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Molekuláris biomarkerek alkalmazása a colorectális carcinómás betegeken, 
a műtéti hatás monitorozására követéses vizsgálattal
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Összefoglalás: A szerzők vizsgálataikban colorectális carcinómában (CRC) szenvedő betegek vérmintáit hosszú 
távú követéses vizsgálatban elemezték. Az elvégzett műtétek és a neoadjuváns kezelés hatását vizsgálták a  c-
myc,  Ha-ras,  Bcl-2,  Ki-ras  onkogén  és  a  p53  tumorszupresszor  gének,  mint  molekuláris  epidemiológiai 
biomarkerek  expressziójára,  valamint  a  CA19-9,  CEA tumormarkerekre  összehasonlítva  azokat.  A standard 
klinikai  laboratóriumi  paraméterek  mellett  vizsgálták  a  vér  scavenger  hatású  molekuláinak  antioxidáns 
kapacitását is. A vizsgálatokat a műtét napján, majd attól számítva egy hét, három és hat hónap, illetve egy év 
elteltével végezték. Fenti gének expressziói, mint molekuláris epidemiológiai biomarkerek; sejtszinten játszanak 
kulcsszerepet  az  onkogenezisben  és  az  immortalizációban  illetve  a  (pro)apoptotikus  állapot  kialakításában. 
Eddigi vizsgálataik alapján feltételezhető, hogy expresszióiknak változásai követi a műtéti beavatkozást (és a 
neoadjuváns  terápia  hatását)  és  hosszú  távon a  colorectális  carcinómák  lefolyására  engednek  következtetni. 
Vizsgálatukat 20 fős klinikai betegcsoporton végezték. A műtét előtt a betegek kálcium- fólinát és 5- flouro-
uracil (5FU) és 45 Gy sugárdózis kombinált neoadjuváns terápiában részesültek, azt követően a műtéti specimen 
hisztológiai vizsgálatának eredményeitől függően oncoteam döntött a posztoperatív adjuváns kezelésről, mely 
minden  esetben  a  de  Gramont  séma  szerint  zajlott.  A  műtét  és  a  terápia  hatására  a  c-myc  és  a  p53  gén 
expressziója  folyamatosan  csökkenő  tendenciát  mutatott.  A  12.  hónapra  a  műtét  és  a  terápia  jelentősen 
csökkentette  a  vérben  a  c-myc,  Ha-ras,  Bcl-2,  Ki-ras  onkogének  illetve  a  p53  tumorszupresszor  gén 
expresszióját. A CA19-9 és a CEA tumormarkerek átlagainak nyomonkövetése a vizsgálat időtartama alatt nem 
korrelált  a  génexpressziók  emelkedésével  mért  biomarkerek  eredményeivel,  mivel  a  fenti  biomarkerek  a 
rezidiumok  meglétére  vagy  recidivák  kialakulására  utalnak,  míg  a  molekuláris  epidemiológiai  kulcsgének 
expressziójának vizsgálata a korai biológiai hatással hozhatók összefüggésbe a carcinogén/szuppressziv hatások 
eredőjeként.  Ezen  molekuláris  epidemiológiai  biomarkerek  csökkenésükkel  jól  jelezték  a   tumor  műtéti 
eltávolítását követő változást; hasznosak lehetnek az esetleges későbbi lokális recidiva vagy távoli áttét korai 
felismerésében, a betegség folyamatának a monitorozásában.
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Bevezetés

A  ckolorectális  karcinóma  (CRC) 
hazánkban  a  második  leggyakoribb 
mortalitású  a  tumoros  megbetegedések 
között  (1).  Ezért  különösen  fontos  a 
kórképpel  összefüggő,  korai  behatároló 
jellegű  molekuláris  epidemiológiai 
biomarkerek vizsgálatán keresztül, ennek a 
megbetegedésnek a primer (és szekunder) 
prevenciójára  helyezni  a  hangsúlyt.  Így a 
morbiditást  és konzekvensen a mortalitást 
lehet visszaszorítani  a felismert  expozíció 
megszüntetésével,  mértékének 
csökkentésével.

Korábbi  állatkísérletes  modelljeinkben 
jól követhető a kémiai karcinogenezis, jól 
jelzik a korai biológiai hatást, expoziciót a 
Ha-ras, c-myc,  Bcl-2, Ki-ras és p53 gének 
expressziói(2,  3).  Ezért  ezeken  a 
molekuláris epidemiológiai biomarkereken 
mértük  az génexpressziókat  a  colorectális 
carcinóma  miatt  műtéten  átesett 
betegcsoport perifériás vérmintáiban. 

Korábbi  eredményeink  alapján 
feltételezhető  volt,  hogy  a  műtét  és  az 
adjuváns terápia a colorectális carcinómás 
betegekben a génexpresszió mintázatot az 
egészséges  génexpresszió  arányok  felé 
mozdítja  el  (4,  5).  Ezzel  szemben  az  5- 
flouro-uracil (5FU) és a Cisplatin tartalmú 
protokollok  (mint  kémiai  expozició) 
emelik  az  onko/szupresszor  gének 
expresszióját  és  mellékhatásként 
másodlagos leukémiát is okozhatnak (6,7). 
Így eme korai biomarkerek kóros állapotra 
utaló  változásainak  felismerése  a 
szekunder daganatok primer prevenciója és 
a  rizikótényezők  korai  felismerésének 
szempontjából is fontos lehet.

A  CA19-9,  CEA  tumormarkerek 
szintjének vizsgálta  is fontos az esetleges 
recidiv  tumorok  szempontjából. 
Tanulmányunkban  összevetettük  a 
tumormarkerek szintjének változását, mint 
fontos  a  carcinogenezist  „követő  jellegű” 
biomarkereket,  a  fenti  molekuláris 
epidemiológiai  kulcsgének expresszióival; 
hogyan  tükrözik  jelenlétükkel  a  várható 

terápiás hatást, illetve az esetleges recidiva 
megjelenését?  Az  esetleges  recidiv 
tumorok  mikor  és  milyen  mértékben 
változnak  a  génexpressziók  szintjeihez 
képest,  illetve  a  műtét  és  a  neoadjuváns 
terápia hatására (8)? 

A  hatások  eredője  a  molekuláris 
szabályozó  mechanizmusokra  az  említett 
gének expresszióján keresztül vizsgálható, 
hosszú  távú  követéses  vizsgálattal 
igazolható,  vagy vethető el.  Kérdés, hogy 
vajon  a  génexpressziók  változása  és  a 
kórkép  kimenetele  között  van  -e 
összefüggés?  További  kérdés,  hogy  a 
vérmintából  meghatározott 
onko/szupresszor  génexpresszió  mértéke 
mikorra kerül összhangba a tumoros szövet 
eltávolítása  utáni  várható  (feltételezetten 
egészséges)  génexpresszió  mintázattal? 
Melyik gén esetében mennyire kifejezett a 
génexpresszió  vátlozásának  a  mértéke, 
mekkora a várható prediktív értéke?

Anyag és módszer

Vizsgálatainkat  a 29 évestől a 81 éves 
életkorig terjedő betegcsoporton végeztük. 
A  csoport  10  férfit  és  10  nőbeteget 
tartalmazott.  A  patológiai  diagnózis 
adenocarcinoma  recti  vagy  adenomatosus 
polyp  dysplastikus  elfajulása  volt,  a 
csoport  nem  és  kor  szerinti  felépítési 
mintázata  homogén  volt.  A  szakmai 
irányelveknek  megfelelően  a  szövettani 
eredményektől  függően  részesültek  a 
betegek  posztoperatív  kemoterápiában, 
mely de Gramont séma szerint zajlott (9).

A  fehérvérsejtszám  és  a  CA19-9 
(ng/ml),  CEA  (IU/ml)  tumormarkerek 
vizsgálatához szükséges vérmintát a műtét 
napján,  azt  megelőzően vettük le,  majd a 
továbbiakban a műtét utáni első héten és a 
harmadik,  hatodik  és  a  tizenkettedik 
hónapban.  A  fehérvérsejteket  a 
vérmintákból  sűrűséggradiens-
centrifugálással  izoláltuk,  a 
tumormarkereket  ELISA  metódikával 
mértük.
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A  vizsgálatokat  az  ezekhez  szükséges 
engedélyek birtokában végeztük.

A  betegek  vérmintáiból  guanidin-
izotiocianát-fenol-kloroformos  módszerrel 
(10)  RNS-t  izoláltunk.  Minden  RNS-
mintából  10  µg-ot  Hybond-N+ 
(Amersham, Little Chalfont, Anglia) nylon 
membránra  blottoltunk,  majd  a 
membránokat  kemilumineszcensen  jelölt 
(ECL, Amersham)  c-myc,  Ha-ras,  p53 és 
β-aktin próbákkal (American Type Culture 
Collection,  USA)  hibridizáltunk, 
röntgenfilmen  előhívtuk,  majd  a 
röntgenfilmeket  Quantiscan  (Biosoft) 
számítógépes  program  segítségével 
értékeltük.  A  génexpressziót  minden 
mintánál  a  β-aktin  százalékában  fejeztük 
ki.

A  dezoxiribóz-  degradációs  tesztben 
vas(II)- ionok és hidrogén- peroxid (H2O2) 
reakciójában,  az  un.  Fenton-  reakcióban 
keletkező hidroxilgyökök a 2- dezoxi-  D- 
ribóz  láncszakadásával  járó  oxidációja 
során,  savas  közegben  tiobarbitursav 
(TBA)-  reaktiv  karbonilvegyületek 
képződnek,  amelyek  mennyisége 
fényabszorpciós  méréssel  jól  követhető. 
Hidroxilgyök  scavenger  tulajdonságú 

vegyületek  (pl.  a  vér  antioxidánsai) 
jelenlétében  kompetitív  reakció 
eredményeként  a  fényabszorpcióval  mért 
oxidált  vegyületek  mennyisége  csökken 
(11).

Eredmények

Eredményeink alapján megállapíthatjuk, 
hogy  általánosságban  véve  az 
onko/szupresszor  gének  expressziója 
folyamatosan  és  a 12.  hónapra jelentősen 
csökkent  (1.  ábra).  A  c-myc  gén 
expressziója  az  első  három  hónapban 
kiemelkedően  magasnak  bizonyult, 
emellett a p53 gén csökkenése arányaiban 
párhuzamosan  követte  a  c-myc  gén 
expressziójának  csökkenését,  melyek  a 
műtét  és  a  terápia  hatására  folyamatosan 
csökkenő  tendenciát  követtek  az  egész 
vizsgálat  időtartama  alatt.  A  Ha-ras 
onkogén  expressziója  nem  változott 
számottevően az első hat hónapban. Bcl-2, 
Ki-ras onkogének expressziója a vizsgálat 
során végig alacsony volt. A 12. hónapra a 
műtét  és a neoadjuváns terápia  jelentősen 
csökkentette  a  vérben  a  c-myc,  Ha-ras, 
onkogének illetve a  p53 tumorszupresszor 
gén expresszióját.
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1. ábra: Génexpressziós mintázat a colorectális carcinómás betegek vérmintáiban 
(csoport átlag)
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Figure 1.: Gene expression pattern from blood samples of patients group with colorectal cancer 
(mean)
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A CA19-9  tumormarker átlaga a vizsgálat időtartama alatt nem nőtt jelentősen, kivéve a 
12. hónapot (2. ábra). A CEA tumormarker átlaga folyamatosan csökkent a 12. hónapra (3. 
ábra).
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2. ábra: CA 19-9 tumormarker (ng/ml)
 (átlag, colorectális carcinómás betegekből)
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(mean)
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Figure 3.: CEA tumormarker (IU/ml, from blood samples of patients group with colorectal cancer 
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A vér  antioxidáns  kapacitása  műtét  hatására  1  hét  elteltével  csökkent,  majd  ingadozó 
értéket mutatott (4. ábra). 
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4. ábra: Dezoxi-ribóz degradációs tesztek abszorpcióijának átlaga, 0, 10 és 60 perces degradációt  
követően, colorectális carcinómás betegek vérmintáiból 
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Megbeszélés
Vizsgálatunk előtt a műtét, neoadjuváns 

terápia  (és  az  esetleges  relapszusok  és 
metasztázisok)  eredője  és  a  c-  myc,  Ha- 
ras,  Bcl-  2,  Ki-  ras  és  p53  kulcs 
onko/szupresszor gének expressziója közti 
összefüggés  ismeretlen  volt  (5,6).  Az 
önmagában  alkalmazott  citosztatikus 
terápiával  szemben  annak  műtéttel 
kombinált  alkalmazása  jelentősen 
csökkentette  a  gének  expresszióját  a 
műtétet követően, tehát a sebészi terápia és 
a kemoterápiás kezelés eredményeit  is jól 
monitorozta  (7).  A  p53  gén 
overexpressziója  carcinogén  expozicióra, 
DNS károsodásra vagy manifeszt tumorra, 
míg  csökkenése  (eltekintve  a  mutáció 
miatti  kiesés  lehetőségétől)  az  állapot 
javulására  utal.  A  c-myc  és  a  p53  gén 
expressziójának  folyamatos  csökkenése  a 
colorectális  carcinómában  az  említett 
gének  kulcsszerepére;  míg  arányaiban 
egymáshoz  igazodó  trendvonaluk  egyéb 
összefüggésekre  utal,  expresszióik 
szabályozásán  belül,  pl.  feltételezett 
negatív feed back mechanizmussal (12). A 
perifériás  vér  fehérvérsejtjeiből  származó 
korai  molekuláris  epidemiológiai 
biomarker  kulcsgének  expresszióinak 
vizsgálata  reprezentatív  a  colorectális 
carcinóma lefolyását illetően és a vérminta 
a vizsgálathoz könnyen nyerhető (5).

A  Ha-ras  onkogén  szerepe  iniciátor 
folyamatokban  jelentős,  ennek 
megfelelően  expressziója  csökkent  a 
colorectális  carcinóma  sebészi  és 
neoadjuváns  terápia  alkalmazásával  elért 
javulásában.  Új  daganatok  illetve  áttétek 
nem  manifesztálódtak  a  vizsgálat  1  éves 
időtartama  alatt  (6,7).  Vizsgálatunkban 
alkalmazott  neoadjuváns terápia,  a Ha-ras 
expresszióját  nem  emelte,  így 
feltételezhető,  hogy  a  de  Gramont  séma 
nem  okoz  Ha-ras  génexpresszió 
növekedésen  keresztül  iniciátor  jellegű 
hatást  az  estlegesen  fellépő  másodlagos 
leukémiákkal összefüggésben (6,7).

Ugyanakkor fontos megemlíteni, hogy a 
kemoterápia  indukálta  másodlagos 
leukémia  jellemzően  a  kezelést  követő 
második  évtől  a  tizedik  évig 
manifesztálódik  (az  5.  évben  a 
leggyakoribb)  mely  a  vizsgálatunk 
időtartamán kívül esett (13).

A  12.  hónapra  elért  c-myc,  Ha-ras  és 
p53  gének  expresszióinak  csökkenése  az 
egészséges  génexpressziós  mintázatra 
jellemző  irányba  mozdult  el.  Korábbi 
vizsgálataink  alapján  megállapítást  nyert, 
hogy  a  tumoros  megbetegedést  nem 
diagnosztizált populációban a fent említett 
gének  expressziós  szintje  lényegesen 
alacsonyabb  a  tumoros  megbetegedésben 
(colorectális  carcinómában)  szenvedő 
betegekéihez képest (4).

Korábbi  eredményeinkben 
megállapítottuk,  hogy a  c-myc,  és Ha-ras 
onkogének  expressziójának 
megnövekedése  jellemző  az  agytumorok 
különböző  fajtáira  is  (14).  A  c-myc 
onkogén  expressziójának  növekedését 
perifériás  vérből  izolált  fehérvérsejtekből 
is  kimutattuk,  ahol  a  minta  kissejtes 
tüdőrákos  megbetegedésben  szenvedő 
betegből  származott  (15).  A  K-ras 
overexpressziójának  és  mutáció  útján 
történő aktiválódásának szerepe a tumoros 
átalakulás  során  az  iniciációban  és  a 
progresszióban  és  az  áttét  képzésében  is 
klinikailag bizonyított (16). 

Eredményeink ezt megerősítik, ugyanis 
a  vizsgálatok  időtartama  alatt  egyetlen 
betegnél  sem  jelentkezett  áttét,  ezzel 
összefüggésbe  hozhatóan  a  K-ras 
expressziójának értéke alacsony volt végig. 
Az  antiapoptotikus  Bcl2  gén 
overexpressziója  a  daganatos  sejtek 
immortalizálódását  okozza  (17). 
Vizsgálatunkban  a  Bcl2  gén  expressziója 
alacsony  szinten  maradt,  jól  tükrözve  a 
gyógyulási  folyamatot:  nem  lépett  föl 
recidiva,  a  betegek  egy  év  múlva 
tünetmentesek voltak.
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A  fenti  molekuláris  epidemiológiai 
kulcsgének  expresszióinak  növekedése  a 
perifériás  vérmintából  származó 
fehérvérsejtekben  mérve  összefüggésbe 
hozható  a  daganatos  megbetegedések 
fennálásával; csökkenésükkel jól jelezték a 
tumor műtéti eltávolítását követő változást. 
Nem  kizárt,  hogy  rajtuk  keresztül 
lehetséges  az  áttétek  képződésének  korai 
felismerése. A fenti, gén alapú molekuláris 
epidemiológiai  biomarkerek  hasznosak 
lehetnek a szövődmények (pl. metasztázis) 
korai  felismerésében,  illetve  a  betegség 
folyamatának a monitorozásában. 

A  CA19-9  (ng/ml)  és  a  CEA  (IU/ml) 
tumormarkerek az estleges reziduumok és 
recidivák  meglétére  utal.  Mértékük  a 
tumormassza  mennyiségét  jelzi  bizonyos 
érték  fölött,  tehát  (többek  közt)  a 
colorectális  carcinóma  „követő  jellegű” 
biomarkereként  tartják  számon.  Ezért  a 
tumormarkerek  átlagainak 
nyomonkövetése  a  vizsgálat  időtartama 
alatt  nem  korrelált  a  génexpressziók 
csökkenésével mért eredményekkel, mivel 
a  molekuláris  epidemiológiai  kulcsgének 
expresszióinak  vizsgálata  a  korai 
karcinogén/szuppressziv  biológiai  hatások 
eredőjeként  „prediktív  jellegű” 
biomarkerei a karcinómáknak (8, 18).

A  dezoxiribóz-  degradációs  teszt 
alapján  a  vér  antioxidánsainak  szintje 
változékonynak  bizonyult,  mert  a 
szervezetet  ért  oxidativ  stressz  és  a 
vízoldékony  antioxidáns  bevitel  mérlege 
adja  a  vérből  mérhető  antioxidáns 
kapacitást.  Ezért  jelen  vizsgálatunkban  a 
vér  scavenger  hatású  víz  oldékony 
molekuláinak  antioxidáns  kapacitása  nem 
mutatott  összefüggést  a  többi  mért 
biomarkerrel.  Eredményeink  alapján  úgy 
tűnik a vér scavenger hatású víz oldékony 
molekuláinak  antioxidáns  kapacitásának 
vizsgálata  nem  alkalmas  a  colorectális 
carcinóma  folyamatainak 
nyomonkövetésére,  előrejelzésére. 
Mindazonáltal  a  műtétet  követő  héten  az 
abszorpció szintje nőtt, ami az antioxidáns 
kapacitás  csökkenésére  utal,  a  műtéti 
stresszt hűen tükrözve.
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Application of molekular biomarker by monitoring the effects of resection 
in cancer, follow up colorectal study.

Abstract: The authors monitored the effect of the resection and neoadjuvant therapy from blood samples of 
patients with colorectal  cancer  (CRC) on the expression of c-myc,  Ha-ras,  Bcl-2,  Ki-ras  onkogens and p53 
tumorsupressor  gene  comparing  with  CA19-9,  CEA  tumormarkers.  Standard  clinical  parameters  and  the 
scavenger type antioxidant capacity of blood were examined too. Samples were taken at the day of resection, 
then after  1  week,  3  and  6 month and 1 year  later.  According  to  literature  these  key genes  are  molecular 
epidemiological biomarkers of the oncogenesis, immortalization and (pro)apoptotic statement of the cells. Their 
expression is  supposed to  follow the surgical  (and neoadjuvant)  treatment  and may predict  the outcome of 
carcinomas. 20 persons underwent the examination. Preoperative "neoadjuvant” combined chemo radiotherapy 
(Ca-folate and Fluorouracil (5-FU) and 45 Gy radiation) was indicated and performed for advanced tumors of 
the anorectum, and after the resection they were treated according to de Gramont protocol.
The diagnosis were in all cases right and left side colon cancer and rectal  adenocarcinoma. After re-staging 
examinations patients underwent the resection. No intra- or postoperative major complications were observed, all 
patients were emitted as recovered. The resection and therapy caused the continuous decrease of the expression 
of  c-myc  and p53 gene  and after  1  year  the expression of c-myc,  Ha-ras,  Bcl-2,  Ki-ras  oncogen  and  p53 
tumorsupressor gene decreased strongly. The alteration caused by resection of tumor were well demonstrated by 
the decreased expression of these molecular epidemiological biomarkers. It is possible that they enable the early 
recognition of  the developement of metastasis, and recidivas by predicting the outcome of carcinomas.
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