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1. INTRODUCTION

Neoadjuvant chemoradiotherapy (CRT) followed bygsuy is a widely accepted treatment
in gastrointestinal tumors such as loco-regionallivanced esophageal and rectal cancer.
From theoretical perspective neoadjuvant CRT offseveral advantages compared to
postoperative treatment. Better oxygenation of tienor area leads to increased
radiosensitivity enhancing radiation response. Doaing of the tumor may facilitate optimal
surgical removal, which may enable function preagon. The combination of radiation and
systemic agents decreases tumor seeding, consigoneytimprove local and distant control
rates. In clinical practice patients can toleratoperative treatment better, due to less acute
toxicity and lack of postoperative complicationsofdover, radiotherapy target volume for
treatment planning is easier to define becauseisible tumor mass. One of the main
disadvantages of the neoadjuvant treatment strasethe potential overtreatment of patients
with early disease. In addition, not all tumorspasd to neoadjuvant CRT, thus non-
responding patients may progress during the pratiger therapy and suffer from
unnecessary toxicity. The ultimate response to @Rietermined by the quality of treatment,
as well as by the genetic make-up of the tumor #ied various biochemical pathways
implicated in chemoradiosensitivity. Understandinige biology of the disease and
pretreatment identification of molecular markergdicting therapeutic response would be
invaluable in individualizing patient treatments.

2. THESIS

The aim of this study was to investigate certainlemalar-biological markers which
characterize the two major cell death pathways @ssiple clinically useful predictors of
response to neoadjuvant CRT for esophageal andl regmhcer. The main objectives of my
research were the following:

1. to assess the efficacy and tolerability of the d@goant chemoradiotherapy regimen used
in treatment of loco-regionally advanced squamalisssophageal carcinoma

2. to determine a correlation between the expressioheat shock proteins (HSP90 and
HSP16.2) and the clinical or pathological respdnsgeoadjuvant CRT in esophageal cancer

3. to determine a correlation between the Bax/Bclbyaepresenting the apoptotic route of
cell death, and the clinical or pathological regmto neoadjuvant CRT in esophageal cancer

4. to determine a correlation between SOUL implicatedecrotic cell death and the clinical
or pathological response to neoadjuvant CRT in lesggal cancer

5. to identify, whether there is any difference in tumnelated protein expression of
squamous cell carcinomas arising in the middlenahé upper third of esophagus

6. to evaluate efficacy of neoadjuvant CRT regardirgthplogical response in loco-
regionally advanced rectal cancer and to assessnipect of patient/therapy-related clinical
factors on tumor response

7. to identify, whether the expression of heat shoo#tgins (HSP90 and Hspl6.2) are
correlated with histopathological response afteragguvant therapy of rectal cancer

8. to identify, whether expression of p-AKt has anffuance on histopathological response
after neoadjuvant therapy of rectal cancer



9. to evaluate the impact of GHRH-R expression onop&thological response after
neoadjuvant therapy of rectal cancer

10. to evaluate the impact of necrosis-inducing henmelibg protein 2 (SOUL) expression
on histopathological response after neoadjuvamagyeof rectal cancer to identify one or
more tumor-associated proteins as independent gbrexli markers of the response of
individual rectal tumors to neoadjuvant CRT

11. to identify one or more tumor-associated proteimsnaependent predictive markers of
the response of individual rectal tumors to neoaaljn CRT

3. MATERIALS AND METHODS
3.1. Materials and Methods in Esophageal Study

Patients and tumor specimens

Twenty patients with esophageal cancer, candidateNRCT, were enrolled in the study
between 2005 and 2006. All the patients had squaroell cancer, with stages cT3-4, cNO-1,
cMO, located in the upper two-thirds of the esopisagrhe staging procedures included
endoscopy with biopsy, endoscopic ultrasound, cdatptomography (CT) scan of chest and
abdomen and bronchoscopy. From each patient ops\biwas taken from the tumor and one
biopsy from the intact part of the esophagus teesas control. The biopsy from the tumor
was divided into two parts. One tumor sample aedibrmal tissue sample were immediately
frozen in liquid nitrogen and the other tumor sanplas formalin-fixed for pathological
examination. The biochemical examinations werei@drout on fresh frozen samples. The
patients then received external-beam radiothertgigl (of 36 Gy, fraction dose: 1.8 Gy) and
concomitant chemotherapy during the first week wdiation: cisplatin (100 mg/m
intravenously on day 1) and 5-fluorouracil (1000/mfgday, continuous intravenous infusion
through days 1-5). Four weeks after the compledioRCT, the clinical response to treatment
was assessed according to the Response EvaluaitenaCin Solid Tumors (RECIST). Six
to nine weeks after the neoadjuvant therapy ifdhveas no evidence of disease progression,
the patients underwent definitive surgical resecti®athological response to treatment was
determined by the histological evaluation of theerted specimen. Side-effects were
documented in conformity with the Common TermingloGriteria for Adverse Events,
Version 3.0.

Immunoblot analysis.

The tissue specimens were homogenized, then aegedffor 10 minutes. Isolation of the
cytosol and nuclear fractions was carried out andard laboratory protocols described
previously. The samples were equalized to 1 mgatal {protein concentration using Biuret's
method and subjected to SDS-PAGE. The proteins weparated and then transferred to
nitrocellulose membranes. The membranes were edpodée following primary antibodies:
anti-Hsp 16.2, anti-SOUL, anti-Hsp 90, anti-Bax aaati-Bcl-2. Appropriate horseradish
peroxidase-conjugated secondary antibodies weral wmal peroxidase labeling was
visualized with enhanced chemiluminescence (EClgguan ECL Western blotting detection
system. The developed films were scanned, and thel polumes of the bands were
determined using NIH Image J software. All the ekxpents were repeated four times.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed by analysisasfance followed by Studenttsest and the
Mann-Whitney U-test. Statistical significance was set @0.05. The analyses were
performed using the statistical software SPSS forddivs.



3.2. Materials and Methods in Rectal Study

Patients, Pre-treatment and Posttreatment

Sixty nine consecutive patients with median agéQyears (range 34-78), were treated for
rectal adenocarcinoma with neoadjuvant CRT betwkerary 2005 and December 2006.
All the patients had locally advanced tumors (cB3and /or cN+ and cMO). Preteatment
workup consisted of digital rectal examination nsaydoscopy, biopsy, abdomino-pelvic CT,
pelvic MRI, chest x-ray or CT. In all cases 3D plad conformal radiotherapy was carried
out with belly board in prone position, with 18 Mdhotons. Primary tumor as well as lymph
nodes at risk were covered with 3 irradiation feedthd received 45 Gy in 25 fractions over a
period of 5 weeks. As a concomitant chemotheraf, riig/nf of 5-Fluorouracil continuous
infusion and 30 mg/MFolic acid bolus on days 1-5 of' &nd &' weeks of radiotherapy was
administered. Four weeks after the completion off Opaitients were re-staged and definitive
surgical resection was performed six to nine wedtes neoadjuvant therapy in 64 cases.

Histopathological Evaluation

Pathological response to neoadjuvant treatment determined by the histological
evaluation of the resected specimens using reathbtherapy grading system adapted from
Mandard et al. This five point tumor regressiondgng (TRG) is based on the presence of
residual tumor cells and the extent of fibrosisid a&onsists of the following: TRG 1
(complete regression) is defined as the absenceesilual tumor and fibrosis extending
through the different layers of the rectal wall, GRis characterized by the presence of rare
residual tumor cells scattered throughout theofils;, TRG3 shows an increase in the
number of residual tumor cells, but the fibrosisl giredominates, TRG4 demonstrates
residual tumor outgrowing the fibrosis and TRGXlmaracterized by the absence of any
tumor regression. In accordance with previous stidn order to simplify the statistical
analysis, the TRG was combined into two groups:dg@sponders comprising TRG1-2 and
poor responders consisting of TRG 3- 5.

Immunohistochemistry

Sections from the pretreatment tumor tissue sanpée fixed in formalin and embedded
in paraffin. Subsequently, they were incubated wiith following primary antibodies: self-
developed anti-Hsp 16.2 and anti-SOUL polyclonamary antibodies, GHRH-R primary
antibody, p-AKT and Hsp90 primary antibodies. Immhistochemical staining was carried
out and the staining intensity was recorded senmigaéively as mild (+), moderate (++) or
strong (+++). All slides were assessed by the saxperienced pathologist blinded to clinico-
pathological data.

Statistical Analysis

All statistical analyses were carried out usingSSPL6.0 statistical program. Univariate
chi-square test was used to compare clinical pass@nd biological markers for tumor
regression grade. To increase the number of pgtengroup, the categories of the various
variables were combined for these analyses: age Gf¥gears vs. below 60 years, cT2 vs.
cT3 vs. cT4, cNO vs. cN1-2, distance from the aeafe less than 5 cm vs. between 5 and 10
cm vs more than 10 cm, time to surgery within 7 kgees. over 7 weeks. For statistical
testing intensity values of immunohistochemistryavdichotomised into low (0, +) and high
(++, +++) intensity categories. All parameters wexealysed afterwards in a logistic
regression multivariate analysis. g\ value of less than 0.05 was considered statisficall
significant.



4. RESULTS
4.1.Results in Esophageal study

Clinical outcome.

A 65% clinical response rate was found. One patie@t complete remission (5%), 12
patients had partial remission (60%), 5 patientd ktable disease (25%), 1 patient had
progressive disease (5%) and 1 patient died duhegtreatment (5%). The patients with
complete or partial remission underwent definitisergery. The following histological
response was observed: no residual tumor tissue patients (10%), down-staging of the
tumor size (T) or lymph node involvement (N) in 3%o) and 5 (25%) cases, respectively.
Complete (RO) resection was possible in 9 case8o)78nd no perioperative mortality
occurred. Grade 3 or 4 gastrointestinal (30%), helogical (15%) and pulmonary (15%)
side-effects occurred, one patient (5%) died dusetere sepsis.

Detection of possible new markers by Western-blot.

All twenty squamous-cell esophageal cancer andespanding normal esophageal tissue
samples were examined by Western-blot. The tumorpkss from the patients with no
clinical response contained approximately double tbvel of Hsp 90 and Hsp 16.2,
significantly higher than responding tumops=0.049 ando=0.019 respectively). They also
expressed SOUL at a higher level and had a lowevBg&2 ratio than those with good
clinical response, but these results were not fsogmit (0=0.247 an¢=0.883). The results of
the pathological examination were similar to thénical results. The tumors with no
histological response expressed twice as much HgeD0005) and Hsp16.2£0.002) and
1.5 times more SOULpED.218) than the responders. On the other hanolar|Bax/Bcl-2
ratio was seen in the non-responders compareceteiponders, but as SOUL this result was
not significant p=0.499). Particularly interesting results were obsd when the samples
were analyzed according to the tumor location. Tpper tract tumors expressed the Hsp
proteins in significantly lower quantities than thenors located in the lower-third of the
esophagus (Hsp90 uppes middle-third p=0.006 and Hspl6.2 uppers. middle-third
p=0.012). The SOUL protein was also expressed inifsgigntly smaller quantities in the
upper-third of the esophagus=0.047). Although the Bax/Bcl-2 ratio seemed toldxeer in
the middle-third tumors, the difference was nonh#igant (p>0.05).

4.2.Results in Rectal Study

Histopathological Response to Neoadjuvant CRT

Curative resection was performed in 64 (92 %) cables surgical intervention was a low
anterior resection in 49 cases (70%) or abdominogal resection in 15 cases (21%), with
RO resection rate of 90%. Pathological evaluatidnresponse to preoperative CRT in
resected rectum specimens revealed complete resgoR$51) in 11 of 64 cases (17%) and
significant response (TRG2) in 20 of 64 cases (314&nhce good responders encompassing
TRG1 and TRG2 categories account for 48% of ptjemhile poor responders including
TRG3 for 19 cases (30%), TRG4 for 12 cases (19%) @8RG5 for 2 cases (3%) represented
the remaining 52% of the patients.

Protein Expression in Pre-treatment Biopsy Specimnsen

Immunohistochemical evaluation of the pre-treatmbitpsy specimens showed high
intensity staining (++, +++) for SOUL, Hsp 16.2,¢9€ and for GHRH-R in 67%, 61%, 58%
and 25% of the cases, respectively. High intensifikt staining was found in all the rectum
biopsy specimens.



Association Between Pre-treatment Clinical Data aHdstopathological Response to CRT

None of the pre-treatment clinical characteriségsept the elapsed time interval between
the end of neoadjuvant therapy and surgery was dfotn be statistically related to
histopathological response. The patients who weerated on 7 weeks or more after CRT
ended, had a significantly higher chance of showangyood response to neoadjuvant
treatment, than those who underwent surgery withiveeks (63% versus 37%+0.041)
following CRT. Univariate analysis of the corretati between other clinical parameters
including age, sex, distance from anal verge, mratinent cT or cN and tumor regression
grade revealed no statistically significant asdama

Association between Protein Expression and HistdpaEbgical Response to CRT

Among the markers evaluated in pre-treatment bigpgcimens, SOUL, Hspl16.2 and p-
Akt staining did not show a significant associatwith tumor regression grade. However,
high levels of Hsp90 and GHRH-R expression in the-tppatment tumor biopsies were
significantly correlated with poor histopatholodicaesponse (p=0.00002, p=0.00006
respectively). Multivariate analyses confirmed tha¢ association of GHRH-R and Hsp90
expression with the therapeutic response was gignif (for pGHRH odds ratio, 0.198; 95%
confidence interval, 0.042-0.94p<0.05 and for Hsp90 odds ratio, 0.218; 95% confiden
interval, 0.074-0.647p<0.001)after data was adjusted to account for the cliratioplogical
parameters and expression of the other markers.

5. CONCLUSIONS

In conclusion, our results suggest, in line witheypous studies, that response to
neoadjuvant therapy depends on the treatment miotoduding the radiation dose and time
between CRT and operation as well as on the bicdbdeatures of tumor. The identification
of biomarkers predicting the responses would allmere effective and individualized
treatment.

1. In the present retrospective study of esophagaater the rate of complete responses
achieved with neoadjuvant chemoradiotherapy wasidotvan pCR rates reported in the

literature, which implies a need for escalationradiation dose. However, the serious and
fatal side effects related to CRT scheme indich&e any intensification of therapy requires

thorough selection of patients.

2. In tumor samples from esophageal cancer patwttisno clinical or pathological response
to neoadjuvant CRT significantly higher levels oEPR0 and HSP16. 2 expression were
detectable than in responding tumors, indicatirggrtiie of heat shock proteins in resistance
against chemo-radiotherapy.

3. Our data demonstrate no significant associdteween the response of esophageal tumors
to CRT and BAX/Bcl2 ratio representing the apdiptiorm of cell death.

4. The present study did not find a significantassion between the response of esophageal
tumors to CRT and the expression of SOUL, a proteplicated in necrotic cell death.

5. Upper tract esophageal tumors expressed HSBimsaand SOUL protein in significantly
lower quantities than middle-third tumors, whichynwntribute to their different sensitivity
to CRT.

6. The current investigation indicates that peattment clinical parameters do not influence
the chemo-radiosensitivity of rectal cancer, wherdee time interval longer than 7 weeks
between neoadjuvant CRT and operation is associathdetter tumor response.



7. As regards cytoprotective heat shock protehms |ével of immunhistochemical staining of
Hsp 16.2 was not related to tumor regression, vasernde expression of HSP90 was
significantly correlated with poor histopatholodicasponse to CRT for rectal cancer.

8. The results of our study do not support the vibat the expression of anti-apoptotic p-
AKT has any influence on histopathological respdes€RT for rectal adenocarcinomas.

9. A significant correlation between the expresssbrGHRH-R and poor histopathological
response to neoadjuvant CRT for rectal cancer wasodstrated.

10. In the present study the level of immunhistogical staining of necrosis-facilitating
SOUL was not related to histopathological regressiorectal cancer after neoadjuvant CRT.

11. Our data indicate that GHRH-R and Hsp90 may sesy@retreatment predictors of tumor
regression to neoadjuvant CRT in rectal cancer.edher GHRH-R and Hsp90 hold promise
of providing novel therapeutic options for poorpesder patients. Nevertheless, before any
clinical implications can be drawn, further studaee warranted to confirm our results.
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1. BEVEZETES

A mitétet megdizé neoadjuvans kemoradioterapia (KRT) széles korbogaott
kezelési modszer loko-regiondlisairehaladott nyélcsd- és végbéldaganatok ellatdsaban. A
neoadjuvans KRT szamos elméletiralyel rendelkezik a postoperativ kezeléshez képest.
tumor mitétet megdizé jobb oxigén ellatottsdga nagyobb sugarérzékenysigdent, a
daganat megkisebbitése 6stgiti annak sebészi eltavolitasat és bizonyos eldsen
szervkiméb miitétek végrehajtasat teszi letvat. A szisztémas kemoterapia és sugarkezelés
kombinalasa nem csak a lokalis kontrollt javitja,admikrometasztazisok eltavolitasa révén a
tavoli attétek szamat is csokkentheti. A klinikaiagorlatban a preoperativ kezelés jobban
toleralhatd, mint a postoperativ, mivel kevesebit akellékhatassal jar és a beteg még nem
szenved a (fitéti szovdményekdl. Tovabbi technikai ény, hogy a sugarterapias céltérfogat
meghatarozasa konnyebbutét ebtt, hiszen a daganat képalkotokkal kimutathato. A
neoadjuvans kezelés ugyanakkor szamos hatrannjal i& korai stadiumban diagnosztizalt
betegek esetében tulkezelést jelenthet. Nagyobblémat jelent, hogy nem minden tumor
reagal egyforman a kezelésre. A terdpiara nem l@ag@anatok progredialhatnak a kezelés
ideje alatt rontva a sebészi eltavolitds esélygigdasul ezek a betegek feleslegesen
szenvednek a KRT okozta mellékhatasoktol. A neaduljs kezelésre adott terapias valasz a
kezelés mifiségébl és daganat kemoterapia- illetve sugarkezeléstiirarzékenységét
meghatarozé genetikai és biokémiai tulajdonsagolgdiiigg. A rosszindulati daganatok
biologiai jellem®inek jobb megértése és olyan molekularis markepskasitasa melyek a
kezeléssel szembeni rezisztencia kialakulaséat yadoljak, nagyban hozzajarulndnak a
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2. CELKIT UZESEK

A munkam & célja a nyeics- és végbéldaganatok neoadjuvans KRT-ra adott iterap
valaszt dabrejelzs markerek keresése volt. Ennek soran a neoadjuvé&relések
hatékonysagat befolyadsoldé faktorok meghatarozaséran belil a két ébb sejthalal
atvonalban szerepjatsz6 fehérjék prediktiv szerelpénzsgalatara torekedtem. A dolgozat
célkittizései az alabbi pontokban foglalhatok 6ssze:

1. Loko-regiondlisan érehaladott nyéicsd laphdmrakok kezelésében az intézetinkben
alkalmazott neoadjuvans kemoradioterapia hatékgdysk és toleralhatosaganak a
vizsgalata.

2. H6-sokk fehérjék expresszidja (HSP90 és HSP16.2) éeamdjuvans KRT-ra adott
klinikai és patoldgiai valasz kozotti 6sszefliggéghatarozasa nyessdaganatoknal.

3. Az apoptotikus sejthalal utat jelledhBax/Bcl2 arany és a neoadjuvans KRT-ra adott
Klinikai és patoldgiai valasz kozotti 6sszefliggéeghmatarozasa ny@sidaganatoknal.

4. A neurotikus sejthalal Utban szerepet jatszé hett-kghérje (SOUL) expresszioja €s a
neoadjuvans KRT-ra adott klinikai és patolégiaiagal kozotti 6sszefliggés meghatarozasa
nyelbcshdaganatoknal.

5. Megvizsgalni a koézégseés fel$ harmadban diagnosztizalt nfess laphamkarcinomak
kozti kilbnbséget a vizsgalt fehérjék expresszapmpontjabol.



6. Meghatarozni a loko-regionalisanbethaladott végbéldaganatok kezelésében alkalmazott
neoadjuvans KRT-val elérliepatologiai valasz aranyat, valamint a kezelésmétareinek
és a betegre jelleMklinikai faktornak a hatasat a tumor valaszra.

7. Megviszgalni a B-sokk fehérjeék expresszidja (HSP90 and HSP16.2a égoadjuvans
KRT-ra adott hisztopatologiai valasz kdzotti 6ssgeiest végbéldaganatoknal.

8. A p-AKT expresszidja és a neoadjuvans KRT-ra adhigztopatoldgiai valasz kozotti
0sszefliggés meghatarozasa végbéldaganatoknal.

9. A GHRH-R expresszibja és a neoadjuvans KRT-ra ddsttopatholdgiai valasz kozotti
0sszefliggés meghatarozasa végbéldaganatoknal.

10. A neurotikus sejthalal atban szerepet jatszo hetbtahérje 2 (SOUL) expresszidja €s a
neoadjuvans KRT-ra adott hisztopatoldgiai valaszOkd Osszefiiggés meghatarozasa
végbéldaganatoknal.

11. A vizsgalat fehérjék neoadjuvans kemoradioterapiadott valasz élejelzésében
fuggetlen prediktiv markerekként torteéalkalmazasanak ertékelése.

3. BETEGANYAG ES MODSZER

3.1.Betegek és modszer a ny@ssdaganatok vizsgalata soran

Betegek és daganatos mintak

2005 és 2006 kozott husz félgés kozéps harmadra lokalizalodd cT3-T4, cNO-1, cMO
stadiumu nydicsd lahamrakos beteget vizsgaltunk. A betegek kivilEsganyebcsitiikrozeést,
biopsziat, endoszkopos ultrahangot, hasi és mel&ag, lége$-tikrozést foglalt magaban.
Minden beteg esetében biopszias mintavétel tortéamid a tumoros, mind az ép
nyelbcsiszakaszbol. A tumorbdl vett minta kettéosztasaeki@n a normal nyékss mintak
és a tumoros minta fele folyékony nitrogénnel fagyasra kerult biokémiai vizsgalatok
céljara. A tumoros mintdk masik felédbformalinos fixalast kéveéen patoldgiai vizsgalat
tortént. A neoadjuvans kezelés részeként a bet@§elGy 0sszddzisu sugarkezelésben
részesiltek napi 1,8 Gy frakcidéddzissal valamineks kezelési héten konkurens cisplatin
(100 mg/n iv. elss kezelési nap) és 5-fluorouracil (1000 mimap, folyamatos inf(zi6 1-5
napon keresztul). Négy héttel a KRT-t kddext a klinikai valasz értékelése a RECIST
(Response Evaluation Criteria In Solid Tumors)éiitmok szerint tértént. Hat-kilenc héttel
a kezelés utan-amennyiben progresszié nem igazitiGabeteg mitétre kertlt. A kezelésre
adott patologiai valasz meghatarozasa a sebészkaean szoévettani feldolgozasa, mig a
mellékhatdsok dokumentaldsa a CTCAE 3.0 verzi@pjah tortéent.

Immunoblot vizsgélat

A biopszias mintdkban homogenizalas, centrifugdtésetien a citoszol- és a nuklearis
fehérjék szeparélasa tortént. Valamennyi mintatiweB modszerrel egységesen 1 mg/ml
0sszfehérje koncentraciora allitottuk be és SD$&klamid gélelektroforézist végeztiink. A
fehérjéket gélen torténszétvalasztasat kdven blotting technikaval nitrocelluloz filterre
vittik at. A membranokat a kovetkeelsidleges antitestekkel kezeltik: anti-Hsp 16.2 ,-anti
SOUL, anti-Hsp 90, anti-Bax, anti-Bcl-2, majd HRBtv konjugalt mésodik antitesttel
reagaltattuk. A peroxidaz reakcidkat kemolumineszamodszerrel tettik lathatova, a kapott



bandeket digitalizaltuk és NIH Image J szoftveggkEkeltik. Valamennyi kisérletet negy
alkalommal megismételtiink, melylbatlagoltunk.

Statisztikai ertékelés
A statisztikai értékeléshez Student's-t tesztetMann-Whitney U tesztet hasznaltunk
p<0.05 statisztikai szignifikancia szint mell&t értékelés SPSS 16.0 programmal tortént.

3.2. Betegek és modszer végbéldaganatok vizsgalataan

Betegek

2005. januar és 2006. december kozott hatvankirégbél adenocarcinomaban szerived
beteg (atlag életkor 59 év, 34-78 év) részeslltadigoans kemoradioterapiaban az
intézetinkben. Valamennyi beteg loko-regionalisdtirebaladott betegségben (cT3/T4
és/vagy cN+ és cMO) szenvedett. A kezelésdtiekivizsgalas rectalis digitalis vizsgalatot,
colonoscopiat, biopszias mintavételt, hasi CT-t kismedencei MR-t és mellkas rtg
vizsgélatot jelentett. Minden esetben 3D CT alap8ulgarzastervessel konformalis kils
besugarzas toértént hason fékivelyzetben, ,belly-board” vékonybél védelemmel pAmer
tumort és a regionalis nyirokcsomoékat magaban fégléaltérfogatra 3 besugarzasi réied
25 frakcidban 45 Gy 6sszdozisu 18 MV energidjuridiesugarzas kerilt leadasra. A betegek
a sugarkezelés él®s 6todik hetében konkurens kemoterapiat kaptapon keresztil 500
mg/nt /nap 5-fluorouracil folyamatos inftizié és 30 m§/map leukovorin bolus formajaban.
Négy héttel a KRT befejezése utan re-staging viasgd torténtek, majd a kezelést kdvet
hatodik és kilencedik hét kozott 64 esetben kestilta nfitéti megoldasra.

Hisztopatoldgiai valasz értékelése

A neoadjuvans kezelésre adott patologiai valaszkéldse a moddositott Mandard-féle
gradusok szerint tortént. Ez a tumor regressziaédug rendszer a maradék daganat sejtek és a
fibrotikus kotszovet ardnya alapjan o6t fokozatra oszthat6: TR@elles regresszid) a
daganat sejtek teljes hianyat jelenti, TRG2 a fikus szoveten belil elszor maradék daganat
sejteket jelent, TRG3 nagyobb mennyiségaradék daganatsejtre utal, de a fibrézis dominal
a metszetekben, TRG4 esetén a daganatsejtek amdeglaaladja fibrozis mértékét, TRG5
esetén regresszid nem észlathebzamos korabbi vizsgélathoz hasonléan a betegeket
kezelésre jol reagélo (TRG1-2) és rosszul readdRiy 3- 5) csoportokra osztottam.

Immunohisztokémiai vizsgalatok

Kezelés ditti biopszias mintak formalinos fixalast és panad beagyazasat koven az
alabbi primer antitestekkel végeztink immunhisztoieé vizsgalatot: Hsp 16.2, SOUL,
GHRH-R, p-AKT és Hsp90. A reakcido mértékét semi+kitativ modon értékeltiik gyenge
(+), kbzepes (++) és & (+++) fesbdés szerint. Valamennyi metszetet ugyanaz a tapgszt
klinikai adatokat nem ismépatolégus értékelte.

Statisztikai értékelés

Valamennyi statisztikai értékelés SPSS 16.0 gtédte programmal toértént. Univarians
khi-négyzet probat alkalmaztunk a klinikai-, biol@igparaméterek és a tumor regresszios
gradus kozotti dsszeflgges vizsgalatara. A ldinifaktorok vizsgalatakor az alabbi
alcsoportokba osztottuk a betegeket: 60 év alatiy\60 év feletti, cT2 vagy cT3 vagy cT4,
cNO vagy cN1-2, 5 cm-nél kisebb vagy 5-10 cm kozésigy 10 cm feletti tavolsag az
anusgyiratl, 7 hétnél rovidebb vagy hosszabho id kezelés és a itét kdzott. Az
immunhisztokémiai vizsgalat eredményei a ddés mértéke alapjan alacsony és magas
intenzitdsu csoportokra oszlottak. Valamennyi patem vizsgaltat multi-varians analizissel
is elvégeztik. Az értékelések p<0,05 statiszskagnifikancia szint mellett torténtek.



4. EREDMENYEK

4.1. A nyelécsh daganatok vizsgalata soran kapott eredmények

Klinikai valasz

65%-0s klinikai valaszaranyt észleltiink a re-stggvizsgalatok soran. Egy beteg (5%)
teljes regressziot, 12 beteg (60%) részleges regiisnutatott. 5 betegnél (25%) valtozatlan
statusz maradt, 1 betegnél (5%) talaltunk progredsetegséget a kezelés utan, egy beteg
(5%) pedig elhunyt a kezelés soran. A részlegey \aljes regressziét mutatdé betegek
mitétben részesliltek. A sebészi rezekatumok feldag@tapjan teljes regresszio (pCR) 2
esetben(10%), stadiumcsokkenést jélamgresszidé a T kategoria vonatkozasaban 6 esetben
(30%), mig az N kategoria vonatkozasaban 5 esg@®e¥b) fordult eb. Komplett sebészi
eltavolitds (RO) 9 betegnél (70%) volt lehetségesiizsgélt betegek kodzott peri-operativ
elhaldlozas nem tortént. A kezelés alatt sulyosleyrd-4-es gastrointesztinalis (30%),
hematologiai (15%) és pulmonoldgiai (15%) melléiisakat észleltiink, egy esetben (5%) a
beteg haldlahoz vezeszepszis kdvetkezet be.

Western blot vizsgalat eredményei

Immunoblot vizsgalat mind a 20 beteg esetében rtrtgé tumoros €s normal
nyelbcshszakaszbol szarmazo mintakbol. A kezelésre klinikdasz nem mutaté betegek
tumoros mintaiban kozel kétszer olyan mennyiségignifikansan tobb Hsp 99p<0.049) és
Hsp 16.2 =0.019) volt kimutathatd, mint a kezelésre reagdavitaiban. A SOUL fehérje
emelkedett expresszidja és alacsonyabb Bax/BchByavolt kimutathatd a klinikailag jol
reagalok mintaiban, mint a rosszul reagalokébam, dzek a kulonbségek nem voltak
szignifikansak [f=0.247 és p=0.883). A patoldgiai valasz vonatkozasdban hasonld
kulonbségek voltak észlelltdt A kezelésre reagalokhoz képest a hisztopatalégipessziot
nem mutaté daganatok kozel kétszer olyan mennygseghpresszaltak a Hsp90st=0.0005)
eés a Hspl6.2-tpE0.002), valamint masfélszer nagyobb mennyiségb&ObIL (=0.218)
fehérjét. A kezelésre nem reagalok esetében a BbhZ/Bs kisebbnek bizonyult, igaz a
kilonbség a SOUL-hoz hasonléan nem volt szignik@nreagalokhoz képest(p=0,499).
Erdekes kilonbségeket sikeriilt azonositani & féls kozéps harmadi nyeicss tumorok
fehérje expresszioja kozott. Aotsokk fehériek szignifikansan alacsonyabb aranyban
mutathatok ki a fetsharmati tumorokban mint a kozéplsarmadra lokalizalédé daganatokbdl
(Hsp90 esetébenp=0.006, Hspl6.2 esetebep=0.012). A SOUL fehérje szintén
szignifikAnsan alacsonyabb aranyban volt kimutatreatfel$ harmadi mintdkban, mint a
kozép$ harmadi daganatokbap=0.047). Ugyanakkor a Bax/Bcl-2 arany alacsonyakbna
tinik az kozéps harmadi daganatokban, bar ez a kulonbség nemifizigns (>0.05).

4.2. Végbéldaganatok vizsgalata soran észlelt ereémyek

Neoadjuvans KRT-ra adott hisztopatoldgiai valasz

Mitéti beavatkozas 64 (92 %) esetben tortent, 4Q@@20) anterior rezekciéban, mig
15 beteg (21%) abdominoperinealis rectumextirpasioteszesilt. Az RO rezekcidk aranya
90% volt. A sebészi rezekadtumok patolégiai értédeeléalapjan a neoadjuvans
kemoradioterapia hatasara komplett remisszié (TRQAlgsetben (17%) alakult ki, jelént
remisszié (TRG2) 20 esetben (31%) fordult édsszességében a jol reagalokat jélGIRG1
és TRG2 kategodria a betegek 48%-at tette ki, migsazul reagélok alkottak a betegek



maradék 52%-kat, beleértve 19 esetben TRG3-t (30%)gesetben TRG4-t (19%) és 2
esetben TRG5-t (3%) mutatoé tumorokat.

Protein expresszié a kezelégi biopszias mintdkban

Immunohisztokémiai értékelés a kezelésttebiopszias mintak 67%-ban a SOUL, 61%-
ban a Hsp 16.2, 58%-ban a Hsp90 és 25%-ban GHRHf§edett expresszojara
utalofesdést (++, +++) talalt. A p-Akt valamennyi biopsziésintdban e¥s festdést
mutatott.

Kezelés ditti klinikai adatok és hisztopatoldgiai valasz katidsszefliggés

A kezelés ditti klinikai jellemzok (az életkor, a nem, az anufgitol mért tavolsag, a
kezelés ditti cT és cN) nem befolydsoltak szignifikAnsan adtésre adott hisztopatoldgiai
valaszt. Ugyanakkor a kezelési paraméterek kozWRA és a nitét kozott eltelt id
szignifikansan hatott a regresszi0 mértékére. Abetegek, akik a neoadjuvans kezelést
koveth hetedik héten vagy azt koven keriltek nitétre szignifikhnsan jobb patologiai
regressziot mutattak, mint a korabban operaltaka(68. 37%p=0.041).

Protein expresszi6é és a KRT-ra adott hisztopat@odgalasz kozotti 6sszefliggés

A vizsgalt biologiai markerek kézil a SOUL, HsplGe2 a p-Akt expressiora utald
festhdés nem mutatott szignifikans 6sszefliggést a tuegressziés gradussal. Ugyanakkor a
Hsp90-t és GHRH-R-t 8sen expresszald daganatok szignifikhnsan nagyoBhylaan
mutattak gyenge hisztopatologiai valaszt a neaddlist KRT-ra (p=0.00002, p=0.00006).
Multivarians analizis megésitette, hogy a GHRH-R és Hsp90 expresszidé meérteke
szignifikansan befolyasolta a terapias valaszt (REHodds ratio, 0.198; 95% confidence
interval, 0.042-0.941p<0.05, valamint Hsp90 odds ratio, 0.218; 95% caniak interval,
0.074-0.647p<0.001).

5. KOVETKEZTETESEK

Osszefoglalasként megallapithatd, hogy a neoadudRT-ra adott valasz egyrészt a
kezelési protokoll jellemitsl fligg (a sugarterapia doézisa, a terapia valamititémkdzott
eltelt idd), masrészt a daganat bioldgiai tulajdonsagai pasalljak.

1. Jelen vizsgalatban a n§estumoros betegek neoadjuvans kemoradioterapidjaeal e
pCR arany alacsonyabb az irodalomban kozolt eregekérez képest, ami a dozis
emelésének sziilkségességét veti fel. Ugyanakkoreddesckapcsan észlelt sulyos, esetenként
fatalis mellékhatasok miatt a dozisemelést mindpp&é alapos betegszelekciot kell, hogy
megebzze.

2. A HSP90 and HSP16. 2 szignifikansan nagyobbékiéen expresszaldédott a neoadjuvans
kezelésre klinikailag és patologiailag rosszul &éagumorok biopszias mintaiban, mint a

kezelésre jOl reagalé daganatokban. Ezéasdkk fehérjék kemoradioterapiaval szembeni
rezisztenciaban jatszott szerepére utal.

3. A vizsgalatban nem sikertlt szignifikans 0ssggést talalni az apoptotikus sejthalal uthoz
kapcsoldédd Bax/Bcl-2 arany és nyetstumorok neoadjuvans kezelésre adott terapias \alasz
kozott.

4. A vizsgalatban nem sikerilt szignifikans dssggéist kimutatni az nekrotikus sejthalal
Uthoz kapcsolddd SOUL fehérje expresszidja és #oggumorok neoadjuvans kezelésre
adott terapias valasza kozott.



5. Fel$ harmadi nydicssdaganatok adisokk fehérjéket és a SOUL fehérjét szignifikansan
kisebb mértékben expresszaljak, mint a koédparmadi tumorok, ami szerepet jatszhat a
KRT-val szemben mutatott eltéérzékenységikben.

6. Vizsgalatunkban a végbéldaganatok kezelgt klinikai paraméterei nem befolyasoltak
a neoadjuvans KRT-ra adott terdpias valaszt. Udgkammaa kezelési paraméterek kozul a
kemoradioterapia és ttét kozotti 7 hét vagy ennél hosszabld igbbb tumorvalaszt
eredményezett a korabban tortérit@hez képest.

7. Neoadjuvans KRT-val kezelt végbéltumorok immermtokémiai vizsgalata sordn a
sejtvéd hatassal rendelkézo-sokk fehérjék kdzul a Hsp 16.2 expresszio nemlpésolt a
histopatoldgiai valaszt, mig a HSP90-t kifejezettexpresszalé daganatok szignifikansan
rosszabbul reagéltak a terapiara.

8. Neoadjuvans KRT-val kezelt végbél adenocarcadoesetében nem sikerllt dsszefliggést
talalni az apoptézis ellen haté p-AKT expressziém a kezelés hatasara bekoveikez
hisztopatologiai regresszio kozott.

9. Neoadjuvans KRT-val kezelt rectumtumorok eseté&zignifikdns dsszefliggés igazolddott
a GHRH-R expresszio és a kezelésre adott rosstopaplogiai valasz kozott.

10. Neoadjuvans KRT-val kezelt végbél adenocarcaloasetében nem sikertlt 6sszefliggést
talalni a nekrotikus sejthalal Utban rész&v@OUL fehérje expresszidja és a kezelés hatasara
bekdvetke# hisztopatologiai regresszio kozott.

11. Vizsgélat eredményei alapjan rectumtumorokébsst kezelés &ki biopszias mintdkbol

kimutatott GHRH-R és Hsp90 hasznéalhatd lehet a djagans KRT-ra adott valasz prediktiv
faktoraként. Tovabba mindkét molekula alapja lehetcélzott biologiai terapianak, ami
javithatna a hagyomanyos kezelésre rosszul readsegek gyogyulasi esélyeit.
Természetesen a valamennyi vizsgalt marker esetébétinikai gyakorlatot befolyasold
kovetkeztetések levonasattitovabbi megedisités szikséges.



