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Molekularis biomarkerek alkalmazasa a colorectalis carcinomas betegeken,
a miitéti hatas monitorozasara kovetéses vizsgalattal
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Osszefoglalas: A szerzok vizsgalataikban colorectélis carcinoméaban (CRC) szenvedd betegek vérmintait hosszu
tava kovetéses vizsgalatban elemezték. Az elvégzett miitétek és a neoadjuvans kezelés hatasat vizsgaltak a c-
myc, Ha-ras, Bcl-2, Ki-ras onkogén és a p53 tumorszupresszor gének, mint molekularis epidemiologiai
biomarkerek expresszidjara, valamint a CA19-9, CEA tumormarkerekre Osszehasonlitva azokat. A standard
klinikai laboratoriumi paraméterek mellett vizsgaltdk a vér scavenger hatdsti molekuldinak antioxidans
kapacitasat is. A vizsgalatokat a mitét napjan, majd attdl szamitva egy hét, harom és hat honap, illetve egy év
elteltével végezték. Fenti gének expresszioi, mint molekularis epidemioldgiai biomarkerek; sejtszinten jatszanak
kulcsszerepet az onkogenezisben és az immortalizacioban illetve a (pro)apoptotikus allapot kialakitasaban.
Eddigi vizsgalataik alapjan feltételezhetd, hogy expresszidiknak valtozasai koveti a mitéti beavatkozast (€s a
neoadjuvans terapia hatasat) és hossz tavon a colorectalis carcinomak lefolyasara engednek kovetkeztetni.
Vizsgalatukat 20 f6s klinikai betegcsoporton végezték. A mitét elétt a betegek kalcium- folinat és 5- flouro-
uracil (SFU) és 45 Gy sugardozis kombinalt neoadjuvans terapiaban részesiiltek, azt kdvetéen a miitéti specimen
hisztologiai vizsgalatanak eredményeitdl fiiggden oncoteam dontdtt a posztoperativ adjuvans kezelésrél, mely
minden esetben a de Gramont séma szerint zajlott. A miitét és a terapia hatasara a c-myc és a p53 gén
expresszidja folyamatosan csokkend tendenciat mutatott. A 12. hdénapra a miitét és a terapia jelentdsen
csokkentette a vérben a c-myc, Ha-ras, Bcl-2, Ki-ras onkogének illetve a p53 tumorszupresszor gén
expresszidjat. A CA19-9 és a CEA tumormarkerek atlagainak nyomonkdvetése a vizsgalat idtartama alatt nem
korrelalt a génexpressziok emelkedésével mért biomarkerek eredményeivel, mivel a fenti biomarkerek a
rezidiumok meglétére vagy recidivak kialakuldsara utalnak, mig a molekuldris epidemioldgiai kulcsgének
expresszidjanak vizsgalata a korai biologiai hatassal hozhatok dsszefiiggésbe a carcinogén/szuppressziv hatasok
ereddjeként. Ezen molekularis epidemiologiai biomarkerek csokkenésiikkel jol jelezték a  tumor miitéti
eltavolitasat kovetd valtozast; hasznosak lehetnek az esetleges késobbi lokalis recidiva vagy tavoli attét korai
felismerésében, a betegség folyamatanak a monitorozasaban.
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Bevezetés

A ckolorectalis karcinoma (CRC)
hazankban a masodik leggyakoribb
mortalitdsi a tumoros megbetegedések
kozott (1). Ezért kilondsen fontos a
korképpel 0Osszefliggd, korai behatarolod
jellegti molekularis epidemiologiai
biomarkerek vizsgalatan keresztiil, ennek a
megbetegedésnek a primer (€s szekunder)
prevencidjara helyezni a hangsulyt. gy a
morbiditast és konzekvensen a mortalitast
lehet visszaszoritani a felismert expozicid
megsziintetésével, mértékének
csOkkentésével.

Korabbi allatkisérletes modelljeinkben
jol kovethetd a kémiai karcinogenezis, jol
jelzik a korai biologiai hatast, expoziciot a
Ha-ras, c-myc, Bcl-2, Ki-ras és p53 gének
expresszioi(2, 3). Ezért ezeken a
molekularis epidemioldgiai biomarkereken
mértiik az génexpressziokat a colorectalis
carcindbma miatt mitéten atesett
betegcsoport periférias vérmintaiban.

Korabbi eredményeink alapjan
feltételezhetd volt, hogy a mitét és az
adjuvans terapia a colorectélis carcinomas
betegekben a génexpresszid mintazatot az
egészséges génexpresszid aranyok felé
mozditja el (4, 5). Ezzel szemben az 5-
flouro-uracil (SFU) és a Cisplatin tartalmu
protokollok  (mint kémiai expozicid)
emelik az  onko/szupresszor  gének
expressziojat és mellékhatasként
masodlagos leukémiat is okozhatnak (6,7).
fgy eme korai biomarkerek kéros allapotra
utal6  véltozdsainak  felismerése a
szekunder daganatok primer prevencidja és
a rizikotényezok korai felismerésének
szempontjabol is fontos lehet.

A CA19-9, CEA tumormarkerek
szintjének vizsgalta is fontos az esetleges
recidiv tumorok szempontjabol.
Tanulméanyunkban Osszevetettiik a
tumormarkerek szintjének valtozasat, mint
fontos a carcinogenezist ,,koveto jellegii”
biomarkereket, a fenti  molekularis
epidemiologiai kulcsgének expresszidival;
hogyan tiikrozik jelenlétiikkel a varhato

terapids hatast, illetve az esetleges recidiva
megjelenését? Az esetleges  recidiv
tumorok mikor ¢és milyen mértékben
valtoznak a génexpressziok szintjeihez
képest, illetve a miitét és a neoadjuvans
terapia hatasara (8)?

A hatasok eredéje a molekularis
szabalyozd mechanizmusokra az emlitett
gének expresszidjan keresztiil vizsgalhato,
hossza  tava  kovetéses  vizsgalattal
igazolhatd, vagy vethetd el. Kérdés, hogy
vajon a génexpressziok valtozdsa és a
korkép  kimenetele kozott van  -e
Osszefliggés? Tovabbi kérdés, hogy a
vérmintabol meghatéarozott
onko/szupresszor génexpresszid mértéke
mikorra keriil 6sszhangba a tumoros szovet
eltavolitasa utdni varhatd (feltételezetten
egészséges) génexpresszid mintazattal?
Melyik gén esetében mennyire kifejezett a
génexpresszid vatlozasanak a mértéke,
mekkora a varhato prediktiv értéke?

Anyag és modszer

Vizsgalatainkat a 29 évestdl a 81 éves
¢letkorig terjedd betegcsoporton végeztiik.
A csoport 10 férfit és 10 ndbeteget
tartalmazott. A  patologiai  diagnozis
adenocarcinoma recti vagy adenomatosus
polyp dysplastikus elfajuldsa volt, a
csoport nem ¢és kor szerinti felépitési
mintdzata homogén volt. A szakmai
iranyelveknek megfeleléen a szovettani
eredményektdl fiiggben részesiiltek a
betegek posztoperativ kemoterapiaban,
mely de Gramont séma szerint zajlott (9).

A fehérvérsejtszam ¢és a CA19-9
(ng/ml), CEA (IU/ml) tumormarkerek
vizsgalatdhoz sziikséges vérmintat a miitét
napjan, azt megel6zden vettiik le, majd a
tovabbiakban a mfitét utani elsd héten és a
harmadik, hatodik és a tizenkettedik
honapban. A fehérvérsejteket a
vérmintakbol strtiséggradiens-
centrifugalassal izolaltuk, a
tumormarkereket ELISA  metdédikéaval
mértiik.
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A vizsgalatokat az ezekhez sziikséges
engedélyek birtokaban végeztiik.

A betegek vérmintaibol guanidin-
izotiocianat-fenol-kloroformos moddszerrel
(10) RNS-t izolaltunk. Minden RNS-
mintabol 10 pg-ot Hybond-N+
(Amersham, Little Chalfont, Anglia) nylon
membranra blottoltunk, majd a
membranokat kemilumineszcensen jelolt
(ECL, Amersham) c-myc, Ha-ras, p53 ¢és
B-aktin probakkal (American Type Culture

Collection, USA) hibridizaltunk,
rontgenfilmen eléhivtuk, majd a
rontgenfilmeket  Quantiscan  (Biosoft)
szamitogepes program segitségével

értékeltilk. A génexpresszidt minden
mintanal a [B-aktin szazalékaban fejeztiik
ki.

A dezoxiriboz- degradacids tesztben
vas(II)- ionok ¢és hidrogén- peroxid (H202)
reakcidjaban, az un. Fenton- reakcioban
keletkez6 hidroxilgyokok a 2- dezoxi- D-
ribdéz lancszakadasaval jardé oxidacioja
soran, savas kozegben tiobarbitursav
(TBA)- reaktiv karbonilvegyiiletek
képzddnek, amelyek mennyisége
fényabszorpciés méréssel jol kovethetd.

vegyiiletek (pl. a vér antioxidansai)
jelenlétében kompetitiv reakcio
eredményeként a fényabszorpcidval mért
oxidalt vegyiiletek mennyisége csokken

(11).
Eredmények

Eredményeink alapjan megallapithatjuk,
hogy altalanossagban véve az
onko/szupresszor  gének  expresszidja
folyamatosan és a 12. honapra jelentésen
csokkent (1. 4abra). A c-myc gén
expresszioja az els6 harom honapban
kiemelkedden magasnak  bizonyult,
emellett a pS3 gén csokkenése aranyaiban
parhuzamosan kovette a c-myc gén
expressziojanak csokkenését, melyek a
mitét és a terapia hatasara folyamatosan
csokkend tendenciat kovettek az egész
vizsgédlat idOtartama alatt. A Ha-ras
onkogén expresszidja nem  valtozott
szamottevden az elsé hat honapban. Bcl-2,
Ki-ras onkogének expresszioja a vizsgalat
soran végig alacsony volt. A 12. hénapra a
miutét €s a neoadjuvans terapia jelentdsen
csOkkentette a vérben a c-myc, Ha-ras,
onkogének illetve a p53 tumorszupresszor

Hidroxilgyok  scavenger  tulajdonsagu gén expresszidjat.
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1. abra: Génexpresszios mintdzat a colorectalis carcinomas betegek vérmintdiban
(csoport atlag)
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Figure 1.: Gene expression pattern from blood samples of patients group with colorectal cancer
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A CA19-9 tumormarker atlaga a vizsgalat id6tartama alatt nem ndtt jelentOsen, kivéve a
12. héonapot (2. abra). A CEA tumormarker atlaga folyamatosan csokkent a 12. honapra (3.
abra).
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2. abra: CA 19-9 tumormarker (ng/ml)
(atlag, colorectalis carcindmas betegekbdl)
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Figure 2.: CA 19-9 tumormarker (ng/ml), from blood samples of patients group with colorectal
cancer
(mean)
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3. abra: CEA tumormarker (IU/ml)
(atlag, colorectalis carcinomas betegekbdl
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Figure 3.: CEA tumormarker (IU/ml, from blood samples of patients group with colorectal cancer

(mean)
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A vér antioxidans kapacitdsa miitét hatdsara 1 hét elteltével csokkent, majd ingadozo
értéket mutatott (4. dbra).
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4. abra: Dezoxi-riboz degradacios tesztek abszorpcioijanak atlaga, 0, 10 és 60 perces degraddaciot
kévetden, colorectalis carcinomas betegek vérmintaibol

(csoport atlag)
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Figure 4.: Absorptions of dezoxi- ribose degradation test after 0, 10 and 60 minutes degradation from
blood samples of patients group with colorectal cancer (mean)

56



EGESZSEGTUDOMANY, LIII. EVFOLYAM, 2009. 2. SZAM

Megbeszélés

Vizsgalatunk el6tt a miitét, neoadjuvans
terapia (és az esetleges relapszusok ¢és
metasztazisok) ereddje és a c- myc, Ha-
ras, Bcl- 2, Ki- ras és p53 kulcs
onko/szupresszor gének expresszidja kozti
Osszefiiggés ismeretlen volt (5,6). Az

Onmagaban  alkalmazott  citosztatikus
terapiaval  szemben annak  mitéttel
kombinalt alkalmazasa jelentésen

csokkentette a gének expressziojat a
miutétet kovetden, tehat a sebészi terdpia ¢és
a kemoterapiads kezelés eredményeit is jol
monitorozta (7). A p53 gén
overexpresszidja carcinogén expoziciora,
DNS kérosodasra vagy manifeszt tumorra,
mig csokkenése (eltekintve a mutacid
miatti kiesés lehetdségétol) az allapot
javulasara utal. A c-myc és a p53 gén
expressziojanak folyamatos csokkenése a
colorectalis carcindméban az emlitett
gének kulcsszerepére; mig aranyaiban
egymashoz igazod6 trendvonaluk egyéb
Osszefiiggésekre utal, expresszioik
szabdlyozasan belill, pl. feltételezett
negativ feed back mechanizmussal (12). A
periférids vér fehérvérsejtjeibdl szarmazo
korai molekularis epidemiologiai
biomarker  kulcsgének  expresszidinak
vizsgéalata reprezentativ a colorectalis
carcindma lefolyasat illetden €s a vérminta
a vizsgalathoz konnyen nyerheto (5).

A Ha-ras onkogén szerepe iniciator
folyamatokban jelentds, ennek
megfeleléen expresszidja csokkent a
colorectalis  carcindbma  sebészi  és
neoadjuvans terapia alkalmazasaval elért
javulasaban. Uj daganatok illetve attétek
nem manifesztalédtak a vizsgalat 1 éves
idétartama alatt (6,7). Vizsgalatunkban
alkalmazott neoadjuvans terapia, a Ha-ras
expresszidjat nem emelte, igy
feltételezhetd, hogy a de Gramont séma
nem  okoz Ha-ras génexpresszio
novekedésen keresztiil iniciator jellegli
hatast az estlegesen fellépd masodlagos
leukémidkkal 6sszefiiggésben (6,7).

Ugyanakkor fontos megemliteni, hogy a
kemoterapia indukalta masodlagos
leukémia jellemzéen a kezelést kovetd
masodik  évtél a  tizedik  évig
manifesztalodik (az 5. évben a
leggyakoribb) mely a  vizsgalatunk
id6tartaman kivil esett (13).

A 12. hénapra elért c-myc, Ha-ras és
pS3 gének expresszidinak csokkenése az
egészséges  génexpresszids — mintazatra
jellemzé iranyba mozdult el. Korabbi
vizsgalataink alapjan megallapitast nyert,
hogy a tumoros megbetegedést nem
diagnosztizalt populacioban a fent emlitett
gének expresszidés szintje 1ényegesen
alacsonyabb a tumoros megbetegedésben
(colorectalis  carcinomaban)  szenvedo
betegekéihez képest (4).

Korabbi eredményeinkben
megallapitottuk, hogy a c-myc, és Ha-ras
onkogének expressziojanak
megnovekedése jellemzd az agytumorok
kiilonbozé fajtaira is (14). A c-myc
onkogén expresszidjanak  ndvekedését
periférias vérbodl izolalt fehérvérsejtekbol
is kimutattuk, ahol a minta kissejtes
tiidérakos  megbetegedésben  szenvedd
betegb6l szdrmazott (15). A K-ras
overexpressziojanak ¢€és mutacid utjan
torténd aktivalédasanak szerepe a tumoros
atalakulds sordn az inicidcidban ¢és a
progresszioban ¢s az attét képzésében is
klinikailag bizonyitott (16).

Eredményeink ezt megerdsitik, ugyanis
a vizsgalatok iddtartama alatt egyetlen
betegnél sem jelentkezett attét, ezzel
Osszefliggésbe  hozhatéan a  K-ras
expressziojanak értéke alacsony volt végig.
Az antiapoptotikus Bcel2 gén
overexpresszioja a daganatos  sejtek
immortalizalédasat okozza (17).
Vizsgalatunkban a Bcl2 gén expresszidja
alacsony szinten maradt, jol tiikrozve a
gyogyulasi folyamatot: nem Iépett {0l
recidiva, a betegek egy ¢év mulva
tiinetmentesek voltak.
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A fenti molekularis epidemiologiai
kulcsgének expresszidinak ndvekedése a
periférids vérmintabol szarmazo
fehérvérsejtekben mérve Gsszefliggésbe
hozhat6 a daganatos megbetegedések
fennalasaval; csokkenésiikkel jol jelezték a
tumor mitéti eltavolitasat kovetd valtozast.
Nem kizart, hogy rajtuk keresztiil
lehetséges az attétek képzddésének korai
felismerése. A fenti, gén alapu molekularis
epidemiologiai  biomarkerek hasznosak
lehetnek a szovodmények (pl. metasztazis)
korai felismerésében, illetve a betegség
folyamatanak a monitorozasaban.

A CA19-9 (ng/ml) és a CEA (IU/ml)
tumormarkerek az estleges reziduumok és
recidivak meglétére utal. Mértékik a
tumormassza mennyiségét jelzi bizonyos
értek  folott, tehat (tobbek kozt) a
colorectalis carcinéma ,kovetd jellegii”
biomarkereként tartjdk szdmon. Ezért a
tumormarkerek atlagainak
nyomonkovetése a vizsgalat iddtartama
alatt nem korreldlt a génexpressziok
csokkenésével mért eredményekkel, mivel
a molekularis epidemioldgiai kulcsgének
expresszioinak  vizsgalata a  korai
karcinogén/szuppressziv bioldgiai hatdsok
ereddjeként ,prediktiv jellegti”
biomarkerei a karcinoméknak (8, 18).

A dezoxiribdz- degradéacios  teszt
alapjan a vér antioxiddnsainak szintje
valtozékonynak  bizonyult, mert a
szervezetet ért oxidativ stressz és a
vizoldékony antioxidans bevitel mérlege
adja a vérbdl mérhetd antioxidans
kapacitast. Ezért jelen vizsgalatunkban a
vér scavenger hatdsu viz oldékony
molekuldinak antioxidans kapacitasa nem
mutatott  Osszefiiggést a tobbi mért
biomarkerrel. Eredményeink alapjan ugy
tiinik a vér scavenger hatasu viz oldékony
molekuldinak antioxidans kapacitdsanak
vizsgéalata nem alkalmas a colorectalis
carcinoma folyamatainak
nyomonkovetésére, elorejelzésére.
Mindazonaltal a mitétet kdvetd héten az
abszorpcio szintje nétt, ami az antioxidans
kapacitds csokkenésére utal, a miitéti
stresszt hiien tiikrézve.
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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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