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MKOT–Roche 2008 kutatási pályázat nyertese

Az angiogenezis gátlása az előrehaladott szolid daganatok terápiája során gyakran alkalmazott kezelés. Mivel a vastag-
bél daganataiban leggyakrabban előforduló onkogén mutáció, a KRAS mutációja hatással van a daganatsejtek által ter-
melt angiogén faktorokra, így tanulmányunkban megvizsgáltuk, hogyan befolyásolja a KRAS-mutációs státusz az Avastin-
kezelés hatékonyságát. 2008 óta közel 600 kolorektális daganat KRAS-mutációs státuszát határoztuk meg restrikciós 
fragmensek kapilláriselektroforézisével, melynek érzékenysége legalább 2,5%. A mutáns mintákban a pontos báziscserét 
direkt szekvenálással azonosítottuk. A KRAS gén 12. kodonjának mutációs gyakorisága 31% volt, míg a 13. kodoné 6%, azaz 
összesen a daganatok 37 százaléka volt mutáns. Harmincöt májáttétes vastagbélrákos beteg esetében vizsgáltuk, hogy a 
daganatok genotípusa (KRAS-mutációja) befolyásolja-e a daganat anti-VEGF antitest-terápiára adott válaszát illetve a be-
tegek túlélését. Log-rank analízis segítségével megállapítható volt, hogy a 16 KRAS vad és 19 mutáns daganatban szenvedő 
beteg anti-angiogén kezelése utáni progressziómentes túlélése hasonló (8,7±5,7 és 9,2±5,5 hónap). E vizsgálat alapján a 
KRAS-mutáció jelenléte a daganatos sejtekben nem befolyásolta érdemben az anti-angiogén terápia hatékonyságát. Magyar 
Onkológia 55:99–104, 2011
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Anti-angiogenic therapy became a standard care of advanced colorectal cancer. Since the most frequent genetic alteration 
of colorectal cancer is KRAS mutation we have analyzed its effect on the efficacy of Avastin treatment. Since 2008 we have 
determined the KRAS status of 575 patients with colorectal carcinoma using a sensitive screening method and sequencing. 
In our database the frequency of KRAS mutation in colorectal cancer is 37% (codon 12: 31% followed by codon 13: 6%). We 
have examined the effect of KRAS status on the efficacy of Avastin treatment in 35 patients. Progression-free survival of 
KRAS mutant patients was highly similar to that of wild-type patients using log-rank test (9.2±5.5 months versus 8.7±5.7 
months, respectively). Our data support those observations that KRAS status of colorectal cancer does not interfere with 
the efficacy of Avastin treatment. 
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BEVEZETÉS 

A daganatos betegek terápiája során egyre nagyobb teret 
nyernek a célzott molekuláris kezelések. A szolid tumorok 
progressziójának kulcsfontosságú lépése a daganatok vér-
ellátásának kialakítása. Az egyik meghatározó folyamat 
az érújdonképződés vagy neoangiogenezis, melynek egyik 
alapvető molekuláris mozgatóeleme a VEGF (vaszkuláris 
endoteliális növekedési faktor) – VEGF-receptor jelátvitel 
működése. A  VEGF a legfontosabb érképződési faktor, ez 
mutatja a legszorosabb összefüggést a tumorprogresszióval 
és az áttétképződéssel (4). Erősen mitogén hatással van a 
vaszkuláris endotéliumra, fokozza az endotélsejtek migráci-
óját, ezen kívül elengedhetetlen tényező az újonnan képző-
dött endotélsejtek fennmaradásához is. A VEGF-expresszió 
fokozott a legtöbb daganattípusban, emellett szoros korre-
lációt mutat a beteg prognózisával (8).

Napjainkban lehetőség van a daganatban zajló neoangio
genezis gátlására. A  legelterjedtebb gátlószer, az Avastin, 
azaz bevacizumab egy humanizált, rekombináns technoló-
giával előállított monoklonális ellenanyag, amely a szabad 
VEGF-molekulákat megkötve megakadályozza azok recep-
torhoz kötődését és így a receptor aktivációját. A  VEGF-
jelátvitel hiányában egyes erek visszafejlődhetnek, másrészt 
az új vérerek képződése leáll. Ennek következtében a daga-
nat növekedése lelassul. Ugyanakkor a daganat érhálóza-
tának a szerkezete is normalizálódik, aminek hatására az 
egyidejűleg adott kemoterápiás szerek tumorba jutása fo-
kozódik, ezáltal terápiás szinergizmus érhető el (2). Ennek 
megfelelően az Avastint kemoterápiás szerekkel kombiná-
cióban alkalmazzák a vastagbél, a tüdő, az emlő és a vese 
előrehaladott daganataiban. Mindazonáltal fontos megem-
líteni, hogy a VEGF-gátlószerek alkalmazásának a tumor 
növekedésére gyakorolt hatása ellentmondásos (9).

A célzott terápiák hatása azonban nagymértékben függ a 
betegség hátterében álló molekuláris elváltozásoktól. Éppen 
ezért az egyik legfontosabb kérdés, hogy a mutációk meg-
határozásával, vagy esetleg más biomarkerek segítségével 
meghatározzuk, mely betegek érzékenyek vagy éppen re-
zisztensek egy adott kezeléssel szemben. A vastagbél rossz-
indulatú daganataiban a KRAS gén mutációja a leggyako-
ribb onkogén elváltozás. Európai vizsgálatokban 30–40% 
közé teszik az arányát, mely földrajzilag is változhat, és a 
metodika is jelentősen befolyásolja. A KRAS-mutáció jelen-
léte negatív prognosztikus faktor illetve negatív prediktív 
faktor az anti-EGFR terápia során (10). Hagyományos ke-
moterápiás kezelésekre vonatkozóan viszont neutrális té-
nyezőnek bizonyult.

Ugyanakkor a KRAS onkogén aktivációja hatással van a 
daganatos sejtek által termelt angiogén faktorok (pl. VEGF) 
mennyiségére és a daganatok érsűrűségére (7, 11). Éppen 

ezért elképzelhető, hogy az Avastin-kezelés hatása eltérhet a 
mutáns vagy vad típusú KRAS allélt hordozó betegek eseté-
ben. Tanulmányunkban ezért összehasonlítottuk e két be-
tegcsoportban az Avastin-kezelés hatását a túlélésre.  

ANYAG ÉS MÓDSZER

A KRAS-mutáció meghatározása
Intézetünkben a KRAS-mutáció meghatározására restrik-
ciós fragmensek kapilláriselektroforézisét és direkt szekve
nálást alkalmazunk. A mutációs státusz meghatározásának 
fontosabb lépéseit az 1. ábrán szemléltetjük. Ehhez első lé-
pésben patológus által kijelölt, ismert tumorsejtarányú te-
rület metszése történik mikrotommal, paraffinba ágyazott 
szövetből. A daganatos területet makrodisszekcióval dúsít-
juk. Ezután a metszetekből DNS-t izolálunk, majd a 12-es 
és 13-as kodon vizsgálatához szükséges DNS-szakaszo-
kat PCR-rel amplifikáljuk. A  PCR reakció AmpliTaqGold 
PCR Master Mix (Applied Biosystems, Branchburg, NJ) és 
olyan primerek alkalmazásával történt, melyek új restrik-
ciós enzim hasítóhelyet eredményeznek a vad típusú allél 
amplifikációja során. A  primerek bázissorrendje a 12-es 
kodon vizsgálatánál a következő: forward 5-GAA TAT 
AAA CTT GTG GTA GTT GGA CCT-3 és reverse 5-GGT 
CCT GCA CCA GTA ATA TG-3. A PCR lépései: 95°C 10 

1. ábra. KRAS-mutáció meghatározása restrikciós fragmens 
mikrokapilláris-elektroforézissel és direkt szekvenálással. A) 
Szövettani metszeten kijelölésre került, ismert tumorsejtarányú 
daganatrészlet makrodisszekciója után történik a DNS izolálá-
sa. B) A 12-es kodon vizsgálatánál a PCR során 144 bp hosszú-
ságú DNS-szakaszt kapunk, amit a restrikciós enzim egy 26 és 
egy 118 bp-os termékre hasít vad típusú allélszekvencia ese-
tén, mutáns allélnél viszont nem. C) A vad típusú és mutáns 
allél arányának kvantitatív meghatározását mikrokapilláris-
elektroforézissel végezzük. D) A  mutáns mintákban a bázis-
csere pontos meghatározása direkt szekvenálással történik.
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Avastin 25 mg/ml koncentrátum oldatos infúzióhoz-Rövidített alkalmazási elôírás
Hatóanyag: bevacizumab. Terápiás javallatok: Az Avastin (bevacizumab) metasztatikus vastagbél- vagy végbélkarcinómás betegek kezelésére javasolt, 

Finanszírozott terápiás javallatok: 
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Kérjük tanulmányozza a részletes alkalmazási elôírást (2011.03.24.) a gyógy-
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percen keresztül, majd 38 cikluson (95°C 1 percig, 55°C 1 
percig, 72°C 2 percig) és végül 72°C 4 percen át. A kapott 
termékeket ezután BstnI (New England Biolabs, Beverly 
MA) enzimmel emésztjük 60°C-on 4 órán keresztül.  A 13-
as kodon vizsgálatánál a primerek bázissorendje: forward 
5-TAT AAA CTT GTG GTA GTT GGC CCT GGT-3 és 
reverse 5-GGT CCT GCA CCA GTA ATA TG-3. A  PCR 
lépései: 95°C 10 percen keresztül, majd 38 cikluson (95°C 1 
percig, 59°C 1 percig, 72°C 2 percig) és végül 72°C 4 percen 
át. A kapott termékeket ezután BglI (New England Biolabs) 
enzimmel emésztjük 37°C-on 4 órán keresztül.  A restrikci-
ós enzim csak a vad típusú allélszekvenciát hasítja, a mutánst 
nem, ezáltal a mutációt tartalmazó termékek az emésztés 
után teljes hosszúságúak maradnak. A DNS-fragmenseket 
agaróz-gélelektroforézis alkalmazásával etídium-bromidos 
festéssel tettük láthatóvá. A  mutáns allélt is tartalma-
zó mintákban a mutáns-vad arányt Experion Automated 
Electrophoresis System (Bio-Rad Laboratories, Hercules, 
CA) mikrokapilláris elektroforézis rendszer segítségével 
kvantifikáljuk. A szekvenciaanalízishez az agarózgélből izo-
lált mutáns restrikciós fragmenseket használjuk fel. A mu-
táció pontos meghatározását direkt szekvenálással végezzük 
egy Applied Biosystems 3130 Genetic analyzer (Applied 
Biosystems, Foster City, CA) segítségével.

Beteganyag
A betegpopuláció, amelynél a KRAS-mutációs státusz ha-
tását vizsgáltuk az Avastin-terápia hatékonyságára, 35 
májáttétes vastagbélrákos betegből állt, akiknél 2000 és 
2008 között állították fel a diagnózist. Közülük 19 KRAS-
mutáns és 16 vad típusú daganatos beteg volt. Mindannyi-
an AVASTIN-FOLFIRI kombinált kezelést kaptak a terápia 
különböző szakaszaiban. Legtöbben az 1. ill. 2. vonalban, 
néhány beteg a 3., 4., illetve 1 páciens az 5. vonalban, ahogy 
azt az 1. táblázat mutatja. A mutáns és vad típusú daganatok 
nagyjából azonos számban szerepeltek a különböző terápiás 
vonalak esetében.

EREDMÉNYEK

A KRAS gén 12. és 13. kodonjának mutációját PCR-alapú 
restrikciósfragmens-elemzéssel vizsgáltuk, amely igen 
érzékeny módszer és minden, a vad típustól eltérő bázis-
sorrendet érzékel. Az általunk alkalmazott restrikciós 
fragmensek mikrokapilláris-analízisén alapuló módszer 
érzékenységét mutáns és vad típusú KRAS-t tartalmazó 
DNS-minták meghatározott arányú keverékével vizsgál-
tuk (2. ábra). 

Ezen eredmények alapján a módszerrel már 2,5% mu-
táns DNS jelenlétét is biztonságosan érzékelhetjük. Inté-
zetünkben 2009–2010-ben 575 kolorektális daganatban 
végeztük el a KRAS-mutáció meghatározását. Ebből 178 
12. kodon és 36 13. kodon mutációt találtunk, így a mutá-
ciós gyakoriság 37 százalék volt (3. ábra). A 12. kodonban 

Avastin-kezelés	 Összes	 KRAS vad	 KRAS mutáns

1. vonal	 15	 6	 9

2. vonal	 11	 6	 5

3. vonal	 5	 3	 2

4. vonal	 3	 1	 2

5. vonal	 1	 0	 1

1. táblázat. Az Avastin-kezelés időpontja a terápia során a 
KRAS-mutáns illetve vad típusú daganatok esetében. A kezelési 
időpontok eloszlása a két csoportban nagyjából megegyezik

2. ábra. A kapilláriselektroforézis módszer érzékenysége. Is-
mert KRAS-mutációt hordozó és vad típusú humán daganatos 
sejtvonalakból izolált DNS meghatározott arányú keverékével 
mértük meg, hogy melyik az a minimális mutáns-vad arány, 
amelyben az Experion kapilláriselektroforézis rendszer segít-
ségével a mutáns allél még detektálható. Eredményeink alap-
ján a 2,5% mutáns allélt tartalmazó mintában is azonosítható 
a mutáció.
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3. ábra. A KRAS-mutáció gyakorisága a vastagbél rosszindula-
tú daganataiban. A 2009. és 2010. évben elvégzett 575 vizsgá-
lat alapján a KRAS-mutációs gyakoriság 37 százalék volt.
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a GGT/GTT (39%) és a GGT/GAT (30%) mutációk a leg-
gyakoribbak. Ezeken kívül még GCT-t, TGT-t,  CGT és 
AGT báziscserét találtunk (4. ábra). A 13. kodon mutációi 
esetében mindig GAC báziscsere történt. 

A harmincöt vastagbélrák között 16 KRAS vad és 19 
mutáns volt. A progressziómentes túlélés 8,7 hónap lett a 
vad típusú eseteknél illetve 9,2 hónap a KRAS-mutáns ese-
teknél. A  betegek progressziómentes túlélési görbéit log-
rank analízissel hasonlítottuk össze. Nem találtunk szig-
nifikáns különbséget a két betegpopuláció között (p=0,88) 
(5. ábra).

MEGBESZÉLÉS

Mivel a KRAS-mutáció a vastagbél rosszindulatú daganatai
ban komoly prognosztikus értékkel bír, valamint az anti-
EGFR célzott terápia esetében egyértelműen negatív 
prediktív faktor, eme mutáció rutin vizsgálata indokolt. Az 
Intézetünkben megvizsgált közel hatszáz daganat alapján 
a mutáció előfordulási gyakorisága (37%) nagyjából meg-
egyezik más európai országok adataival (1, 3). További kli-
nikai paraméterek felhasználásával a KRAS-mutáció hazai 
betegpopulációra vonatkozó prognosztikus jelentőségének 
vizsgálata is lehetővé válna.

Az érképződés gátlásának terápiás jelentősége egyre nö-
vekszik a daganatok terápiája során, így fontos a megfelelő 
prediktív markerek kidolgozása. Mivel a KRAS-mutáció 
befolyásolja a daganatos sejtek által termelt angiogén fak-
torokat (7, 11), felvetődik a kérdés, mi e mutáció szerepe 
az érképződés gátlására adott terápiás válaszban. A vizs-
gálatunk eredménye alapján a KRAS-mutációs státusz 
nem befolyásolta a progressziómentes túlélést az Avastin-
kezelésben is részesülő betegek körében. Az eredménye-
ink egybehangzóak két korábbi vizsgálat eredményével, 
amelyekben az Avastin-kezelés KRAS-mutáns betegek 
esetében is javította a teljes- és a progressziómentes túl-
élést (5, 6). 

Ugyanakkor fontos felhívni a figyelmet arra a tény-
re, hogy amennyiben a KRAS-mutáns státusz rosszabb 
prognózist eredményez, akkor az Avastin-terápia esetük-
ben nagyobb mértékben javította a túlélést. Éppen ezért 
tervezzük a vizsgálatainkat kibővíteni az újabban diag-
nosztizált esetekkel, így nagyobb betegpopuláción, az 
Avastin-kezelés különböző terápiás vonalakban történő 
alkalmazásának figyelembevételével, hosszabb nyomon 
követéssel és a teljes túlélés vizsgálatával pontosabban 
meghatározható a kapcsolat a KRAS-státusz és az anti-
angiogén terápia hatékonysága között.  
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