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1. Bevezetés
1.1 A Kkutatasi témavalasztas indokai

A colorectalis daganatok vildgszerte komoly népegészségiigyi problémat jelentenek.
Incidenciajat tekintve a férfiak kozott a masodik, a nék esetében a harmadik leggyakrabban
diagnosztizalt daganatos megbetegedés a vilagon, évente 1.2 milli6 4j esettel vilagszerte (4). A
kozép-eurdpai orszagok, beleértve hazankat is, magas incidenciaval és kedvezotlen mortalitasi
adatokkal rendelkeznek. Magyarorszagon az elmult két évtizedben az incidenciaban névekvé
tendenciat figyeltek meg, ezzel parhuzamosan a mortalitds enyhén hullamzé jelleggel stagnalo
szamokat mutat (5). Az eurdpai orszagok koziil hazank incidencia szempontjabol az elsd, az
¢letkor szerinti standardizalt mortalitds szerint pedig a masodik helyen szerepel. A
magyarorszagi mortalitas évente 4-10/10.000 f6 (EUROSTAT) A median életkor a diagndzis
megallapitasakor Magyarorszdgon 70 év, azonban az eldrejelzések szerint ez a szam a jovoben
emelkedhet. A betegség fiatal korban ritkan fordul eld, amennyiben mégis megjelenik, dont6
tobbségben familiaris eredetii. Az esetek minddssze 6.7%-ban jelentkezik 50 éves kor alatt,
azonban 50 éves kor felett 5 évente majdnem kétszeresére né az incidencia, az el6fordulas
erdteljes férfi dominancidt mutat. Az eurdpai orszagok koziil Magyarorszadg a colorectalis
daganatos incidencia és mortalitds szempontjabol az €len szerepel. A hazai helyzet stilyossaga
még nyilvanvalobba valik, ha figyelembe vessziik, hogy a colorectalis daganatok okozta
halalozas jelentds része megel6zhetd lenne, mivel a vastag- és végbélrak fejlédésének biologiai
sajatossagai lehet6séget adnak arra, hogy korai stadiumban felismerésre keriiljon a malignus
elvaltozas. A colorectalis daganatok kialakulasa hosszu, id6igényes folyamat, kifejlédésiik az
adenoma—carcinoma tengelyen keresztiil torténik. Ennek 1ényege, hogy a kezdetben bizonyos
foku sejtatipidt mutatdé polipbdl elséként in situ elvaltozas keletkezik, mely invaziv
carcinomava progredial (2) (3). A folyamat hosszi ¢évekbe telik, ami megfeleld
sziiroprogramokkal €s hatékony lakossagi tajékoztatd programokkal esélyt adhat a betegség
korai diagnosztizalasara. Sajnos hazankban jellemzden a colorectalis daganatok tobbsége késoi
stadiumban keriil felfedezésre, ennek egyarant vannak a paciensekhez és az egészségiligyhdz
kothetd vonatkozdsai is. Kutatdsunk egyik célja ezért az volt, hogy az egészségligyhoz
kapcsolodo tényezdket meghatarozzuk, €s elemezziik az orvoshoz forduld betegek tiineteit,
valamint a Kivizsgalasuk jellemz6i ¢és a terapidig eltelt iddintervallumok kozotti
Osszefliggéseket. Ezaltal azonosithatok azok a tényezOk, melyek szerepet jatszathatnak a
colorectalis daganatok kordbbi diagnosztizaldsdban. Kutatdsunk masik célja pedig olyan

biomarkerek azonositdsa volt, melyek 0sszefiiggésbe hozhatok az attétképzddésig eltelt idével



¢s a betegek 10 éves teljes tulélésével végbéldaganatos betegeknél.
1.2 A colorectalis daganatok elhelyezkedése, tiinettana

A vastagbél keretszerlien helyezkedik el a hasiiregben, teljes egészében és lefutasaban
peritoneum feliilettel boritott, az ileocoecalis hatartdl a sigma-rectum hatérig terjed. A sigma-
rectum hatart az anusnyilastol szamitott 16 cm-ben hataroztak meg. A colorectalis daganatokat
anatomiailag 3 csoportba szoktak sorolni. Az 1. csoportba tartoznak a jobb colonfél daganatai:
a coecum, a colon ascendens, a flexura hepatica és a colon transversum daganatai. A 2.
csoportba a bal colonfél daganatait soroljuk: a flexura lienalis, a colon descendens, a colon
sigmoideum daganatait. A 3. csoportba pedig a rectum daganatai tartoznak. A rectum tumorok
elhelyezkedésiik alapjan tovabb oszthatoak alsd, kozépso és felsé harmadi tumorokra. Ezek
hatarai sorrendben az anusnyilastol 4-8 cm, 8-12 ¢cm és 12-16 cm. A 4 cm-ig terjedd canalis
analis folyamatait az anuscarcinomak kozé soroljuk. A colorectalis daganatok 25-45%-a
végbélben fordul eld. A jobb colonfél vérellatdsat az arteria mesenterica superior, a bal
colonfélét az arteria mesenterica inferior biztositja. A colon vérellatdsara a szegmentalis
struktira jellemz6, ami collateralis, 0sszekotd anastomosisokbol all. A rectum vérellatasat
harom artéria latja el. A fels6 az arteria mesenterica inferior dga, a kozEépsé az arteria iliaca
interna 4ga, az alsé pedig az arteria pudenda internabol ered. A colon vénds elvezetése az
artériakat koveti és a vena portae iranyaba vezet. Nyirokelvezetése a serosa kozeli
nyirokcsomékon keresztiil az aorta menti retroperitonealis nyirokcsomokban folytatodik. A
rectum vénas elvezetése hdrom irdnyba is tart, a vena cava inferior irdnyaba, a vena mesenterica
irdnyaba, illetve a gerincet dvezd vénas plexus irdnyaba. Ez magyardzatot ad arra, hogy
haematogén uton nemcsak a hasiiregen beliil, hanem azon kiviil is képzddhetnek primeren
attétek. Nyirokelvezetése a felso és a kozépsd harmadbol a mesorectumon at, az arteridk mentén
futd nyirokelvezetéssel torténik. Az alsé harmadbdl, kiilondsen az anusnyilashoz kozel a
nyirokelvezetés jelentds része a lagyékhajlati nyirokrégio felé tart. Ezek ismerete rendkiviil
fontos, mert a colorectalis daganatok radikalis sebészi kezelése csak akkor biztonsagos, ha a
tumorral egyiitt ezeket a struktardkat is eltavolitjak, igy csokkenthetd a recidivaképzddés

veszélye (1) (6).

A colorectalis daganatok gyakori tiinetei koz¢ tartozik a hasi/végbéltdji fajdalom, a véres
széklet, a széklet habitus valtozads és a hasmenés. Eldfordulnak, kevésbé gyakori tiinetek is,
mint példaul a gyengeség/faradékonysag, fogyas és hasi diszkomfort érzés. Ezek mellett

eléfordulhat még hasi teltségérzés, székrekedés, hanyinger, vagy hanyas. Eléfordul, hogy a



colorectalis daganat okozta obstrukcio, vagy a kialakult ileus okoz eldszor panaszt a betegnek.
A colorectalis daganatok sokdig tiinetmentesek is lehetnek, illetve eléfordul, hogy a mar
kialakult attétek okoznak eldszor panaszt, tiinetet a paciensnek, ilyenek lehetnek példaul a

csontfajdalom, fejfajas vagy kiilonb6z6 neurologiai tiinetek (7, 8).

1.3 Az egészségiigyben eltoltott varakozasi idok colorectalis daganatos paciensek

esetében

A colorectalis carcinoma kialakuldsa hosszl iddbe telik: egy premalignus elvaltozas 10-15 év
alatt alakul at rosszindulata betegséggé. Ez az intervallum lehetdvé teszi a betegség idoben
torténd felismerését, példaul sziiréssel, és ezt kovetden a sikeres kezelést (10). A paciens
tulélésének meghatarozo eldrejelzo tényezdje a colorectalis daganat diagnoziskor megallapitott
stadiuma (11, 12). A korai stadiumban (I-ll-es stadium) felfedezett colorectalis carcinomak
esetében 80-90 %-os 5 éves tulélést figyeltek meg. Elérehaladott (I1I-as stddium) formaban ez
a szam 50-60 %. Metasztatizal6 (IV. stadium) stddiumban az 5 éves tulélés minddssze 10-12 %

(13).

A colorectalis carcinoma helyes diagndzisdnak felallitisdban mutatkozo6 késedelmek részben a
beteggel kapcsolatos késedelmek, részben pedig az egészségiigyi ellatassal kapcsolatos
késedelmek miatt kovetkeznek be. A betegek honapokig tiinetmentesek maradhatnak (14), vagy
tiineteiket elbagatellizaljak, ami végso soron a beteggel kapcsolatos késedelmeket eredményezi
(15-18). A betegek leggyakrabban bélspecifikus tiinetekkel jelentkeznek orvosnal, példaul
végbélvérzéssel, hasi fajdalommal, vagy széklet habitus valtozassal. Egyes betegek pedig
altalanos tlinetek miatt keriilnek az egészségligyi rendszerbe, mint példaul fogyassal,

¢tvagytalansaggal vagy faradékonysaggal (19, 20).

A colorectalis carcinoma diagnodzisanak késedelmes felallitdsanak mas okai az egészségiligyi
ellatassal hozhatok Osszefliggésbe. Lyratzopoulos és munkatarsainak tanulméanya szerint a
colorectalis carcinomaban szenvedd betegek egyharmada harom vagy tobb alkalommal
jelentkezik a haziorvosanal, mieldtt szakorvoshoz iranyitjak, mig ez az arany az Osszes rakos
megbetegedés esetében csak 17,9 % (21). A diagnosztikai eréforrasok elégtelensége, beleértve
a képalkotd eljardsok és a képzett endoszkopos szakemberek hidnyat, tovabb noveli a

varakozasi id6t az egészségiigyi ellatasban.

Szdmos nyugati orszagban tanulméanyoztdk a tiinetek megjelenésétdl a diagnézis felallitasaig

¢s a daganat kezeléséig eltelt varakozasi idoket (22-26). Egyes orszagok iranymutatasokat



fogalmaztak meg és vezettek be a diagnosztikai €s terapias varakozasi idokre vonatkozoan.
Déniaban az ajanlas szerint példaul az orvosi beutalds és a colorectalis szovettani diagno6zis
felallitasa kozott legfeljebb 14 nap telhet el, a kezelés pedig legkésdbb tovabbi 14 napon beliil
el kell kezd6djon (27). Az Egyesiilt Kiralysagban az iranyelvek szerint a daganatos betegek

kezelését a haziorvos altal torténd beutalastol szamitott 2 hénapon beliil meg kell kezdeni (28).

A tiinetmentes lakossag colorectalis carcinoma sziirése bizonyitottan csokkenti a colorectalis
carcinoma haldlozasat, és értékes modszernek bizonyult a colorectalis daganattal 6sszefiiggd
halalesetek megel6zésében, ezért szamos orszagban colorectalis carcinoma sziirési stratégiat
dolgoztak ki (29-31). Hazankban 2000 Ota végeznek pilot modellsziirési programokat a
lakossag korében (3), de az egy- vagy kétlépcsés sziirési eljarasok elfogadasa koriili vitak
akadalyoztak a rendszeres lakossagi sziirOprogram bevezetését (32). Bar jelenleg az orszag
egész teriiletén elvileg mar lehetdség van vastagbéldaganat sziirésen részt venni, a gyakorlatban

a teljeskorii sziirés még nem valosult meg.

Magyarorszagon a colorectalis carcinomaban szenvedd betegek nagyobb eséllyel halnak meg
betegségiik kovetkeztében, mint barmely mas eurdpai orszagban (3, 32, 33). A magyar lakossag
colorectalis carcinomaval kapcsolatos magas morbiditasi és mortalitdsi ratai miatt indokolt a

kivaltoé okok vizsgalata.

1.4 Prediktiv tényezok szerepe a rectum daganatok kezelésre adott valaszanal

A lokalisan el6rehaladott rectum daganat kimenetele Osszefligg a neoadjuvans
radiokemoterapiara adott valasszal, ez a valasz azonban betegenként eltérd (34). Az egyéni
kiilonbségek miatt tehat alapvetd fontossagli, hogy a neoadjuvans radiokemoterapiara
varhatéoan nem reagdld betegek, feleslegesen ne essenek at a kezelésen, mert igy csak 1d6t
veszitenek a miitétig, viszont a daganatban nem kovetkezik be megfelelé mértekii regresszio.
A kezelésre adott valasz elOrejelzése, €s személyre szabott terapia alkalmazasa lenne optimalis
ezen betegek kezelésében, az idOveszteség, valamint a neodjuvans radiokemoterapia
mellékhatasainak elkeriilése céljabol, ezért az elmult években tobb kutatds is a a neoadjuvans
kezelésre adott varhato valasz elérejelzését, ugynevezett prediktiv markerek azonositasat tlizte

ki célul (35).

Az egyes kutatdsok a betegségeket €és a terapidk eredményeit kiilonb6z6 iddintervallumok
mentén értékelik, ezek kozil a teljes tulélési idé a diagnozistdl szadmitott teljes élettartamot

jeloli. Az 5 vagy 10 éves teljes talélési id6 azt jelzi, hogy a diagnozis utani 5. vagy 10. évben a



betegek hany szazaléka €I, fliggetleniil attol, hogy a vizsgalt idépontban rendelkezik-e a paciens
aktiv daganattal vagy sem. Kimutattdk, hogy a colorectalis carcinoma progndzisa €s a beteg
varhato talélése szorosan Osszefligg a daganat lokalis kiterjedtségével, illetve a daganat
stadiumaval (36). Egyes klinikai paramétereket és molekularis markereket a teljes talélés
elérejelz6 tényezbjeként azonositottak korabbi kutatasok (36-41). A limfocita / monocita arany
(LMR) példaul Osszefiiggésbe hozhatdé a tuléléssel kiillonbozd raktipusokban, beleértve a
vastag- és végbélrakokat is, tobb vizsgalat szerint (42-45).

A novekedési hormont serkenté hormon (GHRH) egy hipotalamusz altal termelt peptid
hormon, amely a kiilonféle szovetekben és daganatokban van jelen. A daganatos szovetek

jelentésen tobb GHRH receptort tartalmaznak, mint a normal szovetek. A GHRH stimulélja a
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attétképzodésben a kiilonféle rakos megbetegedések kialakulasa soran (49, 50).

A GHRH receptor és splice variansainak jelenlétét szamos rakos sejtvonalnal kimutattak (46,
48). A GHRH a tumorok autokrin / parakrin novekedési faktoranak tekinthetd, mivel jelenlétét
igazoltak eml6-, endometrium-, petefészek-, vastagbél-, gyomor-¢és tiidérakban is (51). Ezért a
GHRH/GHRH-R jelatviteli utvonal elleni célzott beavatkozas tumorellenes hatast lehet egyes
daganatos megbetegedésekben (52). Kisérleti koriilmények kozott, in vitro sejtvonalakon
keresztiil vizsgaltdk a GHRH inhibitorok daganatellenes hatasat (53). A GHRH inhibitorok
példaul gatoljak a GH szekréciot és az autokrin GHRH kotédést a daganatsejteken 1évé GHRH-
receptorokhoz, ezaltal cs6kkentik a tumor altal kibocsajtott IGF-I. termelédését (54-56).

A hosokk fehérjek (Hsp) egy népes fehérje csalad tagjai, melyek minden él6lényben
megtalalhatoak. A sejtek az Oket érd kiilonbozo tipusu stresszekre adott valaszként termelik a
hésokk fehérjéket. Ilyen stresszhatdsokat jelenthetnek példaul kdrnyezeti valtozasok, extrém
homérséklet, anoxia, hipoxia, kiilonféle kémiai agensek, melyek fehérje denaturaciot
indukalhatnak a sejtekben (57). Ilyen esetekben, a hésokk fehérjék molekularis chaperonként
miikddnek, eldsegitik a sejtfehérjék stabilizalasat, igy fontos szerepet jatszanak a
sejtvédelemben ¢és sejttalélésben, azaz antiapoptotikus hatasuak (58). A Hsp-k ATP-az
aktivitassal rendelkezd ATP-fliggé fehérjék, kivéve a kis hosokk fehérjéket (sHsp) (59).

A hosokk fehérjéket a molekulatomegiik alapjan csoportosithatjuk. A kis hésokk fehérjék



(sHsp-k) alacsony (2 és 43 kD kozti) molekularis tomeggel rendelkeznek. A t6bbi Hsp-hez
hasonldan ezek is molekularis chaperonok, és szerepet jatszanak tobbféle daganat
kialakulasaban (60, 61).

A Hsp90 is egy molekularis chaperone, mely biztositja szamos olyan kliens fehérje stabil
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utak miikodésében (62). A kliens fehérjéi kozé tartozik az EGFR, IGF-1R, CDK4, Akt, ERbB2,
c-Met, BCR-ABL, RET, Fms-szert tirozin kinaz 3 (FLT3), BRAF, NF-kB, Raf-1, HER2/Neu,
NPM-ALK, neuronalis nitrogén-oxid szintdz (nNOS). Igy a Hsp90 sokat tanulméanyozott
molekulava valt a rakkutatasban (58, 59, 63, 64). Tobb daganattipusban is bizonyitottak a
Hsp90 fokozott expressziodjat, beleértve az oropharyngealis lapham sejtes carcinomat, myeloma
multiplexet, tiid6-, emld-, petefészek-és hasnyalmirigyrakot (58, 59). A kutatasok szerint a
Hsp90 fokozott expresszidja biomarkerként szolgalhat a rossz progndzisu nyeldcsorak, tiidorak

¢és holyagrakok esetében (65).

A néhany éve a munkacsoportunk altal elészor leirt sHspl6.2-r61 kimutattadk, hogy
expresszalodik neuroektodermalis tumorokban (40). Egy késobbi tanulmanyban egyértelmi
Osszefiiggést talaltak a fokozott expresszidja és az agydaganatok gradusa kozott, jelezve, hogy
potencialis biomarker lehet agydaganatok esetében (39, 40). A Hspl6.2-nek direkt
mitokondrialis stabilitast fokozd hatasa is van, és a Hsp90-hez kapcsolodva tudja annak hatasat

potencirozni (41).

Egy masik lehetséges célpont a rakellenes terapiaban az Akt jelatviteli Gitvonal, mivel gyakran
tulmiikodik daganatos sejtekben. Az Akt jelalviteli utvonalat tartjdk az egyik legjelentésebb
apoptozist gatld titvonalnak (66, 67).

A SOUL fehérje, melyet szintén munkacsoportunk irt le el6szor, egy BH3 doménnel rendelkezd
fehérjecsalad tagja, és oxidativ stressz esetén a mitokondrialis permeabilitds megvaltoztatasaval
segiti a nekrotikus sejthalalt (68). A BH3 doménnel rendelkezé Bcl-2 fehérjékrol feltételezik,
hogy szerepet jatszanak a mitokondridlis apoptosisban. A Bid és a Bim a Bax tipusu fehérjékhez
kotddnek a kiilsé mitokondrialis membranon BH3 doménjiikon keresztiil. Ez kivaltja a fehérjék
konformécios valtozasat, és a kiils6 mitokondridlis membran oligomerizacidja és
permeabilizacidja nélkiil befolyasolja a belsé membran integritdsat. A lipid kettds réteg és a
proapoptotikus Bcl-2 csalad tagjai kozott fellépo kolesonhatasok hozzajarulnak az apoptotikus
folyamatok lejatszodasahoz. Mig a Bcl-2 csaldd tagjai csak az apoptotikus folymatokra hatnak,

addig, a Bax fehérje képes a nekrotikus €s az apoptotikus sejthalalt is 6nmagaban befolyasolni.



A BH3-doménnel rendelkezd fehérje, a SOUL, bizonyos ingerek, példaul oxidativ stressz

hatéasara, sejthalalt és nekrotikus sejtpusztulast valt ki (68, 69).

Uj, fehérje-természetli molekularis markerek azonositisa azért lehet fontos rectum
daganatokban, mert egyrészt potencidlis biomarkerekként eldre jelezhetik a daganat
neoadjuvans radiokemoterapiara adott varhatdé valaszat, masrészt, mert Osszefliggés lehet a

fehérjék expresszids szintje és a paciens varhato teljes tulélési ideje kozott.

Egy korabbi tanulmanyban a kutatocsoportunk elemezte a GHRH-R, Hsp 90, p-Akt, Hsp16.2
¢s SOUL expresszios szintjét a kezelés eldtti rectum daganatmintakban. Az eredmények arra
utaltak, hogy a a GHRH-R és a Hsp90 fiiggetlen prediktiv tényezdi voltak a neoadjuvans
radiokemoterapiara adott hisztopatoldgiai valasznak, lokalisan eldrehaladott végbélrakos

betegeknél (36).



2. Célkituzések

2.1 A kutatas céljai

»A colorectalis daganatos betegek kezeléshez jutasanak jellemzoi egy Baranya megyei pilot

vizsgadlat keretében” c. kutatasra vonatkozéan

Figyelembe véve a colorectalis daganatok magas hazai morbiditdsi és mortalitasi ratdjat,
kutatasunk célja az volt, hogy pilot vizsgalat keretében elemezziik a colorectalis daganatos
betegek elsd tiinetei, valamint kivizsgalasuk jellemzdi és a terapidig eltelt iddintervallumok

kozotti Osszefiiggéseket.

»A lokdlisan elorehaladott rectum daganatos pdciensek tulélését elorejelzo tumor-asszocialt

fehérjék expresszidja” c. kutatasra vonatkozéan

Tanulméanyunk masik célja olyan fehérjék azonositasa volt, melyek a betegség kimenetelének
potencialis biomarkerei, alapvetd fontossagtiak a lokalisan elérehaladott végbélrak kezelésének
egyénre szabasa és hatékonysaganak novelése érdekében. Megvizsgaltuk a kezelés elotti
tumormintakban a fehérjeexpressziok (GHRH-R, Hsp90, Hsp16.2, p-Akt és SOUL) intenzitasat
¢s a 10 éves teljes talélés (ONS), illetve az attétképzddésig eltelt id6 kozotti kapcsolatokat.
Célunk volt tovabba annak vizsgalata, hogy a betegek attétképzddésig eltelt ideje és a 10 éves
teljes tulélés (OS) 0sszefiigg-e a betegek bizonyos klinikai paramétereivel (nem, a miitétig eltelt

1d6, a tumor lokalizacidja).

2.2 A kutatasi kérdéseink

»A colorectalis daganatos betegek kezeléshez jutasanak jellemzoi egy Baranya megyei pilot

vizsgalat keretében” c. kutatdasra vonatkozoan

1. Milyen volt a kapcsolat a colorectalis daganat kivizsgéalasat inditd orvos szakiranya és a

tiinetek jellege kozott?
2. Milyen volt a colorectalis daganat stadiuma €s a tiinetek gyakorisdganak kapcsolata?

3. Milyen volt a kapcsolat a colorectalis daganat stddiuma és a kivizsgalast inditdé orvos

szakiranya kozott?



4. Hogyan valtozott a Terapidig Eltelt Intervallum median értéke a colorectalis daganat

staddiumatol és a kivizsgalast inditd orvos szakiranyatol fiiggden?

»A lokdlisan elorehaladott rectum daganatos pdciensek tulélését elorejelzo tumor-asszocialt

fehérjék expresszioja” c. kutatasra vonatkozéan

1. Van-e osszefliiggés a GHRH-R, Hsp 90, Hsp 16.2, SOUL és p-Akt expresszidja €s a
neoadjuvans radiokemoterapiara adott hisztopatoldgiai valasz kozott lokalisan elérehaladott

rectum daganatok esetében?

2. Van-e Osszefiiggés egyes klinikai paraméterek és a neoadjuvans radiokemoterapidra adott

hisztopatologiai valasz kozott lokdlisan elérehaladott rectum daganatok esetében?

3. Van-e osszefiiggés a GHRH-R, Hsp 90, Hsp 16.2, SOUL és p-Akt expresszidja és a 10-éves

tulélés kozott lokalisan eldrehaladott rectum daganatok esetében?

4. Van-e Osszefiiggés egyes klinikai paraméterek (hisztopatologiai valasz, tumor lokalizacio,

nem) €s a 10 éves tulélés lokalisan eldrehaladott rectum daganatok esetében?

5. Azonosithato-e valamelyik klinikai paraméter vagy fehérje expresszidja a tulélés fiiggetlen

prognosztikai markereként?

6. Van-e osszefliggés egyes klinikai paraméterek (hisztopatoldgiai valasz, tumor lokalizacio,
nem), a vizsgalt fehérjék expresszidja és a metasztazisig eltelt 1d6 kozott lokalisan elérehaladott

rectum daganatok esetében?



3. Modszertan

3.1 ,,A colorectalis daganatos betegek kezeléshez jutiasanak jellemzoi egy Baranya
megyei pilot vizsgalat keretében” c. kutatasra vonatkozoan

Etikai engedély

A retrospektiv vizsgélat a Pécsi Tudomanyegyetem Klinikai Kézpont Regionalis Tudomanyos

¢s Kutatasetikai Bizottsaganak engedélyével tortént (etikai engedély szam: 2017/6744).
Vizsgalati terv

Kutatasunkban retrospektiv adatgylijtés tortént Baranya megyei héaziorvosok colorectalis
daganatos betegeinek adataira vonatkozdan egy 5 éves intervallumon beliil (2012.01.01.-
2016.12.31). Minden Baranya megyei haziorvosi praxis két alkalommal kapott értesitést a
vizsgalatban torténd részvétel lehetdségérdl, végiil 26 haziorvosi praxis jelentkezett onként a
praxisukban megjelent colorectalis daganatos betegek adatainak kigylijtésére. A résztvevod
haziorvosi praxisok harom dokumentumot kaptak az adatgytlijtés megkezdése elott: egy a
vizsgalat céljait leird ismertetdt, egy Microsoft Excel formatumu adatrogzitd tablazatot a
gylijtendd adatokrol, valamint egy beleegyezd nyilatkozatot, melyet kit6ltés utan visszajuttattak

a vizsgalat vezetdjéhez.
Adatgyrijtés

Az adatok kigytlijtése elsdsorban a haziorvosi praxisok adatbazisabol, tovabbi, kiegészitd
informéciok gytljtése pedig a Pécsi Tudomanyegyetem Klinikai Kézpont (PTE KK) eMedSol
adatbazisabol tortént. Azon betegek adatai keriiltek be a vizsgalatba, akiknek a megadott
id6intervallumon beliill barmilyen staddiumt colorectalis daganata volt (az International
Classification of Diseases csoportositasa alapjan), és “C”-s kodu diagnozisukat a megadott
intervallumon beliil vagy az azt megel6zé6 maximum 5 éven beliil kaptiak. Osszesen 390
colorectalis daganatos beteg adatait gytlijtottiik 6ssze. A 18 év alatti betegek, vagy azok, akiknek
koréabbi colorectalis daganatuk ujult ki az idéintervallumon beliil, vagy a vizsgaland6é adatok
koziil valamilyen okbdl hidnyoztak az adataik, kizarasra keriiltek a kutatasbol. Emiatt végiil

212 beteg adatait elemeztiik a jelen tanulméanyban.

A haziorvosi praxisok, valamint a PTE KK eMedSol adatbdzisaibdl a kovetkez adatok
keriiltek kigytjtésre: (1) demografiai adatok, (2) beteg tiinetei az els6 (kivizsgélast inditd)

orvosnal torténd jelentkezéskor (3) elsd (kivizsgalast inditd) orvos szakiranya (4) daganat



stadiuma a diagnoézis felallitasakor (5) a daganatellenes terdpia inditasdnak datuma. Az elsé
orvosnak azt az orvost tekintettiik, aki el6szor taladlkozott a beteggel és elinditotta a kivizsgalast
(pl. labor, hasi ultrahang stb.) és/vagy a kezelés elsé 1épését, aki lehetett a haziorvos,
stirgdsségin dolgozd orvos vagy barmilyen mas szakorvos. A daganat stadium beosztisa a
szOvettan, a képalkot6 vizsgalatok, valamint a hivatalos Onkoteam vélemény alapjan tortént, a
8. Eurodpai Klinikai Onkologiai Térsasag “Alsd gasztrointesztinalis daganatok™ (8. European
Society for Medical Oncology Lower gastrointestinal cancers) iranyelvei alapjan. Kiinduld
datumkeént az els6 orvos-beteg talalkozast tekintettiik, amikor a beteg el0szor jelentkezett az
orvosnal colorectalis daganatra utalo tiinetekkel. Amennyiben a beteg panaszmentes volt, azt a
haziorvosi megjelenést tekintettiik az elsd orvos-beteg talalkozasnak, amikor a beteg eldszor
kapott olyan beutalot az orvostol (pl. labor, hasi ultrahang, stb), mely elinditotta a betegnél a
kivizsgalast colorectalis daganat iranyaba, ¢és a daganat diagndzisa, a vizsgalatok
eredményeként ezutan be is igazolddott. A Terdpidig Eltelt Intervallum (TEI) a kiindulo
datumtol, a terapia megkezdéséig eltelt idot jelenti (napok szama). A terapia megkezdésének
pedig azt a datumot tekintettiik, amikor a daganatellenes terapia barmilyen formdja (sebészi,
onkologiai) elkezdddott. Az adatok rogzitését, majd ellendrzését két fliggetlen kutatod végezte,

az adatok pontossagéanak biztositasa érdekében.
Adatelemzés, statisztikai analizis

A statisztikai elemzés az IBM SPSS Statistics for Windows 24 verzioval tortént. Az elemzeés
soran deskriptiv analizist (frekvencia és kereszttdbla elemzést), valamint varianciaanalizist
végeztiink. A statisztikai szignifikanciat Kruskal-Wallis és Fisher teszttel szamitottuk ki. A

tesztek eredményét p<0,05 érték esetében tekintettiik statisztikailag szignifikdnsnak.



3.2 ,,A lokalisan elérehaladott rectum daganatos paciensek tulélését elorejelzé tumor-
asszocialt fehérjék expresszidoja” c. kutatasra vonatkozoan

Etikai engedély

A vizsgalat a Pécsi Tudomanyegyetem Klinikai Kozpont Regionalis Tudoményos ¢és

Kutatasetikai Bizottsaganak engedélyével tortént (etikai engedély szam: 7532-PTE 2019).

Modszerek, betegek, tumormintak

A vizsgélat a Pécsi Tudomanyegyetem Klinikai Kozpontjaban tortént, amely a dél-dunantuli
régio ellatasat biztositd, dedikalt onkologiai kozpont (beleértve a sebészeti és az onkoterapias
osztalyokat). Osszesen 114, lokalisan eldrehaladott (cT3/T4 és/vagy cN+ és cMO)
rectumdaganatos beteg vett részt vizsgalatunkban (69 beteg 2005. janudrja és 2006. decembere
kozott és 45 beteg 2009. januarja és 2010. marciusa kozott). Valamennyi beteg neoadjuvans
radiokemoterapidban (NRCT) részesiilt, melyet mutét kovetett. A kezelés eldtti vizsgalatok
kozott szerepelt a digitalis rectalis vizsgalat, rectosigmoidoscopia vagy colonoscopia, biopszia,
hasi-kismedencei CT, kismedencei MRI, mellkasrontgen vagy CT. A 3D tervezett konformalis
sugarterapia minden esetben ,,belly board” poziciondld eszkozzel, hason fekvd helyzetben
tortént, 18 MV energiaju foton besugarzassal. A primer tumor €s a regionalis nyirokcsomék 3D
konformalis besugarzasa 5 héten keresztiil zajlott, 25 frakcidban 45/1.8 Gy-es sugarterapias
dozissal. A radio-kemoterépia részeként, 500 mg/m? 5-Fluorouracilt folyamatos infizioban és
30 mg/m? folsavat bolusban kaptak a paciensek a sugarterapia 1. és 5. hetének 1-5. napjan.
Négy héttel a neoadjuvans radiokemoterapia befejezése utdn a betegek restaging vizsgalata
tortént, majd a sebészi rezekcidt 6-9 héttel a neoadjuvans terapia befejezése utan végezték el,
Osszesen 109 betegnél (5 beteg kizarasra keriilt a vizsgalatbol). Minden esetben kurativ
rezekciot végeztek. Minden beteg beleegyezd nyilatkozatot toltott ki, amelyet a helyi etikai

bizottsag jovahagyott. A miitéten atesett betegek fobb klinikai jellemzoit a tablazat mutatja.



Esetszam N =109
Kor (év)

<60 60 (55%)

> 60 49 (45%)
Nem

ferfi 55 (50%)

nd 54 (50%)
Klinikai T stddium

cT?2 4 (4%)

cT3 93 (85%)

cT4 12 (11%)
Klinikai N staddium

cNO 41 (38%)

cN1-2 68 (62%)
Tavolsag a végbélnyilastol (cm)

<5 34 (31%)

5-10 43 (40%)

>10 32 (29%)
Miitétig eltelt id6 (hét)

<7 64 (59%)

>7 45 (41%)




Hisztopatolégiai Kiértékelés

A rezekalt mintak szovettani értékelésekor a Mandard és munkatarsai (70) altal kidolgozott
valaszrendszert hasznaltuk a neoadjuvans kezelésre adott patologiai valasz meghatdrozasahoz.
Az Otpontos tumorregresszids osztalyozas (TRG) a rezidudlis tumorsejtek jelenlétén és a
fibrozis mértékén alapul. A TRG osztalyozas a kovetkezoket tartalmazza: A TRG1 (teljes
regresszid) a maradék tumor és a végbélfal kiillonbozo rétegeire kiterjedd fibrozis hianyéat
jelenti, a TRG2-t a ritka, a fibrozisban elszortan jelen 1évé maradék tumorsejtek jellemzik, a
TRG3-nal a maradék tumorsejtek nagyobb szamban vannak mar jelen, de a fibrozis még mindig
talsalyban van, a TRG4 a fibrozis mértékét tilnévé maradék tumort mutatja, a TRG5 a
tumorregresszié teljes hianyara utal. A korabbi tanulmanyokkal 6sszhangban a statisztikai
elemzés megkonnyitése érdekében a TRG valaszt két csoportba soroltuk: a TRG1-2: jo

tumorvalaszt, mig a TRG 3-5: rossz tumorvalaszt jelentett (70-72).
Hspl16.2 és SOUL elleni poliklondlis antitestek eléallitasa

Nyulak szubkutan immunizalasa toértént 100 pg rekombinans Hsp16.2/GST és SOUL/GST
fazios fehérjével, melyet a munkacsoport allitott elé a PTE AOK Orvosi Kémiai és Biokémia
Intézetében, a korabban leirtak szerint (39, 69, 73). Az emlékeztetd injekciok adasa 4 hetes
1dékozonként tortént, 50 pg fehérjével alkalmanként. Vérvétel utan, centrifugélast kdvetden az
antiszérumokat -20°C-on taroltuk. Az IgG-ket a gyarto protokollja szerint megadott protein G-
Sepharose kromatografidval (Sigma) tisztitottuk.

Immunhisztokéemia

A kezelés eldtti tumorszovetmintak metszetei formalinban lettek rogzitve és paraffinba
agyazva. Ezt kovetOen a kovetkez6 primer antitestekkel lettek inkubalva. A GHRH-R antitest
mind a GHRH-R, mind a GHRH-R splice valtozatainak jelenlétét kimutatta. A p-Akt és teljes
Hsp90 poliklonalis nyul primer antitestek, a Cell Signaling és a Santa Cruz Biotechnology, Inc.
(Santa Cruz, CA, USA) cégektdl lettek beszerezve, emellett a sajat fejlesztésii anti-Hsp 16.2 és
anti-SOUL poliklonalis primer antitesteket hasznaltuk. Az immunhisztokémiai festést a
sztrepatavidin-biotin-peroxidaz moddszer szerint végeztikk hidrogén-peroxid/ 3-amino-9-etil-
karbazol eléhivassal, a korabban leirt Universal kit hasznalataval (74). A kontrollmetszetekkel
csak szekunder IgG-t inkubaltunk. A targylemezek kiértékelése egy Olympus BX50
fénymikroszkop segitségével tortént, beépitett fényképezd rendszerrel (Olympus Optical Co.,

Hamburg, Németorszag). A festodés intenzitasa félkvantitativ moédon enyhe (+), kdzepes (++)



vagy erés (+++) festodésként lett rogzitve, a korabban leirtak szerint (75). Belsé pozitiv
kontrollként a mintdk normal sejtes és érrendszeri struktirait hasznaltuk. Minden targylemezt
ugyanaz a tapasztalt patologus értékelte, aki az adott betegre vonatkozo klinikai, patologiai

adatokat nem ismerte.
Adatgyiijtes, kategorizalas

A betegek szamdnak csoportonkénti novelése érdekében az elemzésekhez a kiilonbozd
valtozatok kategoriait 0sszevontuk: 60 év feletti €letkor vs. 60 év vagy annal fiatalabb, ¢T2 vs.
cT3 vs. cT4, cNO vs. cN1- 2, a végbélnyilastol valo tavolsag kevesebb mint 5 cm vs. 5 és 10
cm kozotti vs. tobb mint 10 cm, a miitétig eltelt id6 7 héten beliil vs. 7 héten tal. A statisztikai
vizsgalathoz az immunhisztokémiai intenzitasértékeket alacsony intenzitasu (0, +) és magas
intenzitasu (++, +++) kategoridkra osztottuk. A teljes tulélést (OS) a diagnozis felallitasanak
idépontjatol a barmilyen okbol bekdvetkezett halal iddpontjaig szamitottuk. Az attétképzodésig
eltelt idének azt az iddintervallumot tekintettiik, amely a diagnozis felallitasanak idépontjatol

az elso attét/attétek megjelenéséig telt el.

A betegparamétereckre és a talélésre vonatkozo adatokat a klinika elektronikus orvosi
adatbazisabol (eMedsol adatbazis) és a Nemzeti E-health Infrastruktura Adatbéazisbol (EESZT)
nyertiik. Azokban az esetekben, amikor a talélésre vonatkoz6 adatok nem alltak rendelkezésre
a fent emlitett adatbazisokbol, kutatocsoportunk egyik tagja felvette a kapcsolatot a beteggel
vagy csaladtagjaival telefonon, informacidszerzés céljabol. Elérhetdségeket szintén az

elektronikus egészségiigyi rendszerekbdl nyertiink.
Statisztikai elemzés

A statisztikai elemzéseket a Statistical Package for the Social Sciences 16.0 szoftver (SPSS,
Chicago, IL) segitségével végeztik. A klinikai paraméterek ¢és a bioldgiai markerek
Osszehasonlitdsara a tumorregresszid fokat és a klinikai valaszt vizsgald Chi-négyzet tesztet
hasznaltunk. A klinikai- és biologiai markerek és a teljes tulélés (OS), valamint az
attétképzodésig eltelt id6 kozotti kapesolatot Kaplan-Meier gorbék segitségével mutattuk ki, a
szignifikancia szintjét pedig log-rank teszttel hataroztuk meg. A (p) <0,05 valdsziniiségi

értékeket statisztikailag szignifikansnak tekintettiik.



4. Eredmények

4.1 ,A colorectalis daganatos betegek kezeléshez jutasanak jellemzdi egy Baranya
megyei pilot vizsgalat keretében” c. kutatasra vonatkozoan

A siirgdsségire keriilt betegek leggyakoribb tiinete a hasi/végbéltaji fajdalom volt, mig a

haziorvost felkeres6 betegek a véres székletet emlitették legtobbszor. A siirgdsségi osztalyon

jelentkezd betegek esetében 1ényegesen magasabb aranyban (61%) diagnosztizaltak késoi (I11-

IV.) stadiumt daganatot, mint a haziorvoshoz fordul6 betegek korében (57,3%). A TEI

rovidebb volt, ha a betegek silirgdsségi osztalyra keriiltek (TEI median: 15 nap kés6i (III-1V.),

34,5 nap korai (I-11.) stadiumt daganat esetén), mint amikor haziorvosnal jelentkeztek el6szor

(TEI median: 86 nap késoéi, 83 nap korai stddiumu daganat esetén).

n (%) Esetszam

n (%) Esetszam

Fisher teszt

Tiinetek Haziorvos Siirgosségi
inditotta (127) szakorvos (p)
inditotta (49)

Hasi/végbéltaji 31 (24,4) 18 (36,7) 0,133
fajdalom

Véres széklet 41 (32,3) 8 (16,3) 0,039
Gyengeség/faradtsag 27 (21,3) 9(18,4) 0,835
Fogyas 29 (22,8) 3(6,1) 0,009
Hasmenés 28 (22,0) 7 (14,3) 0,197
Széklethabitus valtozas | 18 (14,2) 2(4,1) 0,066
Hasi teltségérzet 9(7,1) 7 (14,3) 0,150
Székrekedés 8 (6,3) 2(4,) 0,728




la

. TEI
Daganat | Esetek TEL atlag
cidi ) o Szoras median
stadiuma | szama (%) (nap) (nap)
} I-11 47 (42,7) 98,19 66,40 83,00
Héaziorvos "n-1v 63 (57,3) 100,06 66,37 86,00
Siiredsséoi } I-11 16 (39,0) 40,81 38,75 34,50
urgossegl
szakorvos Y 25 (61,0) | 23,12 21,30 15,00
Kruskal-Wallis teszt P< 0.001

4.2 ,,A lokalisan elérehaladott rectum daganatos paciensek tilélését elorejelzé tumor-
asszocialt fehérjék expresszidja” c. kutatasra vonatkozoan

A p-Akt, a GHRH-R ¢és a Hsp90 fokozott expresszidja szignifikans korrelaciot (p=0,001;

p=0,000; p=0,004;) mutatott az alacsonyabb 10 éves taléléssel (1a, 1b,1c), tovabba a p-Akt és

a GHRH-R magas expresszios szintje szignifikansan rovidebb attétképzodésig eltelt idovel

korrelalt (3a, 3b). A végbél als6 harmadara lokalizalt tumorok mind a hosszabb attétképzodésig

eltelt idovel, mind a 10 éves tilélés javulasaval mutattak szignifikans Osszefiiggést (4b).
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5. Kovetkeztetések

Tudomasunk szerint tanulméanyunk az elsd olyan vizsgalat, amely a colorectalis carcinomaval
kapcsolatos egészségligyi varakozasi idoket, elemezte egy kozép-kelet eurdpai orszagban.
Pilot kutatasunk egyrészt vizsgalta a colorectalis daganat tiineteinek Osszefiiggéseit, masrészt

ravilagit a colorectalis daganatok magas morbiditasi és mortalitasi ratdinak lehetséges okaira.

A siirgdsségi osztalyra keriild betegek leggyakoribb tlinete a hasi/végbéltaji fajdalom volt, ami
a késoi stadiumu daganatok nagyobb aranyaval (pl. obstrukciét okozéd daganat) is kapcsolatba
hozhat6. Haziorvoshoz fogyas és véres széklet tiinetekkel gyakrabban fordultak a betegek, mint
slirg6sségi orvoshoz, és egyidejiileg tobb tlinetet is emlitettek a haziorvosuknak. A slirgdsségi
osztalyon jelentkezd daganatos betegek lényegesen gyorsabban jutottak kezeléshez, mint a
haziorvosuknal jelentkezd betegek, ami a kétféle ellatd rendszer jellegzetességeibol,
betegutaldsi, kivizsgalasi lehetOségeinek eltéréseibdl adodhat. Vizsgalatunk alapjan, a
stirgdsségi vagy haziorvosi kivizsgalas esetén észlelt terapidig eltelt intervallumok Baranya
megyében hasonloak voltak a nyugat-eurdpai orszagokéhoz. A colorectalis daganatok esetében
a diagnozis felallitasakor a legfontosabb prognosztikai faktor a tumor stadiuma [34-36]. Ezek
alapjan arra kovetkeztettiink, hogy a hazai magas mortalitdsi mutatok hatterében meghatarozo

elem a betegek késedelmes orvoshoz fordulasa.

Eredményeink a prevencié fontossagara hivjak fel a figyelmet. A colorectalis daganat
kifejlédése hosszu, akar 10-15 évig tartd folyamat, ezért ez a daganattipus kivaléan alkalmas
sziirésre. A beteghez kothetd késlekedés csokkentésének lényeges eleme a colorectalis
daganatra utalo tiinetek idében torténd felismerése. Emiatt a daganat megel6zését eldsegitd
lakossagi figyelemfelhivo kampanyok bevezetésén kiviil, a tiinetek idoben torténd felismerését
eldsegitd betegedukacid is elengedhetetlen. A prevencid egy masik formdja, egy rendszeres
hazai colorectalis sziirdprogram bevezetése is jelentds mértékben segithetné a colorectalis

daganatok korai stddiumban torténd felfedezését.

Tovabbi kutatasunk elsdként szamolt be arrol, hogy a Hsp 90, a p-Akt és a GHRH-R a teljes
tulélés lehetséges molekularis prediktiv markerei, lokélisan elérehaladott végbélrakos betegek

esetében. Fokozott expressziojuk a kezelés eldtti tumormintdkban csokkent teljes taléléssel jart



egylitt. Tovabba a GHRH-R és a Hsp90 fiiggetlen prognosztikai faktorok a 10 éves teljes talélés
szempontjabdl, illetve a p-Akt-nak is lehet prediktiv szerepe. A fokozott GHRH-R és Hsp90

expresszio szignifikansan csokkent 10 éves teljes tuléléssel fliggott dssze.

Azt is kimutattuk, hogy a p-Akt és a GHRH-R fokozott expresszioja az attétképzodésig eltelt
1d6 prognosztikai tényezoje. Ezek, valamint korabbi eredményiink, miszerint a GHRH-R
expresszioja fiiggetlen prognosztikai tényezd volt a terapidra adott valasz tekintetében (12),
mind arra utalnak, hogy a GHRH-R kiilonosen fontos szerepet jatszhat molekularis
biomarkerként. Tanulmanyunk fontos eleme a kiilondsen hosszu, 10 éves utdnkovetési iddszak,
amely a vizsgalt biomarkerek hosszu tavu hatdsat mutatja a betegség kimenetelére. Ezen
tulmenden vizsgélatunk kihathat tovabbi kutatasokra, mivel kiegésziti a végbélrak potencialis
biomarkereirdl meglévo adatokat, és alapot nyujthat nagyobb betegpopulaciok bevonasaval
végzett, tovabbi kutatdsokhoz. Végezetiil, megallapitasaink potencialis gyakorlati és klinikai
értekkel is birhatnak. A biomarkerek elényos tulajdonsagai kozé tartozik, hogy konnyen és
egyaltalin nem-, vagy minimdlisan invaziv moédon nyerhetéek a betegekt6l, valamint
széleskorlien rendelkezésre allnak ¢€s alacsony koltségliek. A biomarker fehérjék
expressziojanak kimutatdsa immunhisztokémiai moédszerrel egyszerli és koltséghatékony
modja lehet a prognézis meghatarozdsanak, tovabba potencidlisan akdr a terapia megtervezését
is segitheti, mivel a modszer elérhetd a rakos betegek rutinszerli diagnosztizalasat és kezelését
végzb orvosi centrumokban, €s nincs sziikség tovabbi mintavételre a betegtdl, tekintettel arra,
hogy a szdvettani vizsgalathoz és a diagnézis felallitasahoz automatikusan vesznek biopsziat.

A GHRH-R ¢és a Hsp90 igéretes biomarkereknek tlinnek a lokalisan elérehaladott végbélrak
esetében. Eredményeink megerdsitéséhez azonban tovabbi kutatasokra, nagyobb és validalt

vizsgalatokra van sziikség.
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