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Molecular epidemiologic biomarkers; a new concept in preventive
and predictive medicine, chemoprevention of cancers

A change of paradigm occurred in the field of cancer research due to the
rapid development of molecular biology and genetics. The application of
molecular methodologies can be efficient in primary prevention of can-
cers. Before the morphological appearance of cancer certain biological-
genetic alteration can be detected, which can be recognized as early bio-
markers and can be used for the identification of high-risk of cancer. We
demonstrate a model which measures early biomarkers on the level of
genes. The ,,short-term” test system indicates the early and potential bio-
logical effects of dangerous cancer inducing factors, on the other hand it
provides the opportunity for quantitative risk value. It is able to measure
the efficiency of applied chemoprofilaxis on the level of genes, so it is fit
for testing the efficiency of the intervention and for the qualification of
gene-level chemopreventive substances.
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A daganatkutatasban az elmult évtizedekben a forradalmian
yj felfedezések nyoman paradigmaviltas kovetkezett be. Ezek
alapja az onko- és szupresszorgén kaszkad felfedezése, a sejtek
kozotti kommunikdcié és informéciddramlds, az apoptozis
megismerése volt, hogy csak néhanyat emeljiink ki a legfon-
tosabbakbol. Ezek a molekuldris genetika és bioldgia robba-
nasszert fejlédésének hozadékai voltak [18]. Mindezek elle-
nére mind a mai napig nem sikeriilt olyan daganatspecifikus
molekularis elvéltozasokat, jelet, illetve jeleket felfedezni, ame-
lyek kizarolag a daganatos betegségekre lennének jellemzéek.
Nagyon sok olyan molekularis genetikai-bioldgiai elvaltozas
keriilt azonban felfedezésre és leirasra, amelyek arra utalnak,
hogy a daganatos betegségek alapvetéen olyan ,genetikai
betegségek’, melyeket nagyrészt kornyezeti tényez6k indukal-
nak [8, 16]. Ez elsésorban az 9sszes daganat tobb mint 90%-4t
kitevé sporadikus daganatokra igaz. Ezekben a daganatokban
kozel 90 %-os a kdrnyezet induktiv szerepe és 80%-ban kémiai
karcinogének oki szerepe mutathato ki [1].

Ma mir tudjuk, hogy az onko- illetve szupresszor gének
- elsésorban kornyezeti-kémiai tényezdk hatasara torténd —
megviéltozasa daganatok kialakuldsahoz vezethet, azonban
ehhez bonyolult tébbkomponenst rendszerek, molekulak
kaszkddszer(i aktivaloddsa sziikséges, gyakran individu-
alisan varidlodva [13]. A daganatok keletkezéséhez vezets
torténéseket igy csak dltalanossdgban ismerjiik [17].

Az onko- és szupresszorgének onmagukban igazi attorést
a korai diagnosztikdban nem hoztak, mar csak azért sem,
mert ezeknek a géneknek amplifikacidja, expresszidja vagy
mas elvaltozasa leggyakrabban csak a fenotipusos meg-
jelenést kovetGen, rutin patoldgia vizsgalat kapcsan kertil
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észlelésre, amikor mar gyakran szétterjedt, irreverzibilis
daganattal taldlkozunk [2]. Hatékonyak lehetnek viszont a
tercier prevencioban, a daganatok relapszusanak felisme-
résében, esetleges remisszidjanak kovetésében, az egyénre
szabott terapia finomitasaban, valamint a molekuldris és
prediktiv klinikai epidemiolédgia teriiletén valé alkalma-
zasban [19]. Szdmos biztatd jel ellenére kevésbé hatékony
a tercier prevencié masik tertiletén, a metasztazisok korai
felismerésében. Oroklddd daganatok esetén természetesen
mas a helyzet, hiszen ott ezen gének expresszidja mate-
matikailag is értelmezhet6 a laboratériumi leletek alapjan
(példdul a BRCA1 gén és az emlérék kapcsolata, hogy csak
az egyik legismertebbet emlitsiik). A nem kielégitd terapias,
illetve prevencids valaszok miatt azonban ma ezen mddsze-
rek alkalmazasanak bioetikai korlatai is vannak (1. abra).

A megel6zés szempontjabol idedlis az volna, ha a mole-
kularis szint{ elvaltozasokat a daganat keletkezésének korai,
premorbid fazisaiban lehetne diagnosztikdra alkalmazni. A
molekuldris médszertan alkalmazasa tehat - féleg az onko-
és szupresszorgénekre vonatkozoan - a daganatok szekun-
der prevencidja mellett, illetve helyett igazan a primer pre-
vencioban lenne hatékony. A 2.abran a prevencié kiilonb6z6
szintjeinek értelmezése szerepel a daganatkeletkezés korai
stadiumainak megfeleléen, valamint az ezen stadiumokban
talalhaté molekuldris bioldgiai elvaltozasok titkrében [15].

A morfoldgiai-klinikai megjelenés elétt vannak olyan
génelvaltozasok, melyek kritikus értékelése informativ
lehet. Ezek a paciens vagy a kiilonb6z6 csoportok aktualis
veszélyeztetettségi allapotarol, daganatrizikéjarol adhatnak
felvilagositast, joval a daganat megjelenése elétt. Tovabb
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1. abra. A daganatok kialakuldsanak szekvencidlis-prediktiv modellje

szélesitheti a biomarkerek korét az egyéni érzékenység
markereinek vizsgalata, mint pl. a killonb6z6 karcinogéne-
ket metabolizalé enzimek polimorfizmusai [15].

Mindezek egyiittes értelmezése — figyelembe véve az indi-
vidualis ingadozasokat is — nagyszamu vizsgélat alapjan alkal-
mas arra, hogy a gyakorlatban is alkalmazzuk az egyén vagy a
veszélyeztetett csoportok azonositasdra. Ezt kovetGen a megfe-
lel6 prevencié alkalmazasaval a daganatos morbiditds és igy a
mortalitas csokkenthetd. A biomarkerek alkalmazasa egyben a
prevencié hatékonysaganak kontrolljat is jelentik.
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prediktiv epidemiologia

molekularis patologia és diagnosztika

Kemoprofilaxis

Azokat a szintetikus vagy természetes - tobbnyire novényi
vagy ritkabban allati eredetli — anyagokat, melyek hatdsu-
kat a daganatok morfologiai detektalhatdsaga el6tt fejtik ki
kémiai, fizikai, esetleg bioldgiai tulajdonsagaiknal fogva,
Osszefoglald néven kemopreventivumoknak nevezziik;
alkalmazasukat pedig kemoprofilaxisnak (a himl§ és mds
fert6z6 betegségek sikeres megelézésének analdgidjara).
Hatdsmechanizmusuk sokféle: a kémiai kotés gatlasatol a
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2. abra. A prevencids szintek valtozasa a molekularis bioldgia alkalmazasdval

biotranszformacié moduldldsan 4t, a szomatikus mutacid,
a repair rendszerek megvaltoztatasaig tobb lépésre gitlolag
hathatnak (anti-inicidtorok, antioxiddnsok, antipromoterek
stb.). Hatasuk megitélésére és mérésére altalaban hosszu
idejli és draga ,long term allatkisérleteket” vagy human
epidemioldgiai vizsgalatokat alkalmaznak [12].

Tesztrendszer

Az aldbbiakban egy olyan éllatmodellt mutatunk be, amely
eleget tesz a biomarkerek kritériumainak, a kémiai karcino-
gén expozici6 és a korai bioldgiai hatds kimutatasa mellett
kielégiti az 1.tablazatban részletezett feltételeket is [2].
Allatmodelliink korai biomarkereket mér, de egyben
kemopreventivumok tesztelésére is alkalmas. Tesztrendszeriink

kiterjesztve a metasztazisokra is

klasszikus sziirés, miitét és terapia
Uj tipust kemoterapia: differencialodas

»short term” tesztrendszer, amelyben RNS szintli gén-
expresszidkat mériink. Allatmodelljeinkben sikeriilt bizonyi-
tani a korai, karcinogén hatdsra létrejévé genetikai valtozasok
(génamplifikacid, génexpresszio és mutacio) és a késébb kiala-
kul6 tumorok kozotti sszefiiggéseket [2]. Lényege egy olyan
érzékeny egértorzs alkalmazasa (3.abra), amelyik kiilonosen szen-
zitiv kémiai karcinogén anyagokra (CbA/Ca/H-2K), s azokra
egyes kulcs onko- (Ha-ras és c-myc), illetve szupresszorgének
(p53) overexpressziojaval valaszol. A valasz mér igen kordn, az
expoziciot kovetden 24-72 6éran beliil jelentkezik.

Igy elérejelzi azt a karcinogén hatast, amely csak
slong term” kisérletben jelentkezne [5, 6, 7, 9, 11, 21, 22].
Ugyanakkor az alkalmazott kemoprofilaxis hatékonysagat
is képes génszinten mérni. Alkalmas a kemopreventivumok
potencidlis, génszintli mindsitésére is, kiillonds tekintettel
a kemopreventiv anyagok hatdsdra és a daganat-kialakulas
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3. abra. A short term” tesztrendszer bemutatasa

rizikéjanak csokkentésére [14, 20].

A kemopreventivumot a karcinogén dimetil-benzantracén
(DMBA) expoziciot 24 éraval megel6zéen vagy az expozicio-
val egytitt vagy az expoziciot kovetden 24 6ra mulva adagoljuk.
A masodik karcinogén expozicié utan 24, 48 és 72 draval az
allatokbdl eltavolitjuk a timuszt, a lépet, a nyirokcsomokat, a
csontveldt, a majat, a vesét, a tiid6t, majd ezekbdl, valamint a
periférias fehérvérsejtekbSl RNS-t nyertink. Hirom kulcsgén:
a H-ras, a c-myc és a p53 gén expresszidjat vizsgaljuk [8]. A
H-ras a kémiai karcinogenezisben kulcsszerepet jatszik a szig-
naltranszferben, a p53 az apoptozisban és a sejt DNS-ét érint6
karosodasok utdni helyredllisban, tovabba szuppresszorgén
szerepe is van, valamint a sejtciklusban is fontos, a c-myc
pedig a proliferaciohoz és immortalizaciohoz elengedhetetlen.
Ezekkel a génekkel hdrom kiilonboz6 ponton tudjuk monito-
rozni a karcinogenezis korai torténéseit. Mind a harom gén
szintjén sikertilt vizsgalni azokat a korai valtozasokat, amelyek
az expozicidt és a biologiai hatdst jelzik [3].

Kisérleteinkben potencidlis kemopreventiv anyagokkal
valo egyidejti, el6- illetve utdkezelés hatdsat vizsgaltuk.
Megallapitottuk, hogy az egyidejt, illetve a karcinogén
anyaggal tortént kezelés eldtti adagolds, azaz a definitiv
kemoprevencid esetében szignifikins csokkenés mérhetd
a DMBA-val indukalt, pozitiv kontrollként alkalmazott
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onkogén overexpressziok mértékében.

Alkalmazasi lehetdség

A tesztrendszerben vizsgdlhatjuk egyrészt, hogy a kemo-
preventivumoknak génszinten van-e hatdsuk, mdsrészt
megtudhatjuk, hogy melyik fazisban avatkoznak be, s egy-
ben a karcinogenezis is monitorozhato.

A tesztrendszer (markerrendszer) alkalmas a kiillonb6zd
gyanusitott kémiai karcinogén anyagok vizsgélatira akar
mindsitd tesztrendszerként is (primer prevencio), de az
expozicié és annak kévetkezményeként létrejott korai bio-
légiai hatdsok monitorozdsara is [4].

Harmadrészt alkalmas predikciora, hiszen az érintett
gének sorsat is el6re jelezheti, részben az expresszio, részben
azamplifikaci6 vizsgalataval, Kaplan-Meier-féle tulélési gor-
bék analizalaséval. Lehet6séget adhat a kemoterapia egyéni
tervezésére, a protokollok és a génszintli kemoprevencié
hatékonysaganak lemérésére, a betegség stadiumainak, eset-
leg a metasztazisok kovetésére. Hangstlyozando, hogy egyik
legnagyobb jelent6sége az allatkisérletes modellrendszernek
nem a kemoterapeutikumok, hanem a kemopreventivumok
tesztelése. Kemoterapeutikumok tesztelésére nem is val-
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1. tablazat. RNS-onko/szupresszor génexpresszié (H-ras, p53, c-myc) vizsgdlat mint a kémiai karcinogenezis korai biomarkerei
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lalkozhat a rendszer, hiszen messze a daganat fenotipusos
megjelenése el6tti stadiumokat vizsgalja. A tesztrendszer
elére jelezheti a ,long-tern’, illetve a mdas rendszerben
definitive bizonyitott kemopreventiv hatdst.

Kutatasi elképzeléseink eredendden szekunder preven-
cios célzattal, a korai diagnosztikabol indultak ki, és a sztirés
iranydban gondolkodtunk. Az allatkisérletek kidolgozasa-
nal azonban ra kellett j6nniink arra, hogy a mai moleku-
laris-bioldgiai adottsagok mellett, miutdn nem ismeriink
daganatspecifikus génelvaltozasokat, a veszélyeztetett és

exponalt egyének ,behatdrolasdra” kell torekedni, korai
bioldgiai markerek alkalmazaséval; kvantifikalni a riziko-
becslést és megadni annak molekuldris-prediktiv jellegét,
ami a primer prevenci6 teriiletén is alkalmazhato. Ezzel a
szekunder prevencio iranyabol a primer prevencid iranyéba
tértiink at, felismerve az etikai és technikai korlatokat, egy-
ben az elsék kozott alkalmazva az 1j molekuldris epidemi-
oldgiai megkozelitést (génszinten) a primer prevencioban.
Tény az is, hogy a kurativ medicina nem adott megfeleld
valaszt a molekularis mddszertan fejlédésére a gyogyszerek
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fejlesztése, illetve a terdpids beavatkozdsok hatékonysiga
terén, azaz nem érte el azt a fejlettséget, amelyet a molekula-
ris diagnosztika és epidemioldgia megtett (korai kiemelés);
ez utdbbi éppen a daganatok esetében és éppen a fentiek
miatt meg is torpant.

Emiatt a korai stddiumbdl kiemelt daganatos vagy daga-
natmegel6z6 stddiumra gyakran nincs adekvat terdpids
valasz ,,csak” prevencids és az is gyakran ,,csak” populacids
szinten (egyéni szinten jelenleg ez nem eléggé hatékony),
emiatt a genetikai alapu (szomatikus) diagnosztikdnak (és
szlirésnek) etikai korldtai vannak.

Nagyszamu statisztikai vizsgalat sziikséges pontosan az
onko- és szupresszorgének individudlis variabilitdsa miatt
ahhoz, hogy ez populdciés szinten alkalmazhatd legyen.
Ugyanakkor nem felejtjiik el, hogy az egyéni szinti gén-
(allél) polimorfizmusok (enzimpolimorfizmusok) alkalma-
zdsaval a rizikdbecslés egyre jobban egyénre szabhato.

A prevenci6, a kemoprevenci6 filozoéfidjaval egybecsengd
tesztrendszer elsdsorban abban a ,,néma’, korai periédusban
szolgaltat jelet a kémiai karcinogenezis torténéseire nézve,
amikor még morfologiai, biokémiai (fenotipusos) jelek
nincsenek, tehat ilyen szinten a kemopreventivumokat sem
tudnank tesztelni.

A korai karcinogenezis stddiumainak genotipus szintd
vizsgalata lehetéséget adhat a kemoprevencios fejlesztések-
hez, igy az intervencids és prevencios stratégidk kialakitdsa-
hoz, a nagy, kozel 30-35%-o0s hatékonységu primer preven-
ci6 alkalmazasdhoz, amely - ismerve a jelenlegi prevencios
és gyogyszerfejlesztési, operacios és radiologiai technikdkat
- beldthatatlan tavlatokkal kecsegtet, hisz nemcsak a morta-
litas, hanem a morbiditds cs6kkentésében is jelentds szerepe
van; a primer prevencionak pontosan ez a lényege.

Osszefoglalva:a fentiallatmodell kidolgozaséaval egy olyan
rendszer keriilt keziinkbe, amely egyrészt jelezheti a veszé-
lyeztetettséget, ugyanakkor tesztrendszerként is szolgalhat,
elsésorban preventiv jellegi szerek kiprobalasdhoz, mint
molekuldris epidemioldgiai és prediktiv biomarkerrendszer.
A tovébblépést a humadn kiterjesztés jelenti.

Alkalmas egyrészt jelezni az expozicidt és a korai biolo-
giai hatdst a vizsgalt kémiai, fizikai, bioldgiai karcinogének
hatdsara, masrészt kvantitativ kockdzatbecslésre ad lehetd-
séget human populacidban is a daganatkeletkezésre nézve.
Miutan ezt szamos kemopreventivummal, illetve potencialis
kemopreventivummal is vizsgaltuk, megallapitottuk, hogy
egybevetve mas kemopreventivumokra vonatkozé adatok-
kal a rendszer alkalmas a potencidlis kemopreventivumok
hatdsainak elézetes tesztelésére, eltéré hatdsmechanizmus
esetén is [14, 20].
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