 (5)
	20 (6)
	20 (6)
	43,33 (13)
	83,33 (25)


1. Táblázat: A kissejtes tüdőrákban előforduló neuroendokrin markerek gyakorisága, százalékban kifejezve (zárójelben az abszolutt számok szerepelnek) az egyes kategóriákban.
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1. Grafikon: A három neuroendokrin marker eloszlása (disztribuciója) kategóriák szerint, százalékban kifejezve a kissejtes tüdőkarcinómákban.
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2. Grafikon: A három neuroendokrin marker eloszlása a két fő kategóriában a kissejtes tüdőrákban

b) Nem-kissejtes tüdőrák:
	
	Negativ
	I.
	II.
	III.
	Összesen pozitív

	NSE
	86,66 (26)
	6,66 (2)
	6,66 (2)
	0
	13,32 (4)

	SYN
	93,33 (28)
	6,66 (2)
	6,66 (2)
	0
	13,32 (4)

	CHR
	96,66 (29)
	3,33 (1)
	6,66 (2)
	0
	10 (3)


2. táblázat  A nem-kissejtes tüdőrákban előforduló neuroendokrin markerek gyakorisága százalékban kifejezve, zárójelben pedig az abszolutt számok szerepelnek az egyes kategóriákban.
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3. Grafikon: A három neuroendokrin marker eloszlása kategóriák szerint, százalékban kifejezve a nem-kissejtes tüdőkarcinómákban.
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4. Grafikon: A három neuroendokrin marker eloszlása a két fő kategóriában (pozitív és negatív)

A fent közölt adatok alapján láthatjuk, hogy jelentős különbség van a kissejtes és nem-kissejtes karcinómák neuroendokrin pozitivitása között. Fontos kihangsulyozni két tényt. Először is azt, hogy a nem kissejtes karcinómák viszonylag kis százalékban (NSE-vel 13,32%, 4. grafikon) festődtek neurondokrin marerekkel, míg ugyanez az arány sokkal magasabb a kissejtes tüdőkarcinómák esetében (NSE-vel 100%, 2. grafikon). Azonban amikor a pozitív eredményeket kategóriákra bontjuk, onnan egy másik tényt is leszögezhetünk, méghozzá azt, hogy a nem kissejtes tüdőkarcinómák nem csak, hogy kisebb százalékban festődnek ezekkel a markerekkel, hanem a pozitív eredmények nagy része az I. (NSE-vel 6,66%) illetve a II. (NSE-vel szintén 6,66%)  kategóriából kerül ki (3. grafikon). Ez gyakorlatilag azt jelenti, hogy a nem-kissejtes tüdőkracinómák nem csak kisebb százalékban mutatnak neuroendokrin pozitivitsást., hanem ez a pozitivitás sokkal kisebb mértékü is.  A kissejtes tüdőkarcinómákra ennek pontosan az ellenkezője érvényes, itt NSE-vel mind a 30 minta megfestődött, de a többi marker is nagyon magas pozitivitást mutat (synaptophysin-90%, chromogranin-83,33%), e mellett, kategóriákra bontva is pontosan ellenkező disztribuciót figyelhetünk meg (1. és 2. grafikonok), mint a nem-kissejtes tüdőkarcinómáknál. Itt a metszetek nagy része a II. (NSE-vel 10%) illetve a III. (NSE-vel 90%) csoportba sorolható, hiszen sokkal több neuroendokrin markerekre érzékeny sejt van és ezek a sejtek sokkal intenzivebben festődnek (1. grafikon). 

Eredményeink statisztikai jelentőségét t-teszttel igazoltuk. 
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Miután elvégeztük a számításokat, megkaptuk, hogy statisztikailag jelentős a különbség a két csoport (kissejtes és nem-kissejtes) tüdőrák között az állítás 99,9%-os biztonságú (p<0,001)
V. Megbeszélés

Az immunohisztokémia fontos kisegítő módszer a primáris és metastatikus tüdőkarcinómák vizsgálatában. Ez a módszer (elsősorban egyszerűsége és magas specifitása miatt) sok esetben felváltotta a korábbi patohisztológiai módszereket, elsősorban a hisztokémiát és az elektron mikroszkópiát.[2] Ezzel a legkorszerübb módszerrel a (tüdő)karcinómákban előforduló szinte mindegyik endokrin illetve neuroendokrin anyagot kimutathatjuk. [3]
A neuroendokrin markerek olyan immunohisztokémiai markerek amelyek segítségével lehetővé válik a neuroendokrin tüdőkarcinómák (kissejtes tüdőrák, karcinoid, atipikus karcinoid és nagysejtes neuroendokrin karcinóma) diagnosztikája. Immunológiai szempontból ezek a makerek gyakorlatilag olyan antitestek, amelyek specifikusan reagálnak a neuroendokrin sejtek egyes összetevőire. Számos neuroendokrin marker van forgalomban, mi a három legismertebb markerrel (NSE, synaptophysin és chromogranin A) végeztük vizsgálatainkat. Ezek a markerek a sejtek más és más komponensére érzékenyek, így gyakran előfordul, hogy míg egyik marker negatív egy metszetben, addig egy másik pozitív lesz. [2] [10] [11]
NSE (neuron specifikus enoláz) egy a glikolízisben szereplő enzim és legyakrabban a neuronokban ill. a neuroendokrin sejtekben fordul elő, de sajnos specifitása nem kielégítő, hiszen nem ritka, hogy más sejtek is mutatnak gyenge NSE pozitivitást.[4], [5] Igy mi is igen nagy százalékban (13,32%) kaptunk pozitiv eredményeket nem kissejtes tüdőkarcinómáknál.
Chromograninok olyan fehérjék amelyek a nem neoplastikus illetve neoplastikus sejtek neuroendokrin granuláiban fordulnak elő. [6] A chromogranin A antitestek magas specifitásuak, a sejtekben előforduló neuroendokrin granulák száma pedig a festődés intenzitását határozza meg. Minnél több granula van egy sejtben az annál erősebben szineződik. [7] Ezért kaptunk erős szineződést a kissejtes tüdőkarcinómákban, amit az is bizonyít, hogy a metszetek legnagyobb részét a II. (20%) illetve a III. (43,33%) kategóriába soroltuk. (1. táblázat)
Synaptophysin egy olyan glycoprotein amely nagyon szenzitív és specifiuks a neuroendokrin karcinómák kimutatására[8], mégis ritkán fellelhető a nem-neuroendokrin ill. a nem-kissejtes tüdőkarcinómákban is[2]. A mi esetünkben ez az arány 13,32% a nem-kissejtes tüdőrákokban (2. táblázat).
A immunohisztokémiai módszerek alkalmazása nagy távlatokat nyit meg a patológus előtt, hiszen már néhány sejtből álló mintából is kimutatható a rosszindulatú sejtek jelenléte, ezért ez a módszer kivállóan alkalmas olyan esetekben amikor a szövettani minták nem ideális nagyságúak vagy a tumorsejtek csak kis számban vannak jelen.  

A kissejtes tüdõrák diagnózisa hematoxilin-eozin (HE) festett metszetek vizsgálatán alapul [1]. Ha HE módszerrel nem lehet megállapítani a karcinóma szövettani típusát, akkor alakalmazzuk csak az immunohisztokémiai módszereket, ennek egyik fő oka, hogy leggyakrabban a HE festés is elegendő a kissejtes tüdőrák diagnosztizálásához, és ilyenkor feleslegesé vállik az egyébként igen költséges immunhisztokémia módszerek alkalmazása.
VI. Következtetések

Végkövetkeztetésként eredményeinket a követkeő pontok alatt összegezhetjük:
· a kissejtes tüdőrákok minden metszetében kimutatható neuroendokrin markerekre való pozitivitás 
· a nem-kissejtes tüdőrák csak kis százalékban (átlagban 12,21%) mutat neuroendokrin pozitivitást

· a kissejtes tüdőkarcinóma diagnosztizálása standard hisztológiai módszerekkel történik

· a neuroendokrin markerek alkalmasak a kissejtes illetve nem-kissejtes tüdőkarcinómák elkülönítésére, de kis száalékban a nem-kissejtes tüdőkarcinómákban előforduló neuroendkrin pozitvitás, mindenképp óvatosságra int a végleges diagnózis felállításánál
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