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Roviditésjegyzék

AhR: aromatic hidrocarbon receptor

ARNT: AhR nuclear translocator

AUC: area under the concentration-time curve
BHQ: black hole quencher

CAR: constitutive androstan receptor

COX2: ciklooxigenaz 2

CYP: citokrom P450

DEPC: dietil pirokarbonat

dNTP: dezoxiribonukleozid-trifoszfat

EDTA: etilén-diamin-tetraecetsav

GAPDH: glicerinaldehid 3-foszfit dehidrogendz
GR: glukokortikoid receptor

GRE: glukokortikoid responsive element

HPLC: high performance liquide chromatography
HPLC-MS: HPLC -mass spectrometry

HRM: high resolution melting curve

NADH: a-nikotinamid-adenin-dinukleotid
NADPH: a-nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat
PBS: phosphate buffered saline

RT-PCR: Real-time polimerase chain reaction
PXR: pregnane X receptor

PXRE: PXR responsive element

QD: quartile deviation

RFU: relative fluorescence unit

RXR: retinoid X receptor

SD: standard deviation

SNP: single nucleotide polimorphism

TATA box: cis szabdlyozé szakasz a prométer régidban, a TATA a nukleotidokat jelenti
TRIS: 2-amino-2-hydroxymethyl-propane-1,3-diol
VDR: D-vitamin receptor

XRE: xenobiotic responsive element



1. Bevezetés

A gyogyszeres terdpia sordn jelentkezd nem-kivant mellékhatdsok egy része a
gyogyszer-metabolizmus eltéréseibdl, vagy megvaltozdsabdl fakad. A méaj gydgyszer-
metabolizdlé képességét elsésorban a citokrom P450 (CYP) enzimek mennyisége és
aktivitdsa hatarozza meg, amely nagyban befolyasolhatja egy adott gy6gyszer hatékonysagat
és esetleges toxicitdsit. A sejtekben levd CYP enzimszint genetikailag meghatarozott, amit
kiils6 (gyogyszerek, peszticidek, élelmiszer adalékok, dohanyzds, alkoholfogyasztas) és belsd
tényezdk (kor, nem, betegségek, hormondlis dllapot) médosithatnak.

A dolgozatban bemutatdsra keriil egy tobblépcsOs diagnosztika eljards, amelyet
kiilonbozé betegségekben (kardiovaszkularis betegségek, neuroldgiai és pszichidtriai
problémdk, szervdtiiltetésen dtesett egyének, daganatos betegek) szenvedd emberek
gyogyszer-metabolizalé kapacitisdnak meghatdrozdsiara dolgoztunk ki. A diagnosztikai
rendszer a gyogyszer-metabolizmusban résztvevd CYP enzimek (CYP1A2, CYP2B6,
CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 és CYP3A4) aktivitisdnak és expresszidjanak meghatarozasan
(CYP-fenotipizalas), valamint a DNS analizissel megallapithaté génhibak kimutatasan (CYP-
genotipizalds) alapul. A gyoégyszer-lebonté képességrol bizonyos mértékig tajékoztatast
kaphatunk a fehérvérsejtek DNS analizisével. A gy6gyszer-metabolizmusban résztvevo CYP
enzimek (CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 és CYP3A5) nagyfokd polimorfizmust mutatnak,
amely csokkent miikodo képességli, esetleg mitkodésképtelen enzim termelddéséhez, vagy
enzimhidnyhoz vezet. A fenotipizdlds sordn a CYP enzimek kifejez6dését egyrészt szelektiv
aktivitdsuk alapjan, mdsrészt a CYP mRNS szintek mérésével dllapithatjuk meg kiilonos
tekintettel a gyenge— €s gyors metabolizal6 fenotipusokra.

A gyenge gyogyszer-lebontd képességli ember teljes értéki életet é1 mindaddig, amig
egy olyan gydgyszerrel nem kezelik, amelynek 4atalakitasdban els6dlegesen az adott csokkent
miikddo képességli (vagy hidnyzd) enzim vesz részt. A diagnosztikai rendszer alkalmazdsaval
lehetéség nyilik arra, hogy eldre jelezziink egy esetleges enzimdefektet, amely befolyasolhatja
a beteg gyodgyszeres kezelését, csokkentve a felesleges gyogyszeres terhelést. A betegek
életkilatasait javithatja a gydgyszer-metabolizdld képesség gyengeségeinek idében vald
felismerése és a terdpia ésszerli modositisa. A gyors metabolizdl6 egyéneknél pedig a

gyogyszer dozisanak emelésével javithaté a terdpia hatékonysaga.



2. Irodalmi osszefoglalas

2.1. A xenobiotikumok metabolizmusa

A szervezetbe keriil6 testidegen anyagokat xenobiotikumoknak nevezziik, ide tartoznak
a gyogyszerek, novényvéddszerek, élelmiszer adalékanyagok, és egyéb kornyezetszennyezd
kemikalidk. A xenobiotikumok nagy része apoldris vegyiilet, ezért konnyen atjuthatnak a
sejtmembranokon. A biotranszformécié a transzport folyamatokkal egyiitt a testidegen
anyagok elimindldsidt eredményezi, amely egyfajta védelmet jelent a szervezet szamdra
(Handschin et., 2003).

A méregtelenités sordn a gyoégyszerekbol tobbnyire hidrofil, polaris metabolitok
képzddnek, melyek az epével és/vagy a vizelettel védlasztédnak ki. A testidegen anyagok
metabolizmusa két fazisra oszthatd: a fazis I. és fazis II. folyamatokra (1. dbra). A
xenobiotikumok metabolizmusdban (biotranszformécidjaban) elsdsorban a monooxigendzok
csoportjaba tartozé CYP enzimek vesznek részt (Nelson et al., 1996; Nebert et al., 2002). Az
egyes CYP enzimek aspecifikusak, tobb kiilonbozd szerkezetli szubsztrat atalakitdsat is
végzik. Nagyrészt oxiddljdk a vegyiileteket: aromds és alifds hidroxilezés, N-, O-, S-
dezalkilezés, gytrlizaras és gylrithasitas. Az oxidacién kiviil azonban nagyritkdn redukcid is
eléfordulhat. Ezeket az imént emlitett 4talakitdsokat nevezziilk a metabolizmus fazis I.
reakcidinak (Ziegler et al., 1994). A fazis 1. metabolizmusban a CYP enzimeken kiviil részt
vesznek még az epoxid hidroldzok, észterdzok, alkohol és aldehid dehidrogendzok és a
flavinmonooxigenézok.

A fazis II. metabolizmus sordn maguk a xenobiotikumok, valamint a fazis 1. reakciok
sordn képzO6dott metabolitok kiillonb6zé endogén vegyiiletekkel konjugdlédnak. A
konjugdaciés folyamatok soran keletkezett vegyiiletek polaritdsa és vizben valé oldékonysaga
szintén novekszik, ami a szervezetbdl vald kiiirithetoséget segiti (Jakoby et al., 1994). A
legfontosabb  konjugaciés enzimek az  UDP-gliikuroniltranszferazok, glutation-S-
transzferazok, szulfotranszferazok, metiltranszferazok és az N-acetiltranszferazok.

Ugyan a metabolizmus sordn tobbnyire méregtelenités, a bekeriild testidegen anyagok
inaktivaldsa torténik, de reaktiv intermedierek és oxigén gyokok is képzddhetnek, melyek
makromolekuldkhoz kotédhetnek, DNS, fehérje karosodast okozhatnak és fokozott
citotoxicitdst mutagenitast/karcinogenitast idézhetnek eld. A karcinogén és mutagén
folyamatokban és a prekarcinogének aktivdldsdban a CYP enzimeknek szintén jelentOs
szerepiik van (Nebert et al., 1987) (1. dbra), ezért a fokozott CYP kifejez6dés is problémat

jelenthet.



Az  elimindcié harmadik Iépcséjét  jelentik a  fazis III.  folyamatok
(transzportfolyamatok), amit a transzporterek végeznek. A transzporterek transzmembrin
fehérjék és kémiai szerkezetiiket tekintve a legkiilonfélébb anyagok (példdul lipidek, szteroid
tipusd vegyiiletek, polipeptidek, ionok, gydgyszerek, metabolitok) szallitdsat végzik az extra-
és intracellularis membranokon keresztiil (Stieger et al., 1998; Muller et al., 2000; Suzuki et

al., 2000; Bohan et al., 2002).
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1. abra: A xenobiotikumok atalakulasa a szervezetben

2.2. A CYP enzimek jellemzése

A CYP enzimek a prokariota és eukariota szervezetekben egyarant megtaldlhatéak
(Schenkman et al., 1993; Pinot et al, 1999; Gorman et al., 1998; Nelson., 1998). Hem-tiolat
tipusd enzimek, a citokrom P450 nevet onnan kaptik, hogy a redukdlt CYP enzim szén-
monoxiddal alkotott komplexe 450 nm-nél jellegzetes abszorpcidés maximumot mutat (Soret-
abszorpcids maximum) (Garfinkel, 1958; Klingenberg, 1958; Frausto da Silva et al., 1991). A
CYP enzimek miikodéséhez sziikség van NADPH (o-nikotinamid-adenin-dinukleotid-
foszfat)-ra (elektron donor), molekuléris oxigénre és az tigynevezett NADPH-citokrém P450

oxidoreduktazra, amely az elektrontranszportot biztositja (Lewis et al., 2000; Degtyarenko et



al., 1993). A CYP enzimek a molekuldris oxigénbdl szdirmazo egyik oxigénatomot épitik be a
szubsztritba és ezzel parhuzamosan a mésik oxigénatom vizkilépéssel tdvozik (Okita et al.,
1992; Porter et al., 1991; Ortiz de Montenallo, 1995). A folyamathoz sziikséges elektron
transzportot a NADPH-citokrém P450 oxidoreduktdz enzim mellett a citokrém bs is végzi. A

CYP katalizalt folyamat a kovetkezd brutté egyenlettel irhaté le:

RH + O, 22—e‘+> ROH + H,O
Az RH csoport jelenti a reakcidegyenletben a szerves szubsztratot, mig az ROH jeloli az
oxidalt terméket (metabolit).

A CYP géncsaldd aminosav szekvencia homoldgia alapjan szdmos csalddra és
alcsaladra oszthatd. Egy csalddba tartoz6 enzimek 40 %-os hasonldsidgot mutatnak és 55 %-os
homoldgia sziikséges ahhoz, hogy egy alcsalddba soroljuk az egyes enzimeket. A CYP betiijel
utani elsé arab szdm jeloli az enzimcsalddot, az azt kovetd betii (emberi CYP fehérjéknél
nyomtatott nagybetli) az alcsalddot, és végiil egy djabb arab szdm jeloli magat a konkrét
enzimet (pl.: CYP1A1).

A CYP gének kifejez6dését endogén anyagok (pl. hormonok, citokinek), vagy
kiilonboz6 szerkezetl testidegen anyagok is szabdlyozhatjdk. Szamos gyulladédskeltd anyagrol
kimutattdk, hogy befolydsolja a CYP enzimek aktivitdsat és expresszidjdnak mértékét. A
xenobiotikumok gyakran fokozzdk a CYP gének kifejezddését, aminek kovetkeztében megnd
a CYP enzimszint, ami receptor fiiggd mddon megy végbe (részletesebben ldsd a 2.5.

fejezetben).

2.3. A CYPI1-3 géncsalad jellemzése

A CYPI géncsalad

A human CYPI1A csaladba tartoznak a CYP1A1l, CYP1A2 és CYPIBI1 enzimek. A
CYPIBI a CYPIA génekkel kozos 6si génrdl vezethetd le, mégis a CYPIBI a 2. humin
kromoszéméan (2p21-22), a CYPIAI és CYPIA2 gének pedig a 15. kromoszémin
helyezkednek el (15q22-q24) (Tamasi et al., 2003; Corchero et al., 2001). A CYPIAI gén az
extrahepatikus szovetekben, fOleg a tiidoben expresszdlédik alap dllapotban, de indukcid
hatdsdra a méjban is kifejezodik. A CYP1A2 alapallapotban a mdjban is expresszalodik. A
CYP1A1 és CYP1A2 enzimek indukalhatdak, fobb induktoraik a 3-metilkolantrén, a TCDD
(2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin), ezen feliill expresszidjukat a dohanyfiist ¢és

kaposztafélék egyes komponensei is fokozzdk. (A CYPIAI gén expresszidjanak



szabdlyzdsar6l a 2.5. fejezetben részletesebben olvashatunk.) Legfébb szubsztratjaik a
policiklusos aromds szénhidrogének és a dohanyfiist egyes komponensei. A CYP1A2 ezen

kiviil részt vesz a fenacetin, teofillin és koffein metabolizmusaban is.

A CYP2 géncsalad

A CYP2 géncsalad a legnépesebb csaldd, a legtobb CYP izoenzim idetartozik. A
CYP2A gének kiilonboz6 fajokban nagyfoki eltérést mutatnak mind szoveti kifejezddésben,
mind aktivitdsukban: emberben legnagyobb mennyiségben a mdjban fejezédnek ki. A human
CYP2A gének a CYP2F és CYP2B génekkel egyiitt a 19. kromoszéman (19ql13.2)
helyezkednek el (Hoffman et al,1995). A CYP2A alcsalad tagjai koziil csupan a CYP2A6, a
CYP2A7 és a CYP2AI3 gén aktiv. A CYP2A7P(T) és a CYP2A7P(C) pszeudogének
bazisszekvencidja nagyfoki homolégiat mutat a CYP2A7-tel, de két delécid a 3. és 4. exonon
»~frameshift” muticiét okoz, igy a kodolt fehérje képtelen hem kotésére, amely
miikddésképtelen enzimet eredményez (Fernandez-Salguero et al, 1995; Tamadsi et al, 2006).

A humén CYP2B alcsalddba két aktiv gén tartozik, a CYP2B6 és a CYP2B7, amelyek a
19. kromoszéman taldlhaték (19q13.2) (Tamasi et al, 2006; Hoffman et al, 1995). A méjban
csak a CYP2B6 fejezddik ki, a CYP2B7 a tiidében expresszalodik. Fobb szubsztritjai az
etilmorfin, az etoxikumarin, 6-aminokrizén, a ciklofoszfamid, a metadon és a tesztoszteron
(16-0/B hidroxilezés). Szamos vegyiilet képes indukdlni, példaul a fenobarbitdl, a fenitoin, a
4,4’ -diklordifenil-trikléretin (DDT). A CYP2B6 gén transzkripcidjanak szabdlyzasa a 2.5.
fejezetben keriil részletes ismertetésre.

A human CYP2C géncsalad négy kiillonb6z6 enzimet kédol (CYP2C8, CYP2C9,
CYP2C18 és CYP2C19), amelyek a 10. kromoszoman (10q23.33) helyezkednek el a
kovetkezd sorrendben: CYP2C18-CYP2C19-CYP2C9-CYP2CS8 (Gray et al, 1995; Tamasi et
al., 2006). Elsédlegesen a majban expresszalédnak, de a vékonybélben és mds extrahepatikus
szovetben is kimutathatok. A human CYP2C enzimcsaldd szubsztratspektruma igen széles,
szamos gyogyszermolekulat képesek metabolizdlni. A CYP2C9 a warfarin 7-hidroxilezését
végzi és szubsztratjai még a fenitoin, a tienilsav, a tolbutamid és a diclofenac. A CYP2C19 a
warfarin 6- vagy 8-hidroxilezését végzi, ezen felill metabolizdlja az S-mephenitoint, az
omeprazolt, a diazepamot és az imipramint. A CYP2CS8 és CYP2C18 szubsztrat-specificitdsa
kozel all a CYP2C9-hez, illetve a CYP2C19-hez, de daltaldban alacsonyabb V.x vagy
magasabb K, értéket mutatnak (Richardson et al, 1996). Nincs ismeretiink olyan vegyiiletrol,
amit kizdrélag a CYP2CI18 alakitana at, de tobb olyan vegyiiletet nem képes metabolizélni,

amelyek jellemzéen a CYP2C9 és a CYP2C19 szubsztritjai (tienilsav, arachidonsav). A



CYP2C19 Kkatalizdlja szdmos gydgyszervegyiilet metabolizmusat: mefenitoin, omeprazol,
proguanil és egyes barbiturdtok (2.4. fejezet). A CYP2C gének kifejez8dését szaimos olyan
vegyiilet indukdlja, amely egyben induktora a CYP2B6 és CYP3A enzimeknek is
(fenobarbitdl, dexametazon, rifampicin). Az indukcié folyamatdrél részletesebben a 2.5.
fejezetben olvashatunk.

A humén CYP2D alcsalad harom gént tartalmaz (CYP2D6, CYP2D7P és CYP2DSP),
melyek egymadst kovetve a 22. kromoszéman (22q13.1) taldlhatok. A CYP2D7P és CYP2DSP
inaktiv pszeudogének. A CYP2D7P inaktividlodasaért az 1. exonban levd inzercid a felelds,
ami eltolédést (frameshift) hoz 1étre. Kdvetkezménye egy, a kddolo génszakasz kozepén levo
stop kodon. A CYP2DSP szamos muticiét tartalmaz, ami a transzkripciés rendszer
mukodésképtelenségét okozza (nincs miikodé TATA box) (Kimura et al, 1989; Tamasi et al.,
2006). A CYP2D6 enzim szamos gydgyszer metabolizmuséaért felelds: debrizokvin, atenolol,
kodein, metadon, dextrometorfdn, propranolol, amitriptilin, tovdbba antidepresszdnsok és
béta-blokkoldk. Emberben a CYP2D6 az egyetlen miikodé CYP2D enzim, amelyre komoly
klinikai kdvetkezményekkel jar6 genetikai polimorfizmus jellemzd (Tamasi et al., 2006; Zhou
et al., 2009; Ingelman-Sundberg et al., 2005). A genetikai hattér nagyban meghatirozza a
fenotipust, mert a CYP2D6 gén nem indukalhatd, az enzim kifejez0dését jelenlegi tuddsunk
szerint a xenobiotikumok nem moédositjdk. A human CYP2D6 enzim 2 %-ban fordul csak el
a majban a tobbi CYP enzimhez viszonyitva. A forgalomban 1év6 gydgyszerek
metabolizmusaért azonban 25 %-ban felelds (Ingelman-Sundberg et al., 2007). A CYP2D6
enzimfehérjét kisebb-nagyobb mértékben kimutattdk a bélfalban, az emldben, a tiidében, a
méhlepényben és az agyban is (Zhou et al., 2009). A CYP2D6 gén szabdlyzdsa még nem
teljesen ismert, a regulacioért felelds transzkripcids faktorok szerepét még nem tisztaztak.

A CYP2E alcsaladba egyetlen gén tartozik, a CYP2EI, amely emberben a 10.
kromoszoman (10g26.3) taldlhaté. A gydgyszerek lebontasdban viszonylag kevés szerepe
van, az enzim kis molekulasilyi vegyiiletek (alkoholok, aldehidek, halogénezett
anesztetikumok, zsirsavak, kloroform, piridin, acetaminofen, klérzoxazon) metabolizmusaban
vesz részt, ezen kiviil felelds egyes prekarcinogén anyagok (nitrozaminok, nitrozopirolidin)
metabolikus aktivalasdért. A CYP2El részt vesz az acetaminofen (paracetamol)
metabolizmusédban, aminek kovetkeztében a paracetamolbdl toxikus N-acetil-p-benzoquinon-
imin keletkezik (Hazai et al., 2002). A CYP2E1 enzim indukcidja féleg poszt-transzkripcids

és poszt-transzlacids szinten szabalyzodik.



A CYP3A géncsalad

A CYP3A alcsaldd tagjai a 7. kromoszomén helyezkednek el (7q22.1) (Smith et al,
1998), ide soroljuk a CYP3A4, CYP3AS, CYP3A7 és CYP3A43 enzimet. A CYP3A gének 25
kb (kilobazis) hossziak, 13 exonbdl és 12 intronbdl allnak (Tamasi et al., 2006; Zhou et al.,
2009). A CYP3A enzimek flexibilisek, szubsztrat-spektrumuk széles, szerkezetileg igen eltérd
vegyiiletek metabolizmusat is képesek katalizdlni: eritromicin, ciklosporin A, takrolimusz,
lidokain, nifedipin, etilmorfin, tamoxifen, lovasztatin, tesztoszteron. Induktoraik nemcsak
endogén molekuldk (glukokortikoidok, epesavak) lehetnek, hanem szdmos exogén anyag is
képes a CYP3A gének transzkripcidjat fokozni: rifampicin, fenobarbitdl, dexametazon,
troleandomicin (Maurel, 1996). A CYP3A4 enzim mennyiségében akiar 60-100-szoros
kiilonbség is mutatkozhat a human populdcion beliil. A CYP3A4 a CYP enzimek koziil a
legnagyobb mennyiségben fordul eld.

A CYP3A4 és a CYP3AS cDNS szekvencidja 90 %-os hasonldsdgot mutat (Gellner et
al, 2001). A CYP3A5 a humédn mdjban kisebb mennyiségben (10-30 %) van jelen, mint a
CYP3A4, azonban a vesében a legnagyobb mennyiségben expresszalod6 CYP3A enzim
(Koch et al, 2002). Szubsztritspecificitisa nagyon hasonlé a CYP3A4-hez, azonban
enzimaktivitdsa tobbnyire szignifikdnsan alacsonyabb, s6t egyes esetekben teljesen inaktivnak
bizonyult (eritromicin, kinidin, 17B-0sztradiol) (Maurel, 1996). A takrolimuszt azonban a
CYP3AS intenzivebben képes metabolizlni, mint a CYP3A4. Igy a transzplanticion dtesett
betegek immunszuppresszins kezelése sordn jelentOs eltérések mutatkozhatnak az egyes
betegek kozott a CYP3AS5-nek koszonhetéen (Dai et al, 2006), ugyanis a CYP3AS

expresszidja jelentds polimorfizmust mutat (2.4. fejezet).

2.4. Jelent6sebb genetikai variaciok a CYPI-3 géncsaladban

Az 1. és 2. tdblazat Osszefoglalja a gydgyszer-metabolizmust érintd, komolyabb
klinikai kovetkezményekkel jaré CYP génhibdkat és a kiilonbozd populacidkra jellemzd

elofordulasi gyakorisagaikat.
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1. tdblazat: CYP génhibdk és kovetkezményeinek 0sszefoglaldsa

(https://www.cypalleles.ki.se)

Allél Elhelyezkedés
CYP oé Enzim aktivitasra
gen Poszt-transzkripcios és gyakorolt hatas
cDNS, DNS Gén fehérje szintii hatasok
redukalt NADPH-
citokrom P450
CYP2CY9 *2  1430C>T 3. exon R144C reduktaz affinitas
szubsztrat specifitas
*3  |1075A>C 7. exon 1359L valtozas
CYP2C19 2 [681G>A 5. exon splicing hiba 1nakt{v enzim
*3  |636G>A 4. exon splicing hiba inaktiv enzim
*3  [2549delA 5. exon frameshift inaktiv enzim
CYP2D6 4 1846G>,A _ 3. intron splicing hlba’ i inaktiv enzim
*5 | teljes gén delécio | - CYP2D6 delécio nincs enzim
*6 | 1795delT 3. exon frameshift nincs enzim
CYP3AS5 *3 | 6986A>G 3.intron | splicing hiba nincs enzim

2. tablazat: Allél gyakorisdgok (Zhou et al., 2009; Miners et al., 1998; Scordo et al., 2004; de
Morais et al., 1994; Gardiner et al., 2006; Ingelman-Sundberg et al., 2005; Thompson et al.,

2004)

CYP gén Allél Allé] gyakorisagok az egyes populaciékban
kaukazusi azsiai afrikai-amerikai

CYP2C9 *2 8-13% 0% 3%

*3 7-9% 1-2 % 2%

& - -
CYP2CI19 2 9-14 % 30% 20-25%

*3 <1% 5% <1%

*3 2% 0 % 2%

*4 12-21% 1% 6-7 %
CYP2D6 #5 4-6% 4-6 % 4-6 %

Nincs

*6 1% adat 1%

CYP3A5 *3 90-93 % 70% 50 %

Az 1. tablazatban felsorolt CYP gén muticidk csokkent miikodd képességli, vagy

inaktiv enzimet eredményeznek és a mitkodoképes enzim teljes hidnyat is okozhatjak. Gyenge

metabolizalokndl altalaban mindkét allél muticiét hordoz (homozigdta mutins genotipus), de

a heterozigdta genotipus is tobbnyire csokkent metabolizal6 képességet eredményez.

A gydgyszer vérszint monitorozds sordn a gyogyszer beaddsiat kovetden az idd

fliggvényében mért vér (illetve plazma vagy szérum) koncentriciok alapjdn meghatdrozzdk a

gyogyszer AUC (area under the plasma concentration-time curve) és clearance értékeit.
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Gyenge metabolizdlok (homozigéta mutdns, illetve heterozigbta genotipus) esetében
magasabb vérkoncentracidk jelentkeznek, és az adott gydgyszer AUC értéke nagyobb, mig
clearance értéke kisebb, mint az atlagos metabolizdl6 fenotipusd egyéneknél. Az extenziv
vagy gyors metabolizdlok homozigéta vad genotipust hordoznak. A CYP2D6 enzimmel
kapcsolatosan emlitést kell tenni az ultra-gyors metabolizalokrél, akiknél a CYP2D6 gén
dupldzédasa, vagy akdr sokszorozdddsa miatt a CYP2D6 szubsztritok fokozott
metabolizmusa figyelheté meg. Az extenziv, vagy ultra-gyors metabolizalé fenotipusi
csoportokndl alacsonyabb vérszintek, kisebb AUC, illetve magasabb clearance értékek
jelentkeznek (Zhou et al., 2009). Ha a farmakoldgiai hatast az anyavegyiilet fejti ki, a gyenge
metabolizaloknal fokozott hatds, vagy toxikus mellékhatdsok jelentkezhetnek, ami akkor okoz
foként gondot, ha az adott gydégyszer metabolizmusdért kizdrélag a csokkent
miikodoképességii, inaktiv, vagy hidnyz6 enzim a felel6s. Ha maga a gydgyszer vegyiilet
inaktiv (prodrug), de a f6 metabolitja felelés a farmakoldgiai hatdsért, a CYP-génhibdk
csokkent farmakoldgiai hatishoz, illetve a hatds elmaraddshoz vezethetnek. A CYP2CO9,
CYP2C19, CYP2D6 és CYP3AS enzimek nagyfokd polimorfizmust mutatnak, szamos
gyogyszer metabolizmusdban jelentds szerepet jatszanak, igy a génhibdk farmakokinetikai és

toxikoldgiai kovetkezménnyel jarhatnak.

2.4.1. A CYP2C9 enzim és Kklinikai jelentéséggel bir6é génhibai

A CYP2C9 enzim 490 aminosavbdl 4ll, 55,6 kDa molekulatomegli és hat szubsztrat
felismerd helyet tartalmaz. Feltételezett aktiv helye egy o hélixbol, egy fenil (hidroféb)
kotohelybdl, a porfirin vazbdl és egy kationos kotéhelybol all. A CYP2C9 enzimnek hat
szubsztrat felismerd helye van: 96-117, 198-205, 233-240, 286-304, 359-369 és 470-477.
Szubsztratjainak egy része gyenge sav (3. tabldzat), a szubsztrit elektronegativ és az enzim
elektropozitiv részei kozott elektrosztatikus kolcsonhatas 1€p fel. A CYP2C9 enzim miikodése
sordn az enzimfehérje egyes felszini lizin és arginin aminosavai elektrosztatikus
kolcsonhatasba 1épnek a NADPH-citokrom P450 oxidoreduktdz enzimen taldlhat6 ellentétes
toltésti aminosav oldalldncokkal. A CYP2C9 enzim 35 allél varidnsat ismerik, amik tobbnyire
pontmuticidk kovetkezményei, és gyakran csokkent mukodoképességli  enzimet
eredményeznek (Tracy et al, 2002; Bhasker et al, 1997; Tamasi et al., 2006). A kaukézusi
populdciéban leggyakrabban el6fordulé CYP2C9 génhibdk (CYP2C9*2 és CYP2C9*3) a
NADPH-citokrém P450 oxidoreduktdzzal val6 kapcsolatban, illetve a szubsztrat

felismerésben okoznak zavart (1. tiblazat).
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3. tablazat: Fobb CYP2C9 szubsztratok

Szubsztratok*

Véralvadas gatlok: S-acenokumarol, fenprocoumon, S-warfarin

Antiepileptikumok: fenitoin, fenobarbital, valproat

Angiotenzin II receptor gatlok: lozartan, irbezartan, kandezartan

Vizhajtok: torasemid, szulfinpirazon

NSAIDs (nem-szteroid gyulladas-csokkentok): diklofenak, ibuprofen, ketopren, suprofen,

naproxen, flurbiprofen, indometacin, meloxicam, piroxicam, tenoxicam, lornoxicam

COX2 (Ciklooxigenaz 2) gatlok: celecoxib, lumiracoxib, etoricoxib, valdecoxib

Orilis vércukorszint csokkentdk: tolbutamid, gliburid, glimepirid, gliklazid, glipizid

Daganat ellenes gyogyszerek: ciklofoszfamid, tamoxifen

Antibiotikumok: Szulfametoxazol, trimethoprim
*Zhou et al, 2009; Miners et al., 1998; Rettie et al., 2005
CYP2C9*2 génhiba: A CYP2C9%2 egy 430C>T bazis cserét jelentd pontmuticio a

CYP2(C9 gén 3. exonjan, ami egy arginin - cisztein aminosav cserét okoz a 144-es poziciéban
(R144C) (Rettie et al., 1994). Az Argl44-es aminosav fontos szerepet jatszik a CYP2C9 és a
NADPH-citokrém P450 oxidoreduktaz kozotti kolcsonhatds kialakitdsaban, igy az enzim
csokkent affinitasat eredményezi a NADPH-citokrém P450 oxidoreduktdzhoz, mert a bazikus
aminosav oldallinc csere miatt gyengiill az enzimek kozott follépo elektrosztatikus
kolcsonhatds (1. tdblazat). Ez csokkent enzimaktivitist eredményez. Ezen aminosav csere
nem esik bele a szubsztrat felismerdhelyek egyikébe sem, igy a szubsztratok kétodését nem
befolyédsolja (H Yamazaki et al, 1998).

CYP2C9*3 génhiba: A CYP2C9*3 egy 1075A>C bézis cserét jelentd pontmuticid a

CYP2C9 gén 7. exonjan, ami egy izoleucin - leucin cserét eredményez a 359-es helyen
(Sullivan-Klose et al, 1996). Az I359L aminosav csere az 6t0s szubsztrat felismerd helyen
talalhat6, és jelentdsen lecsokkenti példaul a tolbutamid és fenitoin hidroxilaciét (H.
Yamazaki et al., 1998), de a diklofenak hidroxildciét nem befolydsolja szignifikdnsan. Ezen
kiviil er6sen gyengiil az S-warfarin és a vaproat eliminicidja is, magasabb vérszinteket és
hosszabb felezési id6t eredményezve. Az emlitett gydgyszerek eliminacidjanak csokkenése az
aminosav csere miatt kialakult sztérikus gatlas eredménye (1. tabldzat). A szubsztratfelismerd
helyen torténd aminosav csere (CYP2C9*3) altalaban drasztikusabb aktivitds csokkenést
okoz, mint a CYP2C9 enzim NADPH-citokrom P450 oxidoreduktdzzal valé csokkent
kolcsonhatasa (CYP2C9%*2).
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A CYP2C9*2 és CYP2C9*3 génhibdk klinikai kdvetkezményei

A CYP2C9*2 és CYP2CO9*3 génhibdk csokkent miikodd képességli enzimet
eredményeznek, és jelentds hatdssal lehetnek a véralvadds gatlok, az antiepileptikumok, az
angiotenzin II receptor gatlok, a vizhajtok, a nem-szteroid gyulladds csokkentdk és a
vércukor-szint csokkentok (3. tablazat) metabolizmusara.

A véralvadas gatlok koziil egyik legjelentdsebb gydgyszer a warfarin, ami egy K
vitamin antagonista, és leggyakrabban trombotikus problémdknél alkalmazzdk (mély vénds
trombdzis, szivinfarktus, ’stroke’) (Goodstadt et al., 2004; Rost et al, 2004). A CYP2C9
génhibédk az S-warfarin hidroxil4cidjat befolydsoljak: a vad tipushoz (CYP2C9*1) viszonyitva
a CYP2C9*2 mutici6é miatt 12 %, mig a CYP2C9*3 mutdcié miatt minddssze 5 % enzim
aktivitds mérheté (Gage et al., 2008). A CYP2C9*3 homozigéta mutins betegeknél az S-
warfarin kiliriilése 90 %-os csokkenést eredményezett a homozigéta vad genotipusd
egyénekhez viszonyitva, ezért csokkentett dozis addsa javasolt a két hibas CYP2C9*3 allélt
hordozé embereknél, mert ezen betegeknél fokozottan fenn all a vérzékenység kialakuldsdnak
veszélye (Zhou et al., 2009).

Ho és munkatarsai (2003) a CYP2C9 polimorfizmus valproat (antiepileptikum)
lebontasra gyakorolt hatdsat vizsgaltak, osszehasonlitottdk a majkarositd 4-én valprodt és az
inaktiv 4-hidroxi és 5-hidroxi valproat képzddés mértékét a vad tipusu, illetve a muticiot
hordoz6 enzimek esetében. A CYP2C9*2 és CYP2C9*3 enzimek eltér6 Km és Vmax
értékeket mutattak. A csokkent enzimaktivitds a CYP2C9*2 mutécié esetében csokkent Vmax
értéket mutatott, mig a CYP2C9*3-ndl a megnovekedett Km érték volt a jellemz6. Ez is
alatdmasztja azt a feltevést, hogy a CYP2C9*3 mutici6 egy szubsztrit felismerd helyen van,
mig a CYP2C9*2 génhiba nem befolydsolja a szubsztrat kotédését. A CYP2C9*2 enzim
aktivitdsa 48, 44 és 44 %-kal csokkent a 4-én valprodat, a 4-hidroxi valproat és az 5-hidroxi
valproat metabolitok képzddésében a vad tipushoz (CYP2C9*1) viszonyitva. A CYP2C9*3
génhibdndl egy nagyobb mértékli enzim aktivitds csokkenés volt megfigyelhetd a valprodat
metabolit keletkezésében (85, 83 és 88 %-os csokkenés). A génhibdk kovetkeztében csokken
ugyan az er0sen mdjkarosité 4-én metabolit keletkezésének mértéke, de a szintén toxikus

valprodt viszont felhalmozddhat. Sajat vizsgdlataink is azt mutattdk, hogy a CYP2C9%3/*3
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homozigéta mutdns betegeknél megndvekedik a valproat vérszint és ezzel egyiitt jelentOs
toxikus gydgyszer mellékhatdsok is jelentkeznek (5.10.1. fejezet).

A lozartan az elsd szelektiv angiotenzin II receptor antagonista, amit magas
vérnyomds és az ebbdl adodo szivbetegségek kezelésére alkalmaznak (Timmermans et al.,
1993). A vérnyomads csokkentd hatdst a lozartan aktiv metabolitja, a lozartan 5-karboxisav
fejti ki, képzodése a CYP2C9 enzim mellett a CYP3A4 mukddésének is koszonhetd. Azon
egyéneknél, akik CYP2C9*3 mutans allélt hordoznak (homozigéta mutans, vagy heterozigéta
genotipusuak), jéval alacsonyabb lozartan 5-karboxisav vérszintek alakultak ki (7-50 %), mint
a homozigdta vad tipusu betegeknél és ezzel parhuzamosan magasabb vérnyomast figyeltek
meg ndluk (Sekino et al., 2003). A CYP2C9*2 génhiba ugyanakkor nem befolydsolta
jelentdsen az aktiv metabolit keletkezését (Yasar et al., 2002). A kutatdsokbdl az is kideriilt,
hogy a CYP2C9 polimorfizmus befolyasolta a lozartan vérszintjét, azonban magasabb
lozartan koncentracié (>24 uM) esetében mar a CYP3A4 is jelentds mértékben részt vett a
lozartan oxidécidjaban.

A torasemid (vagy torsemid) egy szulfonil-karbamid tipustd vizhajté vegyiilet, amit
pangdsos szivbetegség kovetkeztében kialakult 6déma kezelésére haszndlnak (Bagshaw et al.,
2007). Metabolizmusaban foként a CYP2C9 enzim vesz részt. Egy tanulmanyban 36
egészséges Onkéntest vizsgiltak meg, és 1,5, 1,7 és 2,8—szoros AUC értékeket kaptak a
CYP2C9*1/%3, *2/*3 és *3/*3 genotipusi egyéneknél a homozigéta vad tipustakhoz
viszonyitva (Vormfelde et al., 2004). A CYP2C9*3 alléllal rendelkezd egyéneknél
megnovekedett elektrolit, és csokkent hiigysav kivdlasztds volt jellemzd a gydgyszer
bevételtdl szamitott 8 6rdn beliil.

A flurbiprofen (nem szteroid tipusu gyulladdscsokkentd) egy fenilkarboxilsav
szarmazE€k, amelyet egyrészt kiilonbozo iziileti gyulladasok tiineti kezelésére, masrészt
lazcsillapitoként és fajdalomcsillapitoként is hasznalnak. A flurbiprofen 4’-hidroxilacigjat a
CYP2CY9 Kkatalizdlja, a flurbiprofen 45 %-ban ezen az ttvonalon keresztiil tavozik a
szervezetbdl (Davies, 1995; Yamazaki et al., 1998). A flurbiprofen AUC értéke 1,7-szer,
illetve 1,4-szer volt magasabb a CYP2C9*1/*3 és CYP2C9*1/*2 heterozigéta egyéneknél a
homozigéta vad tipushoz viszonyitva. A flurbiprofen metabolikus clearance értékei jelentOsen
alacsonyabbak voltak (39 %-al alacsonyabb érték) a CYP2C9*1/*3 genotipusu egyéneknél,
mig a CYP2C9*1/*2 heterozigéta személyeknél kisebb mértékben csokkentek le a clearance
értékek (27 %-os clearance csokkenések) a homozigdta vad tipushoz viszonyitva (Lee et al.,

2003; Zhou et al., 2009).
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A szulfonil karbamid tipusti vércukor-szint csokkentOket elsdsorban II tipust
cukorbetegség kezelésére haszndljak. A tolbutamid, klérpropamid, tolazamid és acetohexamid
elsé generécids szulfonil karbamid vegyiiletek. F6 metabolikus ttvonaluk a CYP2C9 iltal
katalizalt aromds gylr(i hidroxilezés. A hidroxi-metabolitoknak mar sokkal kisebb vércukor-
szint csokkentd hatdsuk van, mint az anyavegyiileteknek. (Lasker et al., 1998; Zhou et al.,
2009). A gliburid egy mdsodik generdcids vércukor-szint csokkentd gydgyszer, ami jol
alkalmazhaté a terhességi cukorbetegségben szenvedd nok vércukor-szintjének beallitasira
(Kimber-Trojnar et al., 2008). A gliburid lebontdsa els6sorban a mdjban torténik, és két 6
metabolitot azonositottak a vizeletbdl, a 4-transz-hidroxiciklohexil gliburidot és 3-cis-
hidroxiciklohexil gliburidot. Mindkét metabolit farmakoldgiailag aktiv, és erds vércukor-szint
csokkentd hatdsa van (Rydberg et al., 1994). A gliburid metabolizmusaban fontos szerepet
jatszanak a CYP3A4, a CYP2C9 és CYP2C19 enzimek. A CYP2C9*3 génhiba kovetkeztében
a tolbutamid, gliburid, glimepirid és nateglinid clearance jelentdsen lecsokken. A
CYP2C9*1/*3 heterozigéta, és a CYP2C9*3/*3 homozigéta mutdns betegeknél a tolbutamid
AUC értékek 2, illetve 6—szor magasabbak voltak, mint a homozigéta vad tipusdakndl. A
tolbutamiddal kezelt CYP2C9*1/*3, illetve CYP2C9*3/*3 genotipust egyéneknél gyorsabban
csokkent a vércukor-szint, mint a homozigéta vad tipust betegeknél, mert a f6 4-hidroxi-
tolbutamid metabolitnak jéval kisebb vércukor-szint csokkentd hatdsa van, mint az
anyavegyiiletnek. A gliburid-kezelt betegeknél azonban kisebb mértékii valtozast észleltek a
vércukor-szintben a CYP2C9*3 homozigéta mutans, illetve heterozigdta egyéneknél, ugyanis
a metabolitok vércukor-szint csokkentd hatdsa az anyavegyiilethez hasonlé (Zhou et al.,
2009).

A szulfametoxazol és a trimethoprim bakteriosztatikus vegyiiletek, gyégyszerként az
5:1 aranyud keverékiiket alkalmazzak. Els6sorban Streptococcus, Staphylococcus aureus, és
Escherichia coli baktériumok 4altal okozott fertézések kezelésére haszndljak. A
szulfametoxazol N-hidroxilaci6jat nagyrészben a CYP2C9 enzim végzi. A CYP2C9*2, illetve
CYP2C9*3 muticidk hatasira 3-, illetve 20-szoros csokkenést tapasztaltak az ,intrinsic
clereance” értékekben (Gill et al., 1999). A trimetoprim metabolizmuséban is elsédlegesen a

CYP2C9 enzim vesz részt (https://life-science.kyushu.fujitsu.com/admedb).
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2.4.2. A CYP2C19 enzim és a Kklinikai jelentoséggel biré génhibai

A CYP2C19 enzim egy 490 aminosavbdl all6 fehérje, amit a 9 exonbdl 4ll6 CYP2C19
gén kodol. A méjban expresszdlodé CYP enzimek nem egész 2%-at teszi ki a CYP2C19,
ugyanakkor a forgalomban levé gyogyszerek mintegy 10 %-4nak a metabolizmusiban vesz
részt (4. tablazat). A CYP2C19 kozel 35 allél varidnsat azonositottak eddig, szdmos koziiliik
miikodésképtelen enzimet eredményez (CYP2C19%2-CYP2C19%8) (Ibeanu et al., 1999;

www.cypalleles.ki.se).

4. tablazat: Fontosabb CYP2C19 szubsztratok

Szubsztratok*

Proton pumpa gatléok (PPIs): omeprazol, lansoprazol, pantoprazol, rabeprazol

Barbituratok: hexobarbital, mefobarbital, fenobarbital

Benzodiazepinek: diazepam, flunitrazepam, quazepam, clobazam

Szelektiv szerotonin visszavétel gatlok: citalopram, fluoxetin, sertralin, moclobemide

Triciklusos antidepresszansok: imipramin, amitriptilin, nortriptilin

Egyéb gyogyszerek: fenitoin, S-mefenitoin, bortezomib, vorikonazol, selegilin,

nelfinavir, proguanil
* Zhou et al, 2009
CYP2C19*2 génhiba: A CYP2C19*2 génhiba egy G>A cserét jelent a 681. helyen az

5. exonon (1. tablazat), ami hibas ’splicing’-hoz vezet. A ’splicing’ hiba miatt a CYP2CI9
génrol szintetizdlddott RNS rendellenes érési folyamaton megy keresztiil, igy hibds mRNS
termelddik, amely teljesen inaktiv enzimfehérjét eredményez.

CYP2C19*3 génhiba: A CYP2C19*3 génhiba egy G>A cserét jelent a 636. helyen a

4. exonon (1. tdblazat), ami szintén egy ’splicing’ rendellenességet okoz. A termel6dd hibas
CYP2C19 mRNS-rdl ugyancsak egy teljesen inaktiv fehérje fejezddik ki. Ez a génhiba a
kaukdazusi populacioban igen ritka (<1 %) (2. tablazat).

Mind a CYP2C19%2, mind a CYP2C19*3 muticidk teljes enzimaktivitds vesztést
okoznak. A CYP2C19*2, illetve CYP2C19*3 mutidns allélt hordozé egyéneket az S-

mefenitoin metabolizdl6 képesség alapjan két fenotipus csoportba soroltik be. A gyenge
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metabolizalé fenotipushoz a CY2C19*2/¥2, CYP2C19*3/*3, illetve CYP2C19%2/*3
genotipusu egyéneket soroltdk. Az extenziv metabolizal6 személyek kozé a CYP2C19%1/%2,

CYP2C19*1/#3, illetve a CYP2C19*1/*1 genotipustak tartoznak (de Morais et al., 1994).

A CYP2C19*2 és CYP2C19*3 génhibak klinikai kovetkezményei

Mivel a CYP2C19*2 és CYP2C19*3 mutaciok teljes aktivitds vesztés okoznak,
szamos gyogyszer metabolizmusa jelentdsen mdédosulhat (pl a 4. tablazatban felsoroltak). A
proton pumpa gatlok (pl. omeprazol, pantoprazol, lanzoprazol, rabeprazol) visszaszoritjak a
gyomorsav kivélasztast azdltal, hogy kolcsonhatasba 1épnek a gyomorfal sejtjeiben 1€vo
H'/K*-ATPaz enzimekkel. (Andersson et al., 2008). A proton pumpa gatlok
metabolizmusaban tobb mint 80 % -ban vesz részt a CYP2C19 enzim, azonban kis
mértékben a CYP3A4, illetve a CYP2C9 is hozzijarul a lebontdshoz. fgy a CYP2C19
genotipus nagyban befolydsolja a proton pumpa géatlok farmakokinetikai tulajdonsdgait, ami
kihat a Helicobacter pylori fertdzések és a gyomor és nyeldcsOvel kapcsolatos reflux
rendellenességek terdpidjanak hatékonysdgira (Furuta et al.,, 2007). A gyenge
metabolizalokndl a magasabb AUC és hatékonyabb savlekotés kovetkeztében a H. pylori
pusztulds mértéke nagyobb (Furuta et al., 2001). A proton pumpa gatlok széles terdpids index-
szel rendelkezd gydgyszerek. Annak ellenére, hogy a gyenge metabolizdloknal jelentdsen
megnd a proton pumpa gitlodk AUC értéke, nincs elegendd bizonyiték arra, hogy
megnodvekedne a mellékhatasok megjelenése.

A CYP2C19 enzim szdmos barbiturat, mint példaul a hexobarbitél (Kato et al., 1990),
mefobarbital (Kobayaski et al., 2004) és fenobarbital metabolizmuséaért felelds. A fenobarbital
metabolizmusdnak azonban csak kis részét képezi a CYP2C19 4ltal katalizalt eliminécios
utvonal. A mefobarbitdl sztereoszelektiv metabolizmuson megy keresztiil, az R-mefobarbitalt
80 %-ban a CYP2C19 enzim alakitja at a 4’-hidroxi-metabolittd, mig az S-mefobarbitalt
nagyrészt a CYP2B6 enzim alakitja 4t N-demetildcioval fenobarbitilld (ez a f6 metabolit a
vérplazméban) (Kobayashi et al., 1999). Egy japdn epilepszids betegekkel foglalkozd
tanulmany 20 %-al alacsonyabb fenobarbitdl clearance-t mutatott ki a gyenge metabolizald
csoportban az extenziv metabolizdlokhoz viszonyitva (Mamiya et al., 2000). Ugyanakkor
egyszeri racemat mefobarbitdl adagoldsakor az R-mefobarbitdl AUC értéke 92-szer magasabb
volt a gyenge metabolizdlokndl, mint a homozigéta extenziv metabolizdlok esetében
(Kobayashi et al., 2004), mig az S-mefobarbitdl AUC értéke nem valtozott a CYP2C19

genotipus fiiggvényében. In vivo és in vitro vizsgalatok kimutattdk, hogy az R —€s S-
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hexobarbitdl clearance alacsonyabb volt a gyenge, mint az extenziv metabolizdl6 egyéneknél
(Adedoyin et al., 1994; Knodell et al., 1988; Yasumori et al., 1990).

A benzodiazepinek (4. tdbldzat) metabolizmusét foként a CYP2C19, kisebb részben a
CYP3A4 és CYP2B6 enzim katalizélja. (Perloff et al., 2000; Zhou et al., 2009). A diazepam
egy széles korben elterjedt izomlazité, nyugtaté és epilepszia elleni gydgyszer. Az N-
demetildlt szarmazék egy aktiv metabolit és egyben a diazepam f6 metabolitja (Jack et al.,
1983). A diazepam 3-as szénatomon torténd hidroxilaciéjaval keletkezik a temazepam, majd
A legtobb etnikai csoportban (Kaukédzusi, Japan, Koreai, Kinai) a CYP2C19 genotipus
hasonl6 hatdssal van a diazepam metabolizmusra, mint az S-mefenitoin hidroxilaciéra. Az S-
mefentoint gyengén metabolizdlé kaukdzusi és koreai populdcidkban kétszer olyan magas
diazepam AUC volt megfigyelhet6, mint az extenziv metabolizaloknal (Bertilsson et al.,
1989). Mivel a CYP2CI19 enzim a diazepam és a dezmetil diazepam metabolizmusdban
egyardnt részt vesz, a gyenge metabolizdlokndl nemcsak a diazepam, hanem a dezmetil
diazepam koncentricidja is megnd a vérplazmaban a CYP2C19 enzim mukddésképtelensége
miatt. Mivel mindkét vegyiilet hasonlé farmakoldgiai hatdssal rendelkezik (izomlazito,
nyugtatd), a gyenge metabolizal6 betegeknél hosszabb ideig tart a gydgyszer hatds
megsziinése (Inomata et al., 2005). A klobazam az 1,5-benzodiazepinek kozé tartozd
antiepileptikum. A metabolizmus sordn elsGsorban N-dezmetil-klobazamma (norklobazam)
alakul, ami egy farmakoldgailag aktiv metabolit. Az N-dezmetil-klobazamot a CYP2C19
enzim 4’-hidroxi N-dezmetil-klobazamm4 alakitja at (Giraud et al., 2004). A két
reakcidlépést nagyobb részben a CYP2C19, mig kisebb részben a CYP3A4 enzim katalizilja
(Giraud et al., 2004). Seo és munkatirsai (2008) tanulmanyukban 111 japan epilepszids
beteget vizsgaltak meg és azt talaltdk, hogy a klobazam antiepileptikus hatdsa szignifikdnsan
megnovekedett a gyenge metabolizalok korében.

A CYP2C19 szamos szelektiv szerotonin visszavételt gatlé hatéanyag (pl. citalopram,
fluoxetin, sertralin) metabolizmusat katalizdlja. Ugyanakkor a CYP2D6 és kisebb mértékben
a CYP2C9 és a CYP3A4 is részt vesz az elimindciéban (Kobayashi et al., 1997; Olesen et al.,
1999; Zhou et al., 2009; Margolis et al., 2000; Kobayashi et al, 1999). A CYP2C19 gyenge
metabolizalokndl jelentdsen magasabb citalopram (Herrlin et al., 2003; Sindrup et al., 1993),
fluoxetin (Liu et al., 2001) és sertralin (Wang et al., 2001) plazma koncentraciokat figyeltek
meg. Egyes szerzék (Scordo et al., 2005; Zhou et al., 2009) azonban nem taldltak
Osszefiiggést a szelektiv szerotonin visszavételt giatlodk és metabolitjaik steady-state

vérkoncentraci6ja és a CYP2C19 genotipus kozott. Ugyanis a CYP2C19 polimorfizmusnak
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akkor van elsésorban jelentdsége, ha a parhuzamos metabolikus ttvonalak sem miikddnek
megfelelden. Ezért a szelektiv szerotonin visszavételt giatlokndl a CYP2C19 és CYP2D6
polimorfizmusokat egyszerre célszerli figyelembe venni.

A tercier amin triciklusos antidepresszdnsok kozé tartozé amitriptilint, imipramint,
klomipramint és doxepint (Zhou et al., 2009) intenziven alakitja at a CYP2C19 és CYP2D6
enzim szekunder amin metabolitta (Mellstrom et al., 1981; Nielsen et al., 1996; Haritos et al.,
2000; Zhou et al., 2009). A metabolizmusban kisebb mértékben részt vesz még a CYP2C9,
CYP3A4 és CYP1A2 enzim is. Mind a tercier, mind a szekunder aminok farmakoldgiailag
aktivak és ez utébbiak metabolizmusédban els6sorban a CYP2D6 enzim vesz részt (Breyer-
Pfaff et al., 1997; Zhou et al., 2009). C)sszességében a triciklusos antidepresszansok
metabolizmusdban meghatirozé szerepe van a CYP2C19-nek, igy a CYP2C19 genetikai
polimorfizmusa hasonld eltéréseket okoz a triciklusos antidepresszansok metabolizmusaban,

mint az S-mefenitoin esetében.

2.4.3. A CYP2D6 enzim és Kklinikai jelentéséggel bir6é génhibai

A 9431 bazispar hosszi CYP2D6 gén a 22-es kromoszomén helyezkedik el, kilenc
exonbdl all6 4378 bazispar hosszi kédold génszakaszt 3’ irdnybdl egy 3522 bazispar, mig 5’
oldalrél egy 1531 bazispar hosszi nem kédold génszakasz fogja kozre. A CYP2D6 enzim 497

aminosavbdl tevédik 6ssze (Kimura et al., 1989; Zhou et al., 2009).

5. tablazat: Fobb CYP2D6 szubsztratok

Szubsztratok*

Triciklusos antidepresszansok: klomipramin, imipramin, doxepin, dezipramin,

nortriptilin

Szelektiv szerotonin visszavételt gatlok (SSRIs): fluoxetin, fluvoxamin, citalopram,

sertralin, paroxetin

Nem triciklusos antidepresszansok: atomoxetin, maprotilin, mianszerin, venlafaxin

Antipszichotikumok: klorpromazin, perfenazin, tioridazin, zotepin, zuklopentixol,

mianszerin, olanzapin, risperidon, szertindol, haloperidol, aripriprazol

B-blokkolék: atenolol, bufuralol, karvedilol, metoprolol, bizoprolol, propranolol,

bunitrolol, bupranolol, timolol, alprenol

Egyéb vérnyomas csokkenték: debrizoquin
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Opioidok: kodein, dihidrokodein, tramadol

Antihisztaminok: terfenadin, oxatomid, loratadin, asztemizol, epinasztin, promethazin,

mequitazin, azelasztin, difenhidramin, klorfeniramin

Szivritmus szabalyzok: spartein, propafenon, enkainid, flekainid, cibenzolin, aprindin,

mexiletin

Hanyascsillapitok: tropizetron, ondanzetron, dolazetron, metoklopramid

Kohogéscsillapitok: kodein, dextrometorfan

Szelektiv 0sztrogén receptor modulatorok: tamoxifen

*Zhou et al, 2009; Gardiner et al., 2006; Ingelman-Sundberg, 2005;

A CYP2D6*3, CYP2D6*4, CYP2D6*6 génhibdk, valamint a CYP2D6*5 gén delécid és a
CYP2D6 gén duplikicié

A legnagyobb mértékii genetikai polimorfizmust a CYP2D6-nal frtak le, koziilikk ezen
dolgozat keretében a fehér populdcidban eléfordulé o6t legjelentésebbel (CYP2D6%3,
CYP2D6%4, CYP2D6*6 génhiba, CYP2D6*5 génhidny és a CYP2D6 gén duplikicid)
foglalkozom. A CYP2D6*3 mutécié egy adenin nukleotid delécidt jelent a 2594. helyen, ami
a genetikai koéd ’elcstiszasat’ (frameshift) eredményezi, és ennek kovetkeztében inaktiv
enzimfehérje expresszalodik. Hasonldéan a CYP2D6*6 muticié egy timidin deléciét okoz az
1795. poziciéban, ami szintén a leolvasdsi keret eltoldddsat, és teljesen inaktiv fehérje
termelddését eredményezi (Zhou et al., 2009). A CYP2D6%*3 és CYP2D6*6 mutécidk allél
gyakorisdga a kaukdzusi populdcidban viszonylag ritka (2 %, illetve 1 %) (2. tdblazat). A
CYP2D6*%4 mutici6 egy G>A cserét jelent az 1846. bazisparndl, ami egy ’splicing’
rendellenességet és ezdltal egy korai stop kodont okoz. Kdvetkezménye egy csonka és inaktiv
enzim (1. tablazat). A CYP2D6*4 génhiba allél gyakorisiga a kaukdzusi populdciéban
viszonylag magas (12-21 %). A CYP2D6*5 génhiba a kodold génszakasz teljes kivagddasat
eredményezi, ami a CYP2D6 enzim teljes hidnydhoz vezet (Gaedigk et al., 1991). A teljes gén
delécié gyakorisiga 4-6 % a kaukazusi populdcidban (2. tablazat). A teljes génhidny mellett
CYP2D6 gén duplikiciot, vagy sokszorozédast is leirtak, ami az ultra-gyors metabolizalé
fenotipus kialakuldsaért felelGs.

A felsorolt génhibdk megléte alapjan a betegek a gyenge, az dtlagos, az extenziv és az
ultra-gyors metabolizdl6 fenotipus csoportba sorolhatok be. Azon egyének, akik homozigéta
mutdns genotipusiak a CYP2D6*3, CYP2D6*4, CYP2D6*5, vagy CYP2D6*6 génhibdk
tekintetében, illetve ha mindkét allélon jelen van a fenti muticidk valamelyike (nem

expresszdlédik réluk egyaltalin miikodOképes enzim), a gyenge metabolizdlé fenotipusd

21



csoportba tartoznak. A heterozigéta egyének, akiknél csak az egyik allélrél termelddik
mikodoképes enzim, az dtlagos metabolizdlok kozé, mig akiknél mindkét allélrdl
expresszalédik mikodo képes CYP2D6 enzim, az extenziv metabolizdl6 fenotipust csoportba
tartoznak. Ultra-gyors metabolizdlok azok a személyek, akiknél génsokszorozddds miatt
ketténél tobb CYP2D6 génrdl expresszalodik miikodoképes enzim fehérje. A dextrometorfan
egy altato-kabitészer szintetikus analdgja, a gydgyszer maga egy vény nélkill kaphat6
kohogéscsillapitd. Emberben a dextrometorfan vagy véltozatlan formdban, vagy a dextrorfan
alakjaban iiriil, ami egy farmakoldgiailag aktiv metabolit (Dayer et al., 1989). Azért érdemes a
dextrometorfant (O-demetilacié) megemliteni, mert széles korben alkalmazzdk proba

szubsztratként in vivo és in vitro CYP2D6 fenotipus, illetve enzim aktivitds vizsgalatoknal.

A CYP2D6*3, CYP2D6*4, CYP2D6*5 és CYP2D6*6 génhibdk klinikai kovetkezményei

A  CYP2D6*3, CYP2D6*4, CYP2D6*5 ¢és CYP2D6*6 génhibdk teljes
aktivitdsvesztést, vagy enzimhidnyt (génhidny kovetkeztében) okoznak, ami a dextrometorfan
metabolizmusédn kiviil szdmos egyéb gydgyszer lebontdséra is jelentds hatdssal vannak (5.
tablazat).

Az 6sszes triciklusos antidepresszins egy dibenzapin (triciklusos) magot tartalmaz. A
CYP2D6, illetve CYP2C19 enzimek intenziven demetilezik a tercier amin triciklusos
antidepresszansokat szekunder aminokkd. Mind a tercier, mind a szekunder aminok aktivak.
amelyet foként a CYP2D6 enzim katalizdl, majd glukuroniddléodnak (Breyer-Pfaff et al.,
1997; Zhou et al., 2009). A triciklusos antidepresszdnsok egy masik metabolikus ttvonala
(mind a szekunder, mind a tercier aminok esetében) a benzil-gyliri hidroxilezése, amit szintén
a CYP2D6 enzim végez. A CYP2D6 gyenge metabolizalok szekunder, vagy tercier
aminokkal valé egyszeri kezelése sordn az anyavegyiilet vérplazma AUC értéke 2-8-szorosa
az atlagos metabolizakndl tapasztalhatonak, sot az aktiv metabolitok is felhalmozdédhatnak,
mert tovabbalakuldsukért is a CYP2D6 enzim a felelés (Zhou et al., 2009). igy a gyenge
metabolizalokndl mar alacsonyabb ddzissal is elérhetd a terdpids hatds. A toxicitds veszélye
igazdn akkor 4ll fenn, ha a betegnél a CYP2D6 csokkent mikddése mellett a CYP2C19 is
gyenge metabolizdl6 fenotipusként jelentkezik.

A legfontosabb szerotonin visszavételt gatlé hatéanyagok a citalopram, a fluoxetin, a
sertralin €s a paroxetin (2.4.2. fejezet), metabolizmusukban féleg a CYP2D6 és a CYP2C19
enzimek, €s kisebb mértékben a CYP2C9 és a CYP3A4 is részt vesz. A citalopram féleg N-
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dezmetilcitaloprammd alakul (csak részleges CYP2D6 részvétellel), majd egy ujabb
demetildlédas utdn didezmetilcitalopram (foként a CYP2D6 katalizélja) képzédik. A CYP2D6
enzim a citalopramot citalopram N-oxidd4 is alakitja (Rao et al., 2007). A fluoxetin N-
demetilezését a CYP2D6, CYP2C19 és CYP3A4 enzim végzi, majd a rikévetkezd O-
dealkilaciot a CYP2C19 és CYP3A4 enzimek katalizaljak (Margolis et al., 2000; Zhou et al,
2009). A paroxetin metiléndioxi csoportjdnak demetilezését f0ként a CYP2D6 enzim végzi
(Bloomer et al., 1992). A szerotonin visszavételt gitlok elébb-utébb telitik a CYP2D6
enzimet, ezért a telitési koncentracio elérése utan a metabolizmust mas CYP enzimek veszik
at. A CYP2D6 gyenge metabolizdlokndl a CYP2D6 telitése mar kisebb koncentraciénal
bekovetkezik. Osszegezve, a szerotonin visszavételt gatlé gydgyszerek metabolizmusit nem
kizarélag a CYP2D6 végzi, ezért a CYP2D6 genotipus ugyan befolydsolja a hatéanyagok
inaktivaldsat, mégis a teljes eliminidcidban egyéb CYP enzimek is szerephez jutnak. Ultra-
gyors metabolizalok bevondsdval viszonylag kevés vizsgilat tortént, azonban a gyorsabb
gyogyszer kiliriilés miatt sziikség lehet a dézis emelésére a terdpids hatds eléréséhez.

A CYP2D6 szerepe ismeretes egyes, az antipszichotikumok kozé tartozo
gyogyszerhatéanyagok (klorpromazin, perfenazin, risperidon, aripiprazol) lebontdsdban
(Urichuk et al., 2008; Swainston Harrison et al, 2004). A klorpromazin aktiv 7-hidroxi
metabolittd torténd atalakitdsat elsdsorban a CYP2D6 enzim végzi (Yoshii et al., 2000). A
risperidon egy atipusos antipszichotikum, 9-hidroxi-risperidonna torténd metabolizmusat
foként a CYP2D6 és kisebb mértékben a CYP3A4 enzim katalizalja (Yasui-Furukori et al.,
2001). A f6 metabolit, a 9-hidroxi-risperidon farmakoldgiai aktivitisa megegyezik az
anyavegyiiletével, dopamin receptor affinitisuk hasonlé. Mivel a 9-hidroxi metabolit
aktivitdsa hasonl6 a risperidonhoz, a hatds szempontjabdl szignifikans klinikai jelentdsége
nincs a CYP2D6 polimorfizmusnak. A perfenazin N-dezalkil perfenazinni, perfenazin
szulfoxidda és 7-hidroxi-perfenazinnd torténd datalakuldsat els6sorban a CYP2D6 enzim
katalizdlja, igy a perfenazin metabolizmusidnak mértéke szoros Osszefiiggésben van a
CYP2D6 polimorfizmussal (Olesen et al., 2000; Zhou et al., 2009). Az aripriprazol egy
atipusos antipszichotikum a felnétt kori szkizofrénia kezelésére (Swainston Harrison et al.,
2004). F6 metabolitja a dehidroaripriprazol, aminek szintén van affinitisa a dopamin D2
receptorokhoz, farmakoldgiai aktivitdsa hasonl6 az anyavegyiiletéhez. A dehidroaripriprazol
képzddést elsésorban a CYP2D6 és CYP3A4 enzimek Kkatalizdljadk. Szdmos klinikai
tanulmany igazolta, hogy a CYP2D6 genotipus befolydsolja az aripriprazol ’clearance’-t
(Zhou et al., 2009), de mivel a f6 metabolit is rendelkezik farmakoldgiai hatdssal, dltaldaban

nem volt sziikség dézismddositasra a CYP2D6 gyenge metabolizalé betegeknél.
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Elsésorban a CYP2D6 enzim katalizdlja a B-adenoreceptor gatlok kozé tartozo,
bufuralol (Mautz et al., 1995), karvedilol (Oldham et al., 1997) és metoprolol metabolizmusat
(Belpaire et al., 1998). Mig a bisoprolol metabolizmusédban kisebb mértékben vesz részt a
CYP2D6 (5. tdblazat). In vitro vizsgidlatokban a bufuralolt CYP2D6-szelektiv préoba
szubsztratként hasznaljak (Dayer et al., 1984; Gut et al., 1986; Zho et al., 2009), ugyanis fo
metabolitja az 1’-hidroxibufuralol képzédése a CYP2D6 enzim aktivitds jellemzésére
alkalmas. A bufuralol - 1’-hidroxibufuralol atalakulds mértéke jelentdsen alacsonyabb a
CYP2D6 gyenge metabolizdlokndl (Carcillo et al., 2003). A metoprolol egy kardio-szelektiv
Bi-blokkold, amit magas vérnyomds, angina pectoris €s szivritmuszavar kezelésére
haszndlnak. A gyogyszer racemat formdban van forgalomban, de az S-enantiomer [,
adenoreceptorhoz val6 affinitdsa 500-szor magasabb, mint az R-enantiomeré. A metoprolol a-
hidroxilacion (a beadott dézis 10 %-a), O-demetilacion (a beadott ddzis 65 %-a) és N-
demetilacion (a beadott d6zis <10 %-a) megy keresztiil (Zhou et al., 2009). Az a-hidroxilaciét
zommel a CYP2D6 enzim katalizdlja, mig az O-demetilaciot a CYP2D6 és CYP3A4 enzimek
is végzik (Johnson et al., 1996; Otton et al., 1988). Mindent egybevetve a CYP2D6 70-80 %-
ban felelds a metoprolol metabolizmuséaért. Egyszeri gyogyszer adagolds sordn 4-6-szor
magasabb AUC értéket tapasztaltak a CYP2D6 gyenge metabolizalokndl (Hamelin et al.,
2000; Zhou et al., 2009), mig ismételt adagolast kdvetden 3-4-szer magasabb AUC volt
jellemz6 a gyenge metabolizalé egyéneknél (Lennard et al., 1982). Ezzel szemben ultra-gyors
metabolizdlokndl csak 2-szeres dozis alkalmazdsdval érhetd el az extenziv metabolizal6knal
tapasztalt vér koncentracié (Kirchheiner et al., 2004). CYP2D6 gyenge metabolizdloknal a
nem-kivant mellékhatasok kialakuldsdnak kockazata 5-szor nagyobb, mint a tobbi fenotipus
csoportnal (Wuttke et al., 2002). Bijl és mtsai (2009) egy nagy mintaszdmui munkaban (1533
beteg) megvizsgaltdk, hogy a CYP2D6*4 mutins allél jelenléte mennyire befolydsolja a
vérnyomast és a pulzust metoprolol kezelés alatt 4ll6 betegeknél. A CYP2D6*4/%4
homozigéta mutdns genotipusi egyéneknél nétt a bradycardia eléforduldsanak veszélye a
metoprolol kezelés hatdsara.

A szivritmust szabdlyzé gydgyszereket ion csatorndkra gyakorolt hatdsuk alapjan
szoktdk csoportositani (Vaughan William-féle csoportositds) (Zhou et al., 2009). Az I-es
csoportba tartozik a spartein, cibenzolin, enkainid, flekainid, mexiletin, propafenon é&s
aprindin. Az I-es csoport vegyiiletei natrium csatornablokkoldk. A Il-es csoportba tartoznak a
B-blokkoldk (5. tdblazat), amiket fentebb madr targyaltunk részletesebben. A szivritmus
szabdlyz6 gyogyszerek Ill-as csoportjdba tartoznak a kiilonbozé kalium ioncsatorna

blokkolok, mint péld4ul az amiodaron, bretilium tozilat, bunaftin, ibutilid és sotalol. Végiil a
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IV-es csoport tagjai, a verapamil és a diltiazem (Sharma, 2007), kdlcium csatorna blokkold
hatdstiak. A szivritmust szabalyzo gyogyszerekre éltaldban szlik terdpids index jellemzd és
kozvetlen kapcsolat van a farmakoldgiai aktivitdsuk és a szabad plazma koncentracié kozott.
Legtobbjiik intenziven metabolizalddik és gyakorta farmakoldgiailag aktiv metabolittd alakul
(Mehvar et al., 2002; Zhou et al., 2009; Klotz, 2007). A CYP2D6 elsésorban az la (spartein:
Ebner et al., 1995; és cibenzolin: Niwa et al., 2000), az Ib (aprindin: Ebner et al., 1993) és az
Ic (propafenon: Botsch et al., 1993; Kroemer et al.,1991, valamint enkainid: Funck-Brentano
et al., 1992; és flekainid: Zhou et al., 2009) csoportba tartozd szivritmust szabalyzé
gyogyszerek metabolizmusat katalizdlja. A CYP2D6 polimorfizmus nagymértékben
befolyasolja ezen vegyiiletek metabolizmusat, amely jelentdsebb klinikai kdvetkezményekkel

is jarhat.

2.4.4. CYP3A enzimek és a klinikai jelentoséggel biré génhibaik

6. tablazat: Fobb CYP3A szubsztratok

Szubsztratok*

Antipszichotikumok: klonazepam, klozapin, haloperidol, olanzapin, aripriprazol,

kvetiapin

Benzodiazepinek: midazolam, triazolam, alprazolam, estazolam, adinazolam

Antiepileptikumok: karbamazepin

Immunszupresszansok: ciklosporin A, takrolimusz, everolimusz, szirolimusz,

mikofenolsav

Makrolid tipusu antibiotikumok: eritromicin, klaritromicin

Sztatinok: atorvasztatin, rozuvasztatin

Vérnyomascsokkentd: nifedipin

*Zhou et al, 2009

A CYP3A4-nek eddigi ismereteink szerint nincs klinikai jelentéséggel biré génhibija,
ezzel szemben a CYP3AS polimorfizmusa jelentds. A m4j teljes CYP3A enzim készletének
zomét a CYP3A4, mig mindossze 7-8 %-at a CYP3AS teszi ki (Zhou et al., 2008; Thompson
et al.,, 2004). A CYP3A4 enzim nagyon sokféle, szerkezetileg igen eltérd vegyiiletet képes
metabolizalni. Az enzim igen flexibilis, ezért jelentOsen eltéréd molekula tomegil vegyiileteket
is képes 4talakitani a metyrapontdl (226 dalton) kezdve a ciklosporinig (1203 dalton) (Zhou et
al., 2008; Zhou et al., 2009). A 6. tablazatban a teljesség igénye nélkiil feltiintettem néhany
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jelentésebb CYP3A szubsztratot. A CYP3AS enzim szerkezete igen hasonlé a CYP3A4-hez,
ezért szubsztrat spektrumuk is jelentdsen atfed.

A kaukdzusi populdcidban a CYP3A5 génhibdk koziil a CYP3A5*3 muticié a
leggyakoribb, amelynek drasztikus kdvetkezménye van, ugyanis a mitkodoképes enzim teljes
hidnyat okozza. A CYP3A5*3 mutaciéo egy A>G cserét jelent a CYP3AS5 gén 3. intron
szakaszdn. A génhiba egy splicing rendellenességet okoz, ami teljes enzimhidnyt eredményez.
Az eurdpai fehér populacidkban az egyének tobb mint 90 %-a mindkét allélon CYP3AS5*3
mutéiciot hordoz (2. tablazat), azaz az atlag eurdpai emberben nem fejezddik ki a CYP3AS
enzim. A CYP3A5%*3 mutacié gyakorisdga az afrikai-amerikai populdciéban 50 % koriil van,
mig az dzsiai populacidoban 70 %-o0s. Egyes feltevések szerint az evolicid sordn a CYP3AS
enzimre nem volt kiilonosebb sziikség, ezért egyre inkdbb elterjedhetett a CYP3AS5*3
génhiba. Ismeretes, hogy a CYP3AS enzim eldsegiti a s6 €s viz visszatartast és ezzel biztositja
a megfeleld s6-viz héaztartast (Thompson et al., 2004). Az Egyenlitdhoz kozel €16 emberek
(afrikai populdcid) jobban ki vannak téve a napsugdrzdsnak és a melegnek, ezért 1ényegesebb
a mikodOképes CYP3AS enzim jelenléte, ami hozzdjarul a megfeleld s6-viz haztartds
fenntartdsahoz, ezaltal csokken a nem megfeleld sé-viz visszatartds miatt fellépd magas
vérnyomds kockazata (Thompson et al., 2004). A hidegebb éghajlaton erre kevésbé volt
sziikség, ezért az evolicid sordn az Egyenlitétdl tdvolabb laké populdcidkban jobban
elterjedhetett a CYP3AS5*3 mutacid.

A CYP3A enzimek a legtobb gyogyszer (6. tablazat), - beleértve az
immunszuppresszans gyogyszereket is (takrolimusz, ciklosporin A, everolimusz, szirolimusz,
mikofenolat), - metabolizmusdban meghatarozé szerepet toltenek be. Mivel a CYP3A4 és
CYP3AS enzimek szubsztritjai nagymértékben megegyeznek, azon betegeknél, akiknél
CYP3AS enzim is aktivan jelen van, a CYP3A szubsztratok gyorsabban metabolizalodnak,
ami megkivanhatja a napi dozis megemelését (Zheng et al., 2003). Ez a takrolimusz
metabolizmusra fokozottan jellemzo, mert ismert, hogy a CYP3AS enzim még intenzivebben

alakitja 4t a takrolimuszt, mint a CYP3A4 (Dai et al., 2006).

2.5. A CYP enzim aktivitasra haté egyéb, nem genetikai faktorok jelentosége

A gybgyszeres terdpia sordn tobb gyodgyszer egyiittes alkalmazasa mellett fellépd
gyogyszer-kolcsonhatdsoknak lehetnek farmakodindmids és farmakokinetikai (metabolikus)
okai. A metabolikus gyogyszer-interakciok hétterében a xenobiotikumok lebontdsdban

szerepet jatszo enzimek genetikai hdttere (lasd el6zd fejezetek), indukcidja vagy gétlasa
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(miikodésének csokkenése, vagy megsziinése) is dllhat. A CYP enzimek kifejezddését kiilsd
(gybgyszeres kezelés, dohanyzds, alkoholfogyasztds), illetve belsdé tényezOk (nem, kor,
hormondlis dllapot valtozds, betegségek) is befolyasolhatjdk.

Indukci6 hatdsdra né a CYP enzimek expresszidjdnak mértéke, aminek kovetkeztében
az enzimszint, illetve az enzim aktvitds is megnovekedik. Xenobiotikumok, vagy egyes
endogén anyagok (hormonok, citokinek, interleukinek) hatdsara bekdvetkezd fokozott mRINS
kifejez0dés altalaban valamely nuklearis receptor aktivacidjaval jon 1étre (7. tablazat). A
receptorok moduldris szerkezetliek, tobbféle kotohelyet tartalmaznak: DNS-kotohely,
ligandkotéhely, ko-regulator kétohely. Az induktor kdzvetleniil vagy szignal transzdukcidval
aktivdlja a nukledris receptort, amely a megfelelé dimerizacids partnerhez kapcsolddva
(homo- vagy heterodimer képzddés) kotddik az adott gén prométer régidjaban 1évo nukledris
receptor kotd helyre és az adott CYP gén transzkripcidjat indukdlja. A nukledris receptor a
CYP gén promoéterében az ismétldd0 AGGTCA szekvencidhoz kotddik. Az ismétlddd
szekvencidkat 1-7 nukleotid valasztja el és irdnyultsdgit tekintve lehet egyirdnyu (direct
repeat, DR), forditott (everted repeat, ER) és ellentétes (inverted repeat, IR) (Honkakosdi et
al, 2000; Monostory et al., 2008) (2. dbra). A nukledris receptorokon kiviil szimos més faktor
(ko-represszor, ko-aktivator, hiszton-acetilaz) is sziikséges a  transzkripcidhoz. Ezek
funkcigja eltéré lehet: moédosithatjdk a gén 4tirédasat, teljes gatlast, illetve aktivalds
fokozddast hozhatnak létre. A génszakaszra gyakorolt eredd hatds az induktor, a nukledris
receptor, a hozza kapcsolodd dimerizacids partner, valamint a kofaktorok Osszhatdsanak a
fiiggvénye. Az eddig targyalt val6di indukcidval szemben 1étezik l14tszélagos indukci6 is, ahol
a testidegen anyagok fokozhatjdk a CYP mRNS, vagy az enzimfehérje stabilitdsat is, amely
ugyancsak a CYP enzim mennyiségi novekedéséhez vezet (Monostory et al., 2008). Az
ugynevezett CYP indukcids vidlasz gyodgyszerinterakciok kovetkeztében alakulhat ki. Az
egyes gyogyszerek kozotti kolcsonhatdsok befolydsolhatjdk a CYP-fiiggd gydgyszer-
metabolizmust, valamint hatdssal lehetnek a xenobiotikumok farmakokinetikai és toxikoldgiai
viselkedésére. A gydgyszeres kezelés soran megemelkedett CYP enzimszintek kdvetkeztében
az adott gydgyszer metabolizmusa fokozddik, emiatt eléfordulhat, hogy vérszintje nem éri el
a terapias koncentraciot, igy a gyogyszerhatds elmaradhat. Ilyen esetekben az adott gydgyszer
dozisat médositani kell, a vérszint idészakonkénti monitorozdsa pedig segithet a megfeleld
dozis bedllitdsdban. Az enzimindukcié 4ltaldban késleltetett hatdsd, doézis-fiiggd és az
indukcids hatds is lassan sziinik meg az induktor vegyiilet eliminédcidja utdn (Handschin et al.,

2003).
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2. abra: A CYP enzimek szabalyozdsanak sematikus dbrdja (Monostory et al., 2008)

A CYPIA gének esetében a reguldld szakaszok négy csoportba oszthatéak (Fujisawa-
Sehara et al, 1987): a BTE (basic transcription element) az alap aktivitasért felel6s szakasz; az
XRE (xenobiotic responsive element) az indukcids hatdsért felelds szekvencia; az NRE
(negative regulatory element) a negativ hatdsért felelés szakasz; a GRE (glucocorticoid
responsive element) az indukcids hatds modositasdért felelés génszakasz. A CYPIAI gén
szamos pozitiv (enhancer) és negativ (silencer) szabdlyoz6 elemet tartalmaz. A CYP1Al
indukcidja els@sorban az aromds szénhidrogén receptor (AhR) aktivdldsaval torténik. Induktor
hidnyaban (alap dllapotban) az AhR szamos fehérjével asszocidalodva (Hsp90-hésokk fehérje,
XAP2: hepatitis B virus X-associated protein, p23) a citoszolban taldlhat6. Az induktor (3-
metilkolantrén; 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin) a receptorhoz k&todik, majd a
citoszolikus AhR komplex disszocidl, és a receptor belép a sejtmagba. A magban az AhR-
induktor komplex heterodimert képez az AhR nukledris transzlokatorral (Arnt), amely
elszéllitja a CYPIAI gén prométerében 1évéo XRE szakaszhoz és ezaltal beinditja, illetve
fokozza a CYPIAI gén transzkripcidjat (Reyes et al., 1992; Matsushita et al., 1993; Tamasi et
al., 2003). Az enzim mennyiségének végtelenségig torténd fokozddasat azonban egy negativ
visszacsatolds megakadalyozza, mert a CYP1Al enzim megjelenése aktivalja az AhR
receptor represszort (AhRR), ami az Arnt-al heterodimert képezve megakaddlyozza a gén
tovabbi transzkripcidjat (Baba et al., 2001; Tamasi et al., 2003).

A CYP2B6 indukcidja elsddlegesen a CAR (constitutive androstan receptor) nukledris
receptoron keresztiil torténik. Az induktor (pl. fenobarbital) kozvetleniil nem kotédik a CAR-
hoz, hanem foszforildciés kaszkdd mechanizmussal egyrészt aktivalodik, mdsrészt belép a
sejtmagba. Ezen kiviil a szabdlyzas torténhet a PXR—on (pregnidn X receptor), és a VDR—on

(D-vitamin receptor) keresztiil is. Az aktivalt CAR, PXR, vagy VDR receptorok heterodimert
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képeznek az RXR-al (retinoid X receptor), és a promdter génszakaszon taldlhaté aktivalo
(enhancer) regidhoz a PBRU-hoz (Phenobarbital-Responsive Enhancer Unit) kotédnek és
ezzel fokozzdk a CYP2B6 gén atirdsat. A glukokortikoidok kdzvetett tton szintén fokozzdk a
CYP2B6 expressziot (Tamadsi et al., 2003; Pascussi et al., 2000).

A CYP2C9 és CYP2CI9 gént szamos olyan vegyiilet indukdlja, amely egyben
induktora a CYP2B6 és CYP3A enzimeknek is (fenobarbitdl, dexametazon, rifampicin). A
CYP2C9 és CYP2C19 indukciéjat legalabb harom receptor kozvetiti: GR (Glucocorticoid
receptor), PXR és CAR. A CYP2C gének prométer régidjaban két aktivald szakasz, a GRE
(glucocorticoid responsive element) és a CAR érzékeny szakasz taldlhat6, amelyet egyrészt a
GR/GR homodimer, masrészt a CAR/RXR és a PXR/RXR heterodimerek hoznak mukodésbe.
E két aktivalo szakasz jelenléte a glukokortikoidok és a testidegen anyagok dltal kivéltott
komplex szabdlyzast jelenti (Gerbal-Chaloin et al., 2001; Gerbal-Chaloin et al., 2002;
Monostory et al., 2008; Tamadsi et al., 2003).

A CYP3A gén legfontosabb szabélyoz6 szakasza a gén prométerében 1évé PXRE
(PXR responsive element), amelyhez kotédo induktor-PXR/RXR komplex véltja ki a CYP3A
indukciét. A maximadlis indukciéhoz azonban sziikséges az XREM (Xenobiotic Responsive
Element) szakasz aktivacidja is. Az induktor-PXR/RXR komplex a PXRE szakaszon kiviil az
XREM szakaszhoz is képes kotddni. Ezen feliil az aktivdlodé CAR/RXR komplex is képes a
CYP3A4 indukciora, bar a f6 indukcids ttvonal az aktivalt PXR/RXR receptor komplexen
keresztiil torténik (Pacussi et al., 2000; Pascussi et al., 2001, Tamasi et al., 2003). Az indukcid
a glukokortikoid receptoron keresztiil is megval6sulhat, a GR homodimert képez, és a GRE
szakaszhoz kotédik. A glukokortikoidok (pl. dexametazon) kis koncentraciéban (0,1 uM) a
GR-on keresztiil fejtik ki hatdsukat, nagyobb koncentrdcidoban (1 uM) azonban a PXR-t is
aktivaljak. Ehhez jarul még hozz4a, hogy a dexametazon szubmikromolos koncentracidban az
RXR és a PXR expressziéjat is fokozza a GR-on keresztiil (Pacussi et al., 2000; Pascussi et
al., 2001). Végiil indukcié6 megvalésulhat a VDR aktivdldsa sordn képzodott VDR/RXR

heterodimeren keresztiil is (Tamasi et al., 2003).
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7. tablazat: Az egyes CYP enzimek indukciéjiban résztvevd nukledris receptorok

CYP enzimek Nuklearis receptorok
CYP1A1/2 AhR
CYP2B6 CAR, PXR
CYP2C9 GR, PXR, CAR
CYP2C19 GR, PXR, CAR
CYP3A4/5 GR, PXR, CAR, VDR

A gybgyszer-interakciok mdsik része az adott hatéanyag metabolizmusédban résztvevo
CYP enzim milkodésének gatlasdra vezethetd vissza. Az enzimgatlds lehet reverzibilis
(kompetitiv és nem kompetitiv), valamint irreverzibilis. A kompetitiv reverzibilis gétlds
esetében a gitld anyag a szubsztrit enzimhez val6é kotddését akaddlyozza meg, ilyenkor a
szubsztrat és az inhibitor kozott versengés jon létre az enzimért (leggyakrabban az enzim
aktiv helyéért). A kompetitiv inhibitor csokkenti az enzim-szubsztrat komplex kialakuldsat az
adott szubsztrat koncentraciondl. A nem kompetitiv reverzibilis gatlasnal a gatlé anyag nem
az enzim aktiv centrumdhoz, hanem valamely a katalizisben szerepet jitszd csoporthoz
kotodik, vagy egyéb moddon akadilyozza meg az enzimatikus katalizist. Az irreverzibilis,
vagy mechanizmus alapd gatlds sordn a gatldszer a gatld hatdsat enzimatikus atalakitds utdn
nyeri el. Az inhibitor az enzim szubsztrat-koté zsebéhez kotddik, ezt kovetden atalakul, és a
metabolitja fejti ki a gatlohatast.

A kéros gydgyszer-kolcsonhatasok elkeriiléséhez a genetikai hattér mellett (1asd el6z6
fejezetek) ismerni kell a CYP enzimek szerepét a gyogyszer hatéanyagok metabolizmusdban
(3-6. tablazat), a CYP enzimek induktorait, illetve inhibitorait (8. tdblazat). A gydgyszer-
metabolizmusban meghatarozé szerepet jatsz6 CYP enzimek azonositasaval, a gyogyszer-

kolcsonhatasok feltarasaval szamos mellékhatas kikiiszobolheto.

8. tablazat: A gydgyszer-metabolizmusban szerepet jatszo CYP enzimek szelektiv inhibitorai
és induktorai

CYP enzim Inhibitorok Indukalé agensek
o-naftoflavon, 3-metilkolantrén, -
CYP1A2
furafillin naftoflavon
CYP2B6 tiotepa rifampicin, fenobarbitél
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rifampicin, fenobarbital,
CYP2C9 szulfafenazol
dexametazon
tranilcipromin, rifampicin, fenobarbital,
CYP2C19 ) o
ticlopidin, omeprazol dexametazon
CYP2D6 fluoxetin, kinidin nem indukalhatd
rifampicin, fenobarbital,
CYP3A4 ketokonazol
dexametazon
rifampicin, fenobarbital,
CYP3AS ketokonazol
dexametazon

2.6. A gyogyszer-lebonté képesség meghatarozasa

A gybgyszer lebonté képesség tobb szinten vizsgilhatd: i) a gyégyszer normalizalt
vérkoncentracidjdnak (gydgyszer vérszint / dozis * testsuly), ii) az egyes CYP enzimek
specifikus aktivitdsdnak, iii) a CYP expresszi6 mértékének meghatirozdsival, iv) illetve a
CYP génhibdk azonositdsaval. Bizonyos esetekben (pl. sziik terdpids tartomanyd gydgyszerek
alkalmazdsa sordn) a gyégyszer beaddsa utdn az id6 fiiggvényében mérik a vérkoncentraciot
és meghatdarozzdk az AUC, vagy clearance értékeket. Gyenge metabolizdldk esetében az adott
gyogyszer AUC értéke nagyobb, mig clearance értéke kisebb, mint az dtlagos metabolizald
fenotipusi egyének esetében. Az extenziv, vagy ultra-gyors metabolizdlé fenotipusi
csoportokndl kisebb AUC, illetve nagyobb clearance értékek a jellemzdek. Ismételt gydgyszer
bevételt kovetden kialakult steady state dllapotban végzett méréseknél kisebbek lehetnek a
kiilonbségek az AUC, illetve clearance értékek kozott a kiillonb6z6 fenotipusu csoportokban
(Zhou et al., 2009). A mddszer hétranya, hogy rendkiviil idéigényes és koltséges.

A szervezet gydgyszer-metabolizalé kapacitdsa bizonyos egyszerlsitések utdn becsiilhetd. A
maj gyogyszer-lebontd képességébdl kovetkeztethetiink a szervezet gydgyszer-metabolizald
kapacitasara, mivel a gydgyszer-metabolizmus els6sorban a méjban zajlik, és csak kisebb
mértékben mds szervekben, szovetekben (bél, vese, agy). A mdj gydgyszer-metabolizald
képességét elsédlegesen a CYP enzimek mennyisége és aktivitisa hatdrozza meg. A
gyogyszer-metabolizmusban legjelentésebb CYP enzimek a CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19,
CYP2D6 és CYP3A4/5. Az in vitro CYP enzimaktivitds vizsgdlatokat CYP szelektiv
szubsztrdtok metabolizmusidnak meghatdrozasdval végzik. CYP szelektiv szubsztratok

alkalmazasdval mdj mikroszoma frakcidban meghatdrozhaté az adott enzim aktivitdsa, ami
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kozvetlen informéciét nydjt az adott egyén gyodgyszer-lebontd kapacitdsarél. A moddszer
hatrdnya, hogy nagy mennyiségli méjszovetre van sziikkség a megfeleld mennyiségi
mikroszéma frakcié kinyeréséhez. A metodika tehdt a klinikkumban nem alkalmazhat6é a
gyogyszer-metabolizal6 kapacitds meghatdrozdsara.

A gybgyszer-lebontd képesség meghatiarozdsara idedlisabb mddszernek tiinik a gén
expresszids vizsgdlatok konbindcidja farmakogenetikai vizsgélatokkal. A farmakogenetikai
vizsgélatok sordn a genomidlis DNS-bOl kimutathaték a klinikai jelent6séggel bir6 CYP
génhibak (2.4. fejezet). A farmakogenetikai vizsgalatok metodikailag egyszeriiek, érzékenyek,
és oridsi elonyiik, hogy elvégezhetok a periférids vérbol. Farmakogenetikai vizsgalatokat
elegendd egyszer egy életben elvégezni, hiszen a DNS-ben taldlhaté génhibak valtozatlanok.
A DNS-muticiok meghatdrozdsa azonban csak egy eldzetes becslést ad az egyének
gyogyszer-metabolizal6 kapacitdsaval kapcsolatban. Ugyanis a gydgyszer-metabolizmusban
szerepet jatszo CYP gének kifejez6dését kiilso és belsd tényezdk befolydsolhatjdk. A CYP gén
expresszid és enzim aktivitds mértéke idordl-idére valtozhat, igy sziikségessé valhat a
vizsgélatok ismételt elvégzése.

A  md gyoégyszer-lebonté képességét jellemzé CYP  enzimaktivitdsokra
kovetkeztethetiink a mdjban levd relativ. mRNS mennyiségb6l abban az esetben, ha a
hepatikus CYP enzimaktivitds és a méjban mérhetd CYP mRNS szintek kozott szoros
korrelacié van. A CYP génexpresszios vizsgalatok kvantitativ RT-PCR (real-time PCR)
technikdval torténnek, ami egy rendkiviil érzékeny mddszer, lényegesen kisebb a
szovetigénye, mint a CYP enzimaktivitdis méréseknek. A mdaj CYP mRNS szintek mar egy
tlibiopszidval nyert szovetbdl is konnyen meghatarozhatok. A mdj biopszia vétel azonban
kockazatos, ezért a gyogyszer lebontd kapacitds meghatidrozdsara még kedvezobb mddszer
lehetne, ha a vér, vagy a fehérvérsejtek relativ mRNS szintje tiikkrozné a ma CYP
enzimaktivitdsait. Ugyanis egy egyszerii vérvétel utin a CYP mRNS szintek alapjan
nyerhetiink informdciét a mdj gyogyszer-lebonté képességérl. Az irodalomban tobb
prébalkozas is tortént, azonban nem taldltak szoros Osszefiiggéseket a méajban levé CYP
enzim aktivitds, és a periférids vérben levd CYP mRNS mennyiségek kozott (Finnstrom et al.,

2001; Nowakowski et al., 2002; Koch et al., 2002; Furukawa et al., 2004; Lee et al., 2010).
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3. Célkitiizések

A jelen munka célja egy tobblépcsds diagnosztikai rendszer kialakitdsa volt a CYP-
fenotipizdlas, illetve a CYP-genotipizalds kombindldsaval, amivel teljesebb képet kaphatunk

egy beteg gydgyszer-metabolizald képességérol.

» A gybgyszer-metabolizalé képesség jellemzésére alkalmas diagnosztikai rendszer
egyfel6l a DNS analizissel megdllapithaté génhibdk kimutatdsan alapul (CYP-
genotipizdlds). A gyogyszer-metabolizmus szempontjabdl jelentés CYP enzimek
(CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 és CYP3A5) génjeiben olyan muticidk kimutatdsara
koncentréltunk, amelyek csokkent mitkodd képességli, vagy teljesen inaktiv enzimet
eredményeznek, illetve teljes enzimhidnyt okoznak és a kaukdzusi (fehér)
populdciéban  viszonylag gyakran eléfordulnak (CYP2C9*2, CYP2C9*3,
CYP2C19%2, CYP2C19*3, CYP2D6*3, CYP2D6*4, CYP2D6*6, CYP3AS5*3).

» Mivel a CYP enzimek aktivitdsa és expresszidja idorél-idore valtozhat, az aktudlis
gyogyszer-lebontd képesség meghatarozasat céloztuk meg olyan esetekben is, amikor
CYP génhiba nem volt kimutathaté a betegeknél (CYP-fenotipizdlds). Ezért a
gyogyszer-metabolizmus szempontjabdl fontos CYP enzimek (CYP1A2, CYP2B6,
CYP2CY9, CYP2C19, CYP2D6 ¢és CYP3A4) aktivitdsat és expresszidjat is
meghatédroztuk.

» Az aktualis gyogyszer-metabolizdlo képesség becslésére leginkabb alkalmas CYP
enzimaktivitds mérések majszoveten elvégezhetdk, azonban célunk volt a klinikumban
is rutinszerlien alkalmazhaté moédszer kidolgozdsa. Els6 1épcsdben Osszevetettiik a
majban mérhetd specifikus CYP enzimaktivitds ért€ékeket a md CYP mRNS
szintjeivel. A CYP expresszié6 meghatdrozdsdhoz sziikséges méjszovet tlibiopszidval
nyerhetd, azonban a mintavétel bonyolult és kockdzatos, ezért 1ényeges, hogy a mjj
gyogyszer-lebont kapacitdsit konnyebben hozzaférhetd mintdbol, pl. periférids
vérbdl is meg tudjuk hatdrozni. A CYP expresszi6 meghatdrozdsira a vér alakos
elemei koziil a leukocitdk a legalkalmasabbak, mert az érett vorosvértestekben mar
nincs jelen a sejtmag, vagyis a kiillonb6z6 gének mRNS szintje legjobb esetben is csak
a sejtmag kilokddése elétti allapotot mutatja. Osszevetettiik a fehérvérsejtekben levd

CYP expresszié mértékét a m4j specifikus CYP enzimaktivitdsaival.
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A kaukdzusi (fehér) populdcidhoz tartozé magyarorszdgi donoroknal meghataroztuk a
CYP1A2, CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 és CYP3A4 enzimaktivitdsokat és
megvizsgiltuk az egyes CYP aktivitdsok gyakorisidgi eloszldsit. Majd a mdjban
mérhetd CYP aktivitdsok és a méjban, illetve fehérvérsejtekben meghatarozhaté6 CYP
mRNS szintek 0sszevetésére korrelacids analizist végeztiink.

A CYP-genotipizélds és CYP-fenotipizdlds eredményeinek egyiittes értékelésével
meghatdroztuk a majdonorok gyogyszer-lebonté képességét gyenge, atlagos, vagy
extenziv metabolizal6 fenotipusu csoportba sorolva 6ket. Az egyes csoportok kozti
hatarértékek alapjan a betegek gyogyszer-lebont6 képessége is mindsitheto.

Tovabbi célunk a gydgyszer-metabolizmusban résztvevd egyes CYP enzimek allél és
genotipus, valamint fenotipus gyakorisdgainak meghatdrozasa és a genotipizdlds sordn
kapott allél gyakorisdgok Osszevetése az irodalomban leirt, kaukdzusi (fehér)
populdcidkra vonatkoz6 adatokkal. Az elemzést madjdonorok, illetve betegek
vérmintdibol végeztiik el.

A CYP génhibdk meghatirozdsira szolgdlé moédszerek megbizhatosiga mellett a
koltségminimalizéldsra is torekedtiink. A koltségesebb hidrolizis SNP (Single
Nucleotide Polimorphism) analizist 6sszevetettilk a koltséghatékonyabb HRM (High

Resolution Melting Curve) analizissel.
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4. Anyagok és modszerek

4.1. A dolgozatban felhasznalt vegyszerek, reagensek

A fenacetin, a marha szérum albumin, a molekuldris bioldgiai tisztasdgi kélium-
hidrogén karbonit és ammoénium klorid, a dinatrium-hidrogén foszfiat, a mefenitoin, a
nifedipin, a midazolam, valamint a tolbutamid és a dextrometorfan a Sigma-Aldrich Chemie
GmbH-t6l (Steinheim, Németorszdg) szdrmaztak. Az acetonitril, az ammoénium-acetat, az
etanol, a Folin-Ciocalteu’s fenol reagens, az izopropanol, a kédlium-klorid, a natrium-klorid, a
kalium-dihidrogén-foszfat, a natrium-hidroxid, a kloroform, a magnézium-klorid, a metanol, a
natrium-karbondt, a natrium-acetdt, a natrium-perklorat és a dietil pirokarbonat (DEPC), a
gliikéz 6-foszfat és a gliikz 6-foszfat dehidrogenaz Merck (Darmstadt, Németorszag) termék
volt. A jégecetet, a kdlium-hidrogén foszfatot, a kdlium-hidroxidot, a NADPH-t, a TRIS (2-
amino-2-hidroximetil-propan-1,3-diol)-t, a sésavat és az EDTA-t (etilén-diamin-tetraecetsav)
a Reanaltdl (Budapest) vasaroltuk. Minden egyéb reagens a Mercktol és a Reanal-t6l

szarmazott.

4.2. Majszovet, illetve vérmintak

Munkank soran 164 szervdonor vér és mdj mintdjat hasznaltuk fel vizsgalatainkhoz, a
mintdk a Semmelweis Egyetem Transzplanticiés és Sebészeti Klinikdjarél (Budapest)
szdrmaztak. 146 donor méija nem keriilt beiiltetésre, 18 esetben a maj egy része beiiltetésre
keriilt, a maradék szegmentet hasznaltuk fel kisérleteinkhez. A médjszovet donorok
demografiai adatai: férfi/n6 ardny 91/73, életkor 3-t6l 74 évig terjedt (43,4 + 14,46 év) és a
haldl oka rendszerint koponyaliri vérzés (65,2 %), illetve agyveldi ziz6das volt (34,8 %). A
majszovetet olyan hemodinamikailag stabil agyhalottakbdl tavolitottdk el, akik még normalis
méjfunkciés paraméterekkel rendelkeztek. A mdj- és vérmintdk hiitve érkeztek
laboratériumunkba. Az MTA Természettudomanyi Kutatokozpont Metabolikus Gyoégyszer-
kolcsonhatdsok Laboratériuma rendelkezik a Tudoményos és Kutatdsetikai Bizottsdg
engedélyével human vér é€s mdjszovet tudomanyos célbdl torténd felhasznalasihoz.

A betegek vérmintdit egyiittmiikodési megallapodas alapjan az alabbi kérhazaktol
kaptuk:

*  Semmelweis Egyetem, Transzplanticiés és Sebészeti Klinika (vesetranszplantalt
betegek)

¢ Szent Laszl6 Korhaz, Csontveld Transzplantacids Osztaly (leukémids gyermekek)
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*  Semmelweis Egyetem, Pszichidtriai és Pszichoterdpids Klinika (szkizofrén és egyéb
pszichdzisban szenvedd betegek)

¢ Heim Pal Gyermekkérhdz Madardsz utcai Kérhdza (epilepszids betegek)

e Fejér Megyei Szent Gyorgy Korhdz Székesfehérvar (médjkarosoddsban szenvedd
betegek)

* Semmelweis Egyetem, II. Gyermekklinika (daganatos betegségekben szenvedd
gyermekek)

* Gottsegen Gyorgy Orszagos Kardioldgiai Intézet (szivtranszplantélt gyermekek)

4.3. A mikroszoma preparalas menete

A specifikus CYP enzimaktivitds vizsgdlatokat kadaver huméan méjszévetbol preparalt
mikroszéma frakcidval végeztiik. A kadaver human méjszovetet (kb. 20 g) 154 mM KCl-ot
és 1 mM EDTA-t tartalmazé 0,1 M Tris-HCl (pH=7,4) pufferben homogenizaltuk. A
homogenizitumot 4°C-on 30 percig 10.000xg-vel centrifugéltuk. A feliilliszobol (S9 frakcid)
ultracentrifugéldssal nyerhetd ki a mikroszoma frakcié (van der Hoeven et al., 1974). Az S9
frakciot 105.000xg-vel egy Ordig centrifugdltuk, majd a feliildszét (citoplazma fazis)
eltavolitottuk, és a mikroszomat tartalmazé csapadékot mostuk (pufferben szuszpendaltuk és
még egy Ordig centrifugdltuk 105.000xg-vel). A centrifugdldst kdvetéen a csapadékokat
Osszegyljtottiik, szuszpenzidt készitettiink és -80°C-on taroltuk. A mdj mikroszéma frakcid

teljes fehérje tartalmat a Lowry és mtsai (1951) éltal lefrt mddszerrel hataroztuk meg.

4.4. Specifikus CYP enzimaktivitas meghatarozas

A specifikus enzimaktivitds mérések sordn a kovetkezd, irodalombdl ismert
modszereket alkalmaztuk: CYP1A2 - fenacetin O-deetilezés (Butler et al., 1989); CYP2B6 -
mefenitoin N-demetilezés (Heyn et al., 1996); CYP2C9 - tolbutamid 4-hidroxilezés (Miners
et al., 1996); CYP2C19 - mefenitoin 4’-hidroxilezés (Srivastava et al., 1991); CYP2D6 -
dextrometorphan O-demetilezés (Kronbach et al., 1987); CYP3A4/5 - midazolam 1’- és 4-
hidroxilezés (Kronbach et al., 1989) és nifedipin oxiddlds (Guengerich et al., 1986) (3-8.
abra). Az inkubdcios elegy Osszetétele: NADPH-generdl6 rendszer (1 mM NADPH, 5 mM
MgCl,, 10 mM gliikéz 6-foszfat, 2 egység /ml gliikkoz 6-foszfat-dehidrogenaz), human maéj
mikroszéma, valamint a kiilonbozé CYP szelektiv szubsztratok. Az inkubdlast 37°C-on, 0,1

M TRIS-HCI pufferben (pH=7,4) végeztiik, kivéve a midazolam 1’- és 4-hidroxilezést,
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valamint a nifedipin oxidédldst, melynek sordn 100 mM-os foszfit puffert (pH=7,4)
alkalmaztunk. Az enzimreakciét jéghideg metanollal allitottuk le és a képzddott metabolitok
mennyiségét HPLC-UV (ELITE, LaChrom, Merck), vagy HPLC-MS (Perkin Elmer Series
200 micro LC/AB Sciex 3200 QTRAP (Merck, Darmstadt, Németorszdg) detektdlassal

hataroztuk meg (9-12. tablazat).

3 LT — 3 T

3. abra: A CYP1A2 enzim altal katalizalt fenacetin O-deetilaz reakcio

(@) HO (@)

4. abra: A CYP2B6 (mefenitoin N-demetilaz) és a CYP2C19 (mefenitoin 4’-hidroxilaz)

enzim altal katalizalt reakcidok

5. abra: A CYP2C9 enzim altal katalizalt tolbutamid 4-hidroxilaz reakcio
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6. abra: A CYP2D6 enzim altal katalizalt dextrometorfan O-demetilaz reakcid

N

N
o ¥ )

\(/
N/ N
oy <y

N

\(/N% \(N/ )
Cl O N - C >
F F
g g

7. abra: A CYP3A4/5 enzimek altal katalizalt reakcidok: midazolam 1’- €s 4-hidroxilezés
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8. dbra: A CYP3A4/5 enzimek 4ltal katalizalt nifedipin oxiddz reakcid
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9. tdblazat: A specifikus CYP enzim reakciok koriilményei

CYP enzim Szelektiv Szubsztrat Mikroszéma | Inkubalasi
szubsztrat koncentraci6 1d6
CYP1A2 fenacetin 0,4 mM 2 mg/ml 10 perc
CYP2B6/CYP2C19 | mefenitoin 1 mM 1 mg/ml 20 perc
CYP2C9 tolbutamid 1 mM 1 mg/ml 30 perc
CYP2D6 dextrometorfan | 2 mM 1,6 mg/ml 20 perc
CYP3A4/5 midazolam 0,4 mM 0,8 mg/ml 10 perc
CYP3A4/5 nifedipin 0,4 mM 0,8 mg/ml 10 perc
10. tablazat: A HPLC-UVmérések koriilményei
CYP enzim Katalizalt reakcié | Eluens 0sszetétele Detektalasi
hulldmhossz
CYP1A2 fenacetin O- acetonitril: 20 mM 245 nm
deetilezés ammonium-acetat
(pH=6,0)=1:9 (v/v)
CYP2C9 tolbutamid 4- acetonitril: 10 mM 230 nm
hidroxilezés natrium-acetat
(pH=4,4)=3:7 (v/v)
CYP2D6 dextrometorfan acetonitril: 150 mM 200 nm
O-demetilezés natrium perklorat
(pH=2,0)=3:7 (v/v)
CYP3A4/5 midazolam 4-, és | acetonitril: 50 mM 218 nm
1’-hidroxilezés KH,PO, puffer
(pH=7,2)=4:6 (v/v)

Az oszlop tipusa minden esetben: LiChrosper 100 RP-18, 5 pm, 125x4 mm (Merck) volt.

11. tablazat: A HPLC-MS mérések kromatografids koriilményei

CYP enzim Katalizalt reakci6 Eluens 0sszetétele

CYP2B6/CYP2C19 mefenitoin N-demetilacié/ | acetonitril:10 mM NHy-acetat
mefenitoin 4’-hidroxilacid

CYP3A4/5 nifedipin oxidalas acetonitril: 10mM NHy-acetat
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12. tablazat: A HPLC-MS mérések tomegspektrometrids koriillményei

CYP enzim MS méd MRM atmenetek (m/z)
CYP2B6/CYP2C19 | pozitiv ESI mephenitoin: 219/134 (23 eV)
MS-MS 4-hidroxi mephenitoin:235/150 (25 eV)
(MRM) nirvanol: 205/134 (23 eV)
CYP3A4/5 pozitiv ESI nifedipin: 347/254 (25 eV)
MS-MS oxidalt nifedipin:345/284 (37 eV)
(MRM)

A bels6 standard mindkét esetben a fenacetin (180/110 25eV iitkdz€si energianal) volt.

4.5. Leukocita izolalas teljes vérbol

Az 500 pl véralvadas gatloval (EDTA) kezelt vérmintdhoz 1 ml vordsvértest lizis
puffert adtunk (Roche Diagnostic, Mannheim, Germany), majd Osszekeverés utdn
centrifugaltuk. A centrifugalast 780xg-n, Spercig, szobahdmérsékleten végeztiikk. A feliilisz6
eltavolitdsa utan a fehérvérsejtek az eppendorf cs6 aljan fehér csapadék formédjaban lathatok.
A csapadékhoz ismételten 1 ml vorosvértest lizis puffert adtunk, Osszekeverés utdn tjra

centrifugaltuk.

4.6. DNS izolalas leukocitakbol

A fehérvérsejteket 200 ul PBS-ben (Phosphate Buffered Saline: 2,68 mM KCl; 1,47
mM KH,;POy4; 136,7 mM NaCl és 8,1 mM Na,HPO,; pH=6,5-7) szuszpendaltuk. A DNS
izolalas a High Pure Template Preparation Kit-tel (Roche Diagnostics) tortént a gyarté altal
megadott utasitdsok alapjan. A nukledzok inaktivdldsa proteindz K-val tortént. A DNS

koncentriciéjanak meghatdrozasit és tisztasdgdnak ellendrzését NanoDrop 1000

spektrofotométerrel (Thermo Fisher Scientific Inc., Wilmington DE) végeztiik.

4.7. RNS izolalas

Minden egyes donor majszovetébdl és fehérvérsejtjeibdl RNS-t izoldltunk. A betegek
vizsgédlata sordn a fehérvérsejtekbdl tortént az RNS izoldlds. A madjszovetet (10 mg)
homogenizéltuk és 1 ml Trizol reagenst (Invitrogen, Carlsbad, CA) adtunk hozzd. A
fehérvérsejt mintidkhoz (107 leukocitihoz) szintén 1 ml Trizol reagenst adtunk. Az RNS

izolalast a gyarté altal megadottak szerint végeztiikk. A mintakhoz 200 pl kloroformot adtunk,
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Osszekevertiik és az egyes fazisokat centrifugdldssal (10.000xg, 15 perc) vélasztottuk szét. A
kialakult harom féazis koziil a felsé vizes fazist, amely az RNS-t tartalmazta, kiilon
vélasztottuk és 0,5 ml i-propanollal kicsaptuk az RNS-t. Az RNS precipiticiéja a mintdk
fagyasztasaval (szarazjégben) segithetd eld. A kicsapddott RNS-t centrifugéltuk (10.000xg,
10 perc), majd 75% etanollal kétszer mostuk, végiil eltavolitottuk az etanolt €s megszaritottuk
az RNS mintdkat. Az RNS-t 0,01% DEPC-el kezelt vizben oldottuk. Az RNS
koncentriciéjdnak meghatarozasat és tisztasdganak ellendrzését szintén NanoDrop 1000

spektrofotométerrel végeztiik el.

4.8. Reverz transzKkripcio

Az RNS preparatumok reverz transzkripcidjat iScript cDNA Synthesis Kit-tel (BioRad
Laboratories, Hercules CA) végeztiik a gyarté altal megadott utasitdsok alapjan. 1 ug RNS

reverz transzkripciGjanak hémérséklet protokollja: 25°C 5 perc, 42°C 30 perc, 85°C 5 perc.

4.9. PCR (Polimerase Chain Reaction) TagMan prébakkal

A PCR mérések soran a vizsgalni kivant DNS szakasz 5° és 3’ végére tervezett primer
part, TagMan prébdkat és igynevezett MasterMix-eket hasznaltunk, amely tartalmazza a Taq
DNS polimerazt, az enzim mikodéséhez sziikséges MgCl-t, és a dNTP-kat
(dezoxiribonukleozid trifoszfatokat). A TagMan proba egy duplédn jelolt oligonukleotid, 5°
végén egy fluoreszcens festék (riporter vegyiilet), a 3’ végén pedig egy kiolt6 molekula
(quencher) taldlhat6. Az oligonukleotid bazis-szekvencidja a vizsgdlni kivant DNS-szakasz
egy részével komplementer. Az oligonukleotid préba két végén 1évd két festék kozel van
egymdshoz, igy megvildgitiskor a két molekula kozott energia-dtadds torténik (FRET:
Fluorescence Resonance Energy Transfer), vagyis a kiolté molekula elnyeli a fluoreszcens
festék energidjat. Az amplifikdcié sordn a DNS polimerdz 5’- 3’ irdnyd exonukledz aktivitdsa
elbontja a probdt, igy a fluoreszcens festék eltdvolodik a quencher molekulatol, és az UV
fénnyel gerjesztett fluoreszcens festék ldathaté fényt emittdl. A fluoreszcens jel ardnyos a

felszaporitott PCR termékkel.

4.9.1. CYP mRNS mennyiség meghatarozasa kvantitativ real-time PCR-el

A méjszdvetben, illetve a fehérvérsejtekben 1évé CYP mRNS szintek mennyiségi

meghatdrozasa sordn nem abszoliit, hanem relativ mennyiségeket dllapitottunk meg. Az egyes
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CYP mRNS szinteket a glicerinaldehid 3-foszfit dehidrogendz (GAPDH) mRNS
mennyiségéhez viszonyitottuk. A GAPDH egy tigynevezett "housekeeping’ gén, expresszidja
allando, nem véltozik kiilonbdzd hatdsokra (pl. gydgyszeres kezelés, hormondlis véltozas).

A mijszovet és fehérvérsejt mintdkbdl izoldlt RNS-t cDNS-sé alakitottuk (4.8.
fejezet). A cDNS mintdkbdl GAPDH, CYP1A2, CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 és
CYP3A4 mRNS mennyiségeket hatdroztunk meg. A primereket két egymadst kdvetd exonra
terveztiik, hogy esetlegesen az RNS mintdban szennyezdként jelen 1évé genomidlis DNS ne
zavarja a meghatdrozast. A primereket a Biosearch Technologies (Novato CA, USA)
szintetizalta, az UPL (universal probe library) prébdk a Roche Diagnostics-t6]l szarmaztak
(primer és préba szekvencidk a 13. tdblazatban talalhatéak). A PCR reakciéhoz Light Cycler
480 Probes Master-t (Roche Diagnostics) hasznéltunk, a reakcié elegy 200-200 nM primert
(forward és reverse), 100 nM FAM-jelolt probat és 500 ng/ml cDNS-t tartalmazott. A PCR

reakcié homérséklet protokollja: 95°C-on 10 percig torténd enzimaktivilds utdn 50 ciklus

(95°C 10 sec denaturéci6, 60°C 30 sec ldnchosszabbitds) kivetkezett.

13. tablazat: A CYP mRNS mennyiségek meghatdrozdsahoz felhasznélt primer és préba

szekvenciak.
CYP Jelolt proba
enzim Primer szekvenciak szekvencidk
forward | 5’-ACAACCCTGCCAATCTCAAG-3’ FAM-5’-
CYPIAZ | everse | 5-GGGAACAGACTGGGACAATG-3 CTGggﬁm"
forward | 5’-AAAGCGGAGTGTGGAGGA-3’ FAM-5’-
CYPZBO | verse | 5°-AAGGTGGGGTCCATGAGG-3" AGG’E%%‘?G'3"
forward | 5’-GTGCACGAGGTCCAGAGATAC-3’ FAM-5’-
CYP2CY | everse | 5-CAGGGAAATTAATATGGTTGTGC-3’ CTT%{I%CIC'3"
> FAM-5’-
cypaco | forward ";“’GAAGGTGGAAATTTTAAGAAAAGTAA- CAGCAGGAZ
reverse |5’-CCCTCTCCCACACAAATCC-3’ BHQI
forward | 5’-TTCCTCAGGCTGCTGGAC-3’ FAM-5’-
CYPID6 | verse | 5°-CGCTGGGATATGCAGGAG-3' AGG’E%%‘?G’3”
forward | 5>-CATGGACTTTTTAAGAAGCTTGG-3’ FAM-5’-
CYP3AL ] everse | 5-TTCCATGTCAAACATACAAAAGC-3" CTCE?{%(iT‘3"
forward | 5’-AGCCACATCGCTCAGACAC-3’ FAM-5'-
GAPDH | Jerse | 5"-GCCCAATACGACCAAATCC-3' TGggggzle-
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4.9.2. SNP (Single Nucleotide Polimorphism) és egy bazis delécié kimutatasa hidrolizis

SNP analizissel

A CYP gének SNP analizise sordn egy pontmuticié (bdziscsere vagy bazis delécid)
kimutatédsa a cél. A PCR reakcidhoz két probat alkalmaztunk, amelyeket a muticids pont koré
terveztiink. A prébdk szekvencidja teljesen megegyezik, egyediil a mutdciés ponton mutat
eltérést. A reakcidelegyben levd probdk versengenek a genomidlis DNS-sel val6 hibridizacié
sordn. Ha az adott ponton nincs muticié a genomidlis DNS-ben, akkor a vad tipust préba
szorosabban kotédik és leszoritja a kisebb affinitdssal k6t6d6 mutins tipusd probat. Ez
forditva is igaz, mutici6é esetén a mutidns proba kotédik erdsebben. A vad, illetve mutins
probakat két eltéré fluorescens festékkel jeloltik, amelyek gerjesztéskor kiilonb6zo
hulldimhosszisaga lathaté fényt emittilnak. Homozigéta vad genotipus esetén optimalis
reakcié koriilmények kozott csak a vad tipusi préba ad fluoreszcens jelet, heterozigéta
genotipusnal a vad és a mutidns préba fluoreszcens jele egyiittesen jelenik meg, mig
homozigéta mutdns egyén esetén csak a mutdns proba fluoreszcens jele detektalhatd.

A gybgyszer-metabolizmusban résztvevé CYP enzimeknél a fehér populdciéban
leggyakrabban el6forduld mutdcidkat hatdroztuk meg, hat bdaziscsere (CYP2C9*2,
CYP2C9*3, CYP2C19*2, CYP2C19*3, CYP2D6*4 és CYP3A5*3) és két bazis delécid
(CYP2D6*3 és CYP2D6%6) kimutatasat végeztiik el. A kimutatdshoz haszndlt primerek és
probak szekvencidit a 14. tabldzat tartalmazza. A reakcidok sordn felhaszndlt primereket és
prébakat a Biosearch Technologies szintetizalta. A reakcidk sordn hasznalt enzimkeverékek a
kovetkezOk: iQ SUPERMIX (BioRad Laboratories) és LightCycler® 480 Probes Master Mix
(Roche Diagnostics). A PCR reakcidk koriilményei a 15. tdblazatban taldlhatdak.
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14. tablazat: Az SNP kimutatdsokhoz haszndlt primer és préba szekvencidk

CYP allél Primer szekvencidk Jelolt préba szekvencidk*®
CYPICY forward AGCAATGGAAAGAAATGGAAG vad |FAM-CTCTTGAACACGGTCCTC-BHQI
reverse | TAAGGTCAGTGATATGGAGTAGG | mutins | CalRed610-CTCTTGAACACAGTCCTC-BHQ2
CYPICY3 forward GCAAGACAGGAGCCACATG vad |FAM-CGAGGTCCAGAGATACATTGAC-BHQI
reverse AGGAGAAACAAACTTACCTTGG mutins | CalRed610-CGAGGTCCAGAGATACCTTGAC-BHQ2
forward | CTTAGATATGCAATAATTTTCCCAC vad |FAM-TGATTATTTCCCGGGAACCCATAAC-BHQI
CYP2CI9™2 reverse GAAGCAATCAATAAAGTCCCGA mutdns gﬁg?m1&TGATTATTTCCCAGGAACCCATAAC’
CYPICI03 forward | AGATCAGCAATTTCTTAACTTGATG | vad |FAM-ACCCCCTGGATCCAGG-BHQI
reverse TGTACTTCAGGGCTTGGTC mutdns | CalRed610-ACCCCCTGAATCCAGG-BHQ2
CYPID63 forward TGGCAAGGTCCTACGC vad |FAM-CACAGGATGACCTGGGACC-BHQI
reverse TCCATCTCTGCCAGGAAG mutans | CalRed610-CACGGATGACCTGGGACC-BHQ2
CYPIDEH forward CTTCGCCAACCACTCC vad |CalRed610-CCCCAGGACGCCC-BHQ2
reverse GATCACGTTGCTCACG mutins | FAM-CCCCAAGACGCCC-BHQI
CYPID66 forward TCTCCGTGTCCACCTTG vad |FAM-GCTGGAGCAGTGGGTGAC-BHQI
reverse GCGAAGGCGGCACA mutins | CalRed610-GCTGGAGCAGGGGTGAC-BHQ2
forward GAGAGTGGCATAGGAGATACC vad |FAM-TTTGTCTTTCAATATCTCTTCCCTGT-BHQI
CYP3A5*3 CalRed610-TTTGTCTTTCAGTATCTCTTCCCTGT-

reverse

TGTACGACACACAGCAACC

mutans

BHQ2

*A proba szekvencidkban a muticids pontot vastag betiivel jeleztem.
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15. tablazat: A CYP génhibédk kimutatdsdnal alkalmazott PCR mérések koriilményei

Paraméter CYP2C9*2 | CYP2C9*3 | CYP2C19*2 | CYP2C19*3 | CYP2D6*3 | CYP2D6*4 CYP2D6*6 | CYP3AS5*3
. L 200 nM 200 nM 200nM 200 nM 250 nM 500 nM 500 nM 200 nM
Primer koncentraci6
fvﬁl’;‘ Koncentrdcio | 54 50 nM 50 nM 50 nM 50 nM 100 nM 50 nM 50 nM
Préba koncentrdcis | 0 100 nM 50 nM 100 nM 100 nM 100 nM 100 nM 50 nM
(mutdns)
1Q Light Cycler Light Cycler | Light Cycler | Light Cycler 1Q
Reagens . 480 Probes | IQ Supermix | 1Q Supermix | 480 Probes 480 Probes 480 Probes .
Supermix Supermix
master master master master
. ) 57°C 63°C 60°C 58°C 60°C 55°C 59°C 60°C
Primer kapcsolds
Enzimaktivalas
3 10 3 3 10 10 10 3
95°C-on (perc)
Ciklus: 45-50 ciklus |95 s(e:f: 1071 950¢, 10 sec | 95°C, 10 sec | 95°C, 10 sec | 95°C, 10 sec | 95°C, 10 sec | 95°C, 10sec | SS& 10
57°C, 30 63°C, 30 sec | 60°C, 30 sec | 58°C, 30 sec | 60°C, 30 sec | 55°C, 30sec | 59°C, 30 sec 60°C, 30

secC

seC
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4.10. CYP-genotipizalas HRM (High Resolution Melting Curve) analizissel

A HRM analizis szintén alkalmas mutaciék kimutatdsira, azonban hidrolizis prébak
helyett interkaldlé (kettés DNS szdlhoz kot6dd) fluoreszcens festéket haszndlunk. Az
interkaldl6 festék onmagédban nem ad jelet, azonban a kettds-szald DNS-hez kotddve zold
fluoreszcens jelet generdl. A PCR reakcidelegy tartalmazza a primer part, a Tag DNS
polimerdz enzimet, az interkaldlé festéket, a dANTP-ket és MgCl,-ot. Vizsgdlataink sordn
EvaGreen interkaldlé festéket hasznéltunk (SsoFast EvaGreen Supermix, BioRad
Laboratories). Az eljards Iényege, hogy a PCR reakcié sordn megjelend kettds szali PCR
termékhez kotddik az interkaldld festék és fluoreszcens jelet ad. Az amplifikdcids ciklusok
végeztével olvaddspont analizist végziink, minek sordn lassan 65°C-rél 95°C-ra emeljiik a
hémérsékletet (0,02°C/sec). Ahogy a hdmérséklet emelkedik, a kettSs szalid DNS szétnyilik és
a fluoreszcens jel egyre csokken. A PCR termék olvadas pontja ott van, ahol a kettds szdld
PCR termék fele egy szdlava alakul. Az olvadaspont kiilonbségekbdl mar egy bazis eltérés is
kimutathato.

A génhibdk HRM moédszerrel torténd kimutatdsdhoz a primereket ugy terveztiik a
mutécids hely koré, hogy az amplikon hossza ne legyen nagyobb, mint 100 bazispar. Ezért a
hidrolizis SNP vizsgdlatokndl alkalmazott primereket — amelyek 164 bazisparnyi amplikont
hatdrolnak — moddositanunk kellett. A CYP2C19*2 genotipus HRM analizissel vald
meghatarozdsdhoz  felhaszndlt primerek szekvencidi (5°-3° irdnyban): forward
CTTAGATATGCAATAATTTTCCCAC, reverse: CTTTCCATAAAAGCAAGGTT
(Biosearch Technologies). fgy az amplikon hossza 88 bazispar. A PCR reakcidelegy 500-500
nM primert, 0,5 ng/ul genomidlis DNS-t és EvaGreen-t (SsoFast EvaGreen Supermix,
BioRad Laboratories) tartalmazott. A PCR hémérséklet protokollja: enzimaktivilas 98°C-on 3
percig, 50 ciklus (denaturélas 98°C-on 2 sec, lanchosszabbitds 62°C-on 3 sec). Olvadaspont
analizis sordn a hémérsékletet 65°C-r61 95°C-ra emeltiik 0,020C/sec—0nként. A detektalas az
olvadaspont analizisnél minden 0,1°C-o0s hdmérséklet emelkedés utdn tortént. Az olvadéspont

gorbék kiértékelését a Precision Melt Analysis software-el (BioRad Laboratories) végeztiik.

4.11. A PCR termékek ellendrzése

A CYP fenotipus és genotipus meghatarozdsok sordn termelddott amplikonokat
elektroforézis vizsgalatokkal és szekvencia meghatarozassal ellendriztik. Az egyes PCR
reakcidkat megismételtiik probdk nélkiill és eldallitottuk a megfeleld hosszasagu

amplikonokat. A PCR reakci6 utan agar6z gél elektroforézissel ellendriztiik, hogy megfeleld
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hosszisdgi amplikonok keletkeztek-e. Tobbféle eletroforézis rendszert haszndltuk: 1)
Experion DNA 1K Analysis Kit (BioRad Laboratories), ii) FlashGel System (Lonza, Basel,
Switzerland) 1,2 % agardz gélt tartalmazé DNS kazettdkkal (50 bézispar- 4000 bzispér hosszui
DNS fragmensek szétvélasztdsara). Miutdn gélelektroforézissel igazoltuk a megfeleld
hosszisagi amplikonok termelddését, az amplikonok szekvencidja is meghatdrozasra keriilt

(Macrogen Europe, Amsterdam, Hollandia és Biomi Kft., G5dolld).

4.12. Statisztikai értékelés

164 donorndl meghatiroztuk a CYP1A2, CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 és
CYP3A4 enzimaktivitdsokat és megvizsgiltuk, hogy az aktivitdsok milyen gyakorisigi
eloszlast mutatnak. Az aktivitds értékek eloszldsa nem bizonyult szimmetrikusnak, ezért az
atlag értékek helyett a medidn értékeket, standard devidcié (SD) helyett a kvartilis devidciot
(QD) kalkulaltuk. Harom fenotipus csoportba soroltuk a donorokat (gyenge, atlagos és
extenziv metabolizalok), a csoportok elkiilonitésére pedig két hatarértéket (cut-off érték)
allapitottunk meg minden CYP enzimaktivitdsnal. Az asszimmetrikus eloszlds miatt kvartilis
értékek hataroztdk meg a csoportok kozti hatirértékeket. Az elsd és harmadik kvartilist
jeloltiik ki a gyenge-atlagos, valamint az dtlagos-extenziv metabolizald csoport elkiilonitésére.

A CYP1A2, CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 ¢és CYP3A4 gének
expresszidjanak mértékét is meghatdroztuk mind a mdjban, mind a fehérvérsejtekben.
Megvizsgaltuk, hogy a CYP mRNS mennyiségek a mdjban, illetve a fehérvérsejtben
korreldlnak-e a CYP enzimaktivitds értékekkel. A korrelacidos vizsgalatokbol kizartuk a
homozigéta mutdns, illetve a heterozigéta egyéneket, kivéve a CYP3A esetében. A CYP3A
analizisbol a CYP3AS5 homozigéta vad, illetve heterozigéta genotipusu egyéneket zartuk ki.
Megbecsiiltiik a CYP aktivitdsok és a CYP mRNS szintek kozti korrelaciot, kalkulaltuk a
95%-0s konfidencia intervallumot, valamint a Spearman-féle korrelacids koefficienst (rs)
(GraphPad InStat version 3.05, San Diego, CA). A CYP génexpresszié és a ma CYP
aktivitdsa kozotti Osszefiiggést szorosnak tekintettilk, ha a valdszinliségi valtozé értéke (P)

kisebb volt, mint 0,0001.
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5. Eredmények

5.1. CYP enzimaktivitasokban mutatkozé kiillonbségek

A mij gyégyszer-lebontd kapacitasat jelentés mértékben meghatarozzdk a testidegen
anyagok metabolizmusdban fontos szerepet jatsz6 CYP enzimek. Ezért meghatiroztuk a
gyogyszer-metabolizmus szempontjabdl jelentésebb CYP enzimek specifikus aktivitds
értékeit mdj mikroszoma frakciéban 164 magyarorszagi kadaver donornal. CYP-szelektiv
szubsztratokat alkalmazva mértilk az inkubdlds sordn keletkezett metabolitok mennyiségét
HPLC-UV-vel, illetve HPLC-MS-el. A 9. a-h abrdk a CYP1A2, CYP2B6, CYP2C9,
CYP2C19, CYP2D6 és CYP3A enzimek aktivitdsi gyakorisdgait mutatjdk. A CYP specifikus
enzim aktivitisok mértékében 80-750-szeres kiilonbségek is eléfordultak, sz€lsé esetekben
teljes aktivitas hidnyt is megfigyeltiink, és voltak kiugréan magas értékek is (16. tiblazat). A
donorok CYP enzimaktivitdsai nem Gauss, hanem aszimmetrikus eloszldst mutattak, az
alacsonyabb aktivitds tartomdnyokba tobb donor tartozott, mint a magasabb aktivitds
tartomanyokba. Ezért a median + QD értékeket hatdroztuk meg. Az elsé és harmadik kvartilis
jeloli a gyenge és atlagos, illetve az atlagos és extenziv metabolizalok kozti hatarértékeket

(16. tablazat).

CYP1A2 aktivitas

14

12 +

Gyakorisag (%)

| T
1000

T
0 200 400 600 800
Fenacetin O-dealkilacié (pmol/mg fehérje*perc)

9/a dbra: A CYP1A2 specifikus fenacetin O-dealkildz aktivitds eloszldsa
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144 CYP2B6 aktivitas

Gyakorisag (%)

0- L | —
0 100 200 300 400 500
Mefenitoin N-demetilacié (pmol/mg fehérje*perc)

9/b dbra: A CYP2B6 specifikus mefenitoin N-demetildz aktivitds eloszlasa

CYP2C9 aktivitas

Gyakorisag (%)

0 200 400 600 800 1000
Tolbutamid 4-hidroxilacié (pmol/mg fehérje*perc)

9/c abra: A CYP2C9 specifikus tolbutamid 4-hidroxildz aktivitds eloszldsa
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CYP2C19 aktivitas

Gyakorisag (%)

0 A I T T |I
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Mefenitoin 4-hidroxilacio (pmol/mg fehérje*perc)

9/d dbra: A CYP2C19 specifikus mefenitoin 4’-hidroxildz aktivitds eloszldsa

CYP2D6 aktivitas

Gyakorisag (%)

0 200 400 600 800 1000 1200
Dextrometorfan O-demetilacio (pmol/mg fehérje*perc)

9/e abra: A CYP2D6 specifikus dextrometorfan O-demetildz aktivitds eloszldsa

50



CYP3A aktivitas
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Midazolam 4-hidroxilacié (pmol/mg fehérje*perc)

9/f dbra: A CYP3A specifikus midazolam 4-hidroxildz aktivitds eloszldsa

14 4 CYP3A aktivitas
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Midazolam 1'-hidroxilacio (pmol/mg fehérje*perc)

9/g dbra: A CYP3A specifikus midazolam 1’-hidroxilaz aktivitds eloszldsa



Gyakorisag (%)

CYP3A aktivitas
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Nifedipin oxidacio (pmol/mg fehérje*perc)

9/h dbra: A CYP3A specifikus nifedipin oxid4z aktivitds eloszldsa

16. tablazat: A specifikus CYP enzim aktivitdsokban jelentkez6 kiilonbségek (n=164). Az

értékek pmol termék/[mg mikroszoma fehérje*perc]-ben értendok.

CcYyre Enzim aktivitas | Min. | Max. Cut-off értékek
medidan+QD PM-IM* IM-EM*
1. kvartilis | 3. kvartilis

CYP1A2

fenacetin O-dealkilaz 155,9+110,75 0 1107,1 60,2 281,7
CYP2B6

MefenitoinN-demetilaz 35,7+22,20 6,47 538,3 22,3 66,7
CYP2C9

tolbutamid 4-hidroxilaz 218,2+100,55 0 1056,0 | 104,4 305,6
CYP2C19

mefenitoin 4’-hidroxilaz 25,2+19,15 0 3429 11,9 50,2
CYP2D6

Dextrometorfan 261,0+162,0 0 1461,0 | 140,6 464,6

O-demetilaz
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CYP3A4/5

nifedipin oxidaz 414,24272,25 3,79 | 2861,5 | 231,8 776,3
midazolam 4-hidroxildz 175,2+141,25 11,9 1180,0 | 101,1 383.,6
midazolam 1’-hidroxilaz 107,7+77,4 3,42 630,7 72,8 227.6

*PM: gyenge metabolizdld; IM: dtlagos metabolizdlo; EM: extenziv metabolizalé

5.2. CYP enzimek expresszioja a majban

A CYP specifikus enzim aktivitds vizsgdlatok nagy mennyiségli madjszovetet
igényelnek, ami jelentds hatrdnyt jelent a klinikai gyakorlatban. A tiibiopszidval nyerhetd
majszovet mennyisége azonban nem elegendé az enzim aktivitds meghatirozasokhoz.
Kvantitativ real-time PCR-el azonban mar kis mennyiségti méj mintdbdl is meghatdrozhaték
az egyes CYP mRNS mennyiségek. Amennyiben a mijban levé CYP mRNS szintek szoros
korrelaciét mutatnak a specifikus enzim aktivitdsokkal, a kvantitativ real-time PCR technika
hasznélhaté médszert jelent a méj gydgyszer-lebontd képességének meghatirozasara.

Meghatdroztuk az egyes CYP (CYP1A2, CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6,
CYP3A4) mRNS szinteket ugyanazon donorok méjszovetében, akiknél CYP enzimaktivitas
méréseket is elvégeztiik. A primereket a PCR reakciékhoz két egymast kovetd exonra
terveztilkk, hogy az esetleges genomidlis DNS szennyezésbdl ad6d6 hibdkat kikiiszoboljiik.
Minden egyes CYP mRNS detektdlhaté mennyiségben volt jelen a méjszovetben. A CYP
enzimaktivitdsokhoz hasonléan a GAPDH-hoz viszonyitott CYP mRNS mennyiség értékek is
nagy egyedi eltéréseket mutattak (17. tdbldzat). A CYP3A4 mRNS szintek kozott voltak a
legnagyobb egyedi eltérések, a legalacsonyabb és legmagasabb CYP3A4 expresszids érték
kozott harom nagysdgrend kiilonbség volt. A CYP2D6-ndl joval kisebb a variabilitds, a

mRNS értékekben mindossze 20-szoros kiilonbség lathato.
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17. tdblazat: Human donorok relativ CYP mRNS mennyiségei méjszdvetben és

leukocitdkban. Az értékek a relativ CYP mRNS #107-t mutatjak.

CYP CYP mRNS szintek Min. Max.
median+QD
CYPIA2 - mjj 89,2+55,15 3,92 678,3
leukocitak 0,419+0,5026 0,0168 4,78
CYP2B6 - mjj 57,91+42,80 10,9 607,1
leukocitak 3,26+4,643 0,00454 166,1
CYP2C9 - mgj 453,84237,32 30,4 1853,2
leukocitak 0,0178+0,01031 0,00022 0,0982
CYP2C19 - mjj 179,9+130,14 10,17 1635,8
leukocitak 0,0057+0,0056 0,000048 0,0761
CYP2D6 - m§j 219,7+132,86 67,92 1274,6
leukocitak 5,68+40,63 0,148 16,056
CYP3A4 - m§j 484,7+406,8 2,31 4316,9
leukocitak 0,0362+0,0184 0,000009 0,218

5.3. A maj CYP enzim aktivitasai és CYP expresszidja kozti korrelacio

A CYP enzimaktivitds és CYP mRNS mennyiség kapcsolatit a mdjban méar tobben
vizsgédltdk (Sumida et al., 1999; Rodriguez-Antona at al., 2001). Vizsgalatainkban
meghatidroztuk huméan donorok madjszovetében a CYP enzim aktivitisok és a CYP1A2,
CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 és CYP3A4 mRNS szintek kozti osszefiiggéseket
(n=117-164). Feltételezhetd, hogy a mdjban mérhetd CYP mRNS mennyiségek tiikrozik a
mdj CYP enzimaktivitdsait, azonban a csokkent CYP enzimfunkciét eredményezd genetikai
polimorfizmusok torzithatjdk az eredményeket. Ugyanis a csokkent miikoddképességli vagy
mukodésképtelen enzimet eredményezé mutiaciéval rendelkezd egyének (heterozigéta vagy
homozigéta mutins) CYP mRNS szintjeib6l jelentdsen magasabb enzim aktivitdsokra
kovetkeztethetnénk. Ezért a CYP enzimaktivitdsok és mRNS szintek mellett meghataroztuk a
kaukdazusi vagy fehér populdciéban gyakran eléfordulo CYP génhibakat is.

A mij CYPIA2 és CYP2B6 mRNS szintek, illetve a fenacetin O-dealkildz és
mefenitoin N-demetildz aktivitasok kozti Osszefiiggések szignifikdnsnak bizonyultak (10/a,

10/b abrak). Gyengébb korrelaciét kaptunk az enzimaktivitasok és a mRNS expresszié kozott
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a CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 és CYP3A4 enzimeknél, ha az Osszes donor eredményét
bevontuk az analizisbe fiiggetleniil a genotipust6l. A kaukdzusi populdciéban viszonylag
gyakran fordul el a CYP2C9*2 (430 C>T) és a CYP2C9*3 (1075 A>C) muticié, ami
csokkent miikodoképességii CYP2C9 enzimet eredményez. A donorok kozott a CYP2C9*2,
illetve CYP2C9*3 allél gyakorisdga 7,9 % és 7 % volt. A mutans CYP2C9 allélt hordozé
(homozigéta mutdns, vagy heterozigéta) donorokat kizartuk a korreldcios analizisbdl (10/c
abran a piros szinll pontok), és igy a homozigéta vad (CYP2C9*1/*1) genotipusti donoroknal
szoros korreldciot tapasztaltunk a méjban mérhetd tolbutamid 4-hidroxildz aktivitds és a
CYP2C9 mRNS mennyiségek kozott (r,=0,9255) (10/c abra és 18. tablazat). A CYP2CI9
génben taldlhaté muticiok (CYP2C19*2 és CYP2C19%3) kovetkeztében mitkodésképtelen
enzim expresszalodik. Munkdnk sordn meghatédroztuk a donorok CYP2C19%2 (681 G>A) és
CYP2C19%3 (636 G>A) mutacidit is. A CYP2C19*2 muténs allél gyakorisag 18,3 %-nak
bizonyult, mig egydltaldn nem taldltunk CYP2C19*3 génhibét hordozé allélt. Miutan kizartuk
a korrelacids analizisbél a CYP2C19%*2 allélt hordozé donorokat (10/d dbrdn a piros szini
pontok), a homozigéta vad genotipusi donorokndl (CYP2C19*1/*1) a mdjban mérhetd
mefenitoin 4’-hidroxildz aktivitdsok szignifikdns korrelaciét mutattak a maj CYP2C19 mRNS
szintekkel (r;=0,8808) (10/d dbra és 18. tablazat). A CYP2D6 génen talalhaté mutaciok koziil
hiarom Iényeges génhiba, a CYP2D6*3 (2549delA), a CYP2D6*4 (1846G>A) és a
CYP2D6%6 (1795delT) mutaciok meghatarozasat végeztiik el a donoroknal. A CYP2D6%3 és
a CYP2D6*4 génhibak inaktiv enzimet, mig a CYP2D6*6 mutacié a mukodoképes enzim
teljes hidnyat okozza. A CYP2D6%4 allél gyakorisig viszonylag magasnak (17,4 %)
bizonyult, mig a CYP2D6*3 és CYP2D6*6 mutéans allél gyakorisagok alacsonyak (0,89 %
mindkét esetben) voltak. A korreldcids analizist a CYP2D6 homozigéta vad (CYP2D6*1/#1)
genotipusi donorokndl végeztiik el és szoros korrelaciét taldltunk a mdj CYP2D6 mRNS
mennyiségei és a dextrometorfan O-demetildz aktivitasai kozott (r;=0,8808) (10/e dbra és 18.
tablazat). Az analizisbol kizartuk a CYP2D6%*3, CYP2D6*4, vagy CYP2D6*6 mutans allélt
hordoz6 donorokat (10/e dbran a piros szinil pontok).

A mjj teljes CYP3A enzim készletének zomét (90 %) a CYP3A4, mig minddssze 7-8
%-at a CYP3AS teszi ki, de a CYP3A szubsztratok metabolizmusaban a CYP3A4 mellett a
CYP3AS is részt vehet. A CYP3A5*3 muticié6 (6986 A>G, 3.intronon) egy splicing
rendellenességet okoz, ami a CYP3AS enzim teljes hidnyit eredményezi. A CYP3A5%*3
muténs allél gyakorisdg a kaukdzusi populdcidban magasabb, mint 90 %. A donorok esetében
hasonlé eredményt kaptunk, a homozigéta mutins (CYP3AS5*3/#3) genotipus gyakorisdg

89,5 % volt, ami azt jelenti, hogy a magyarorszagi donorok legnagyobb részénél egyaltalan
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nem fejezddik ki CYP3AS enzim. Azok a donorok, akiknél mégis jelen van a CYP3AS enzim
(CYP3A5*1/%3, illetve CYP3A5*1/*1 genotipustiak) gyorsabban metabolizaljak a CYP3A
szubsztratokat (pl.: takrolimusz, ciklosporin A, nifedipin, midazolam), mint azok, akiknél
nem fejez6dik ki a CYP3AS enzim. A donorok kozott nem taldltunk CYP3AS5*1/*1
genotipusi egyént, csak heterozigotakat (CYP3AS5*1/%3 genotipusti). A vad tipusd allél
gyakorisdg (CYP3A5*1) a donorok kozott 5,5 %-nak bizonyult. Miutdn kizartuk az
analizisbol a CYP3AS5*1/*3 genotipust donorokat (10. f-h dbrdkon a piros szini pontok),
szoros Osszefiiggést taldltunk a CYP3A4 expresszid és a CYP3A specifikus enzimaktivitdsok
(nifedipin oxidacio: 1,=0,8984; midazolam 1’-€s 4 hidroxilacié: r,=0,8112 és r=0,8001)

kozott a majban (10/h-f dbrdk és 18. tablazat). Amellett, hogy az r; szdmértékek 1-hez kozel

//////

utal (18. tablazat).
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10/a dbra: A méj relativ CYP1A2 mRNS szintje és a CYP1A2 enzimaktivitdsa kozti

korrelacio.
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CYP2B6 mRNS szintje és a CYP2B6 enzimaktivitisa kozti

korrelacio.
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10/c dbra: A méj relativ CYP2C9 mRNS szintje és a CYP2C9 enzimaktivitdsa kozti

korrelacio.
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10/d dbra: A mdj relativ CYP2C19 mRNS szintje és a CYP2C19 enzimaktivitdsa kozti

korrelacio.
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10/e dbra: A méj relativ CYP2D6 mRNS szintje és a CYP2D6 enzimaktivitdsa kozti

korrelacio.
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10/f abra: A mdj relativ CYP3A4 mRNS szintje és a CYP3A enzimaktivitdsa (midazolam 1’

hidroxilacid) kozti korrelacio.
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10/g dbra: A mjj relativ CYP3A4 mRNS szintje és a CYP3A enzimaktivitdsa (midazolam 4

hidroxilacié) kozti korrelacio.
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10/h dbra: A mjj relativ CYP3A4 mRNS szintje és a CYP3A enzimaktivitdsa (nifedipin

oxidacid) kozti korrelacio.
5.4. CYP enzimek expresszidja leukocitakban

A mdjbdl torténd tlibiopszia vétel kockazatos, és bonyolult, ezért a maj gyogyszer-
lebonté kapacitdsdnak meghatdrozdsa vérbdl egy technikailag joval kedvezdbb megoldast
jelentene a klinikai gyakorlatban. A CYP expresszié meghatirozasahoz a periférids vérbol
izolalhat6 leukocitdk alkalmasabbnak tekinthetOk, mint a teljes vér vagy a vorosvértestek.
Ugyanis az érett vorosvértestekben mar nincs jelen a sejtmag, aktiv mRNS szintézis mar nem
zajlik, vagyis a kiillonb6z6é gének mRNS szintje legjobb esetben is csak a sejtmag kilokodése
eldtti dllapotot mutathatja, kiilsé hatdsokra bekovetkezd transzkripcids véltozdsok mér nem
torténnek.

Periférids vérbol fehérvérsejteket izoldltunk és meghatiroztuk a CYP expressziot
(CYP1A2, CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 és CYP3A4 mRNS) ugyanazon
donorokndl, akiknél CYP enzimaktivitis méréseket végeztiink mdjszdvetbdl. Mindenegyes
CYP mRNS detektalhaté mennyiségben volt jelen a donorok leukocitdiban. A leukocitdkban
és a mdjban 1év6 CYP expresszids profil bizonyos hasonlésdgot mutatott, azonban a mRNS
szintek jelentdsen alacsonyabbak voltak a fehérvérsejtekben, daltaldban 10%-10"=szeres

kiilonbségek mutatkoztak a CYP2B6 és CYP2D6 enzimeket kivéve (17. tablazat). A CYP2B6
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és CYP2D6 gének expresszidja 20- és 40—szer magasabb volt a majban, mint a leukocitdkban.
Jelentés egyéni eltérések is mutatkoztak a donorok leukocitdkban torténd CYP
expresszidjaban. A legnagyobb egyedi kiillonbségeket (10*-10°-sz6r6s) a CYP2B6, CYP2D6
és CYP3A4-nél talaltuk. A CYP1A2 és CYP2C9 mRNS szintek kozott mindossze 285, illetve

445-s70r0s eltérések mutatkoztak.

5.5. Korrelacié a CYP enzim aktivitasok és a leukocitikban torténé CYP expresszio
kozott

A Kklinikai alkalmazds szempontjdbdl az egyik legegyszeriibb mintavételi lehetdség a
vérvétel, illetve a vérbdl torténd leukocita izoldlds, amennyiben a leukocitdk tdjékoztatast
nyujtanak a m4j gyogyszer-metabolizalé képességrol. Célunk az volt, hogy Osszefiiggést
mutassunk ki a mdj specifikus CYP enzim aktivitasai és a leukocitdkban tortén6 CYP
expresszid kozott. Real-time PCR reakcidval meghataroztuk a donorok fehérvérsejtjeiben a
relativ CYP mRNS szinteket. Szorosnak tekintettiik az Osszefiiggést a mdjban mérheté CYP
enzimek specifikus aktivitdsa és a leukocitikban levé CYP mRNS mennyiségek kozott, ha a
kisebb volt 0,0001-nél.

A CYP1A2 mRNS szintek leukocitdkban szignifikdns korreldciét mutattak a md;j
fenacetin O-dealkildz aktivitdsdval (r;=0,8896) (11/a dbra). A leukocitikban torténd
korrelacids vizsgalatok esetében is kizartuk az analizisbdl azokat a donorokat, akik CYP2C9
mutédns allélt (CYP2C9*2, vagy CYP2C9%3) hordoztak (11/c dbrdn a piros szin pontok).
Szoros korrelaciét allapitottunk meg a leukocita CYP2C9 mRNS szintek és a m4j tolbutamid
4-hidroxilaz aktivitasa kozott (r,=0,9179) (11/c dbra). A CYP2C19*1/*1 genotipusti donorok
esetében szoros Osszefiiggést taldltunk a CYP2C19 leukocitdkban torténd expresszidja és a
majban levo mefenitoin 4-hidroxilacié kozott (r;=0,8018) (11/d dbra). A korrelaciés analizis
sordn kihagytuk a CYP2C19%#2 allélt hordoz6é donorokat (11/e dbrdn a piros szinli pontok).
Ezen feliil a majban levd CYP3A enzimaktivitisok (nifedipin oxidicid, midazolam 1’-
hidroxilacid, midazolam 4-hidroxilacid) és a leukocita CYP3A4 mRNS szintek kozott is erds
korrelaciét allapitottunk meg a CYP3AS5*3/*3 genotipusi donoroknal (r,=0,9475; 0,7718;
0,8078) (11/h-f abrak). A vad tipusi CYP3AS5*1 allélt hordozé donorokat kivettitkk az
analizisbdl (11 f-h dbrdkon a piros szinli pontok). A 18. tdbldzat adataibdl is lathatd, hogy a
CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19 és CYP3A4 enzimek esetében a leukocitakban torténé CYP

expresszié mértéke tiikrozi a méjban levd specifikus enzim aktivitdsokat. A CYP2B6 és a
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CYP2D6 gének expresszidja fehérvérsejtekben nem mutatott korreldciét a mdjban levd

mefenitoin N-demetildz és dextrometorfan O-demetildz aktivitdsokkal (CYP2B6-nal az r=-

0,1828, a P=0,1525; CYP2D6-nél az r,=0,07087, a P=0,5905) (11/b, 11/e 4brdk és 18.

tablazat).
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11/a dbra: A leukocitdkban mérhetd relativ CYP1A2 mRNS szintek és a maj CYP1A2
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11/b 4bra: A leukocitdkban mérhet6 relativ CYP2B6 mRNS szintek és a maj CYP2B6

enzimaktivitasa kozti korrelacio.
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11/c abra: A leukocitdkban mérhetd relativ CYP2C9 mRNS szintek és a mdj CYP2C9

enzimaktivitasa kozti korrelacio.
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11/d abra: A leukocitdkban mérhet6 relativ CYP2C19 mRNS szintek és a maj CYP2C19

enzimaktivitasa kozti korrelacio.
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11/e dbra: A leukocitdkban mérhetd relativ CYP2D6 mRNS szintek és a maj CYP2D6

enzimaktivitasa kozti korrelacio.
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11/f dbra: A leukocitdkban mérhetd relativ CYP3A4 mRNS szintek és a maj CYP3A4

enzimaktivitasa (midazolam 1’-hidroxilacié) kozti korrelacié.
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11/g abra: A leukocitdkban mérhet6 relativ CYP3A4 mRNS szintek és a mdj CYP3A4

enzimaktivitdsa (midazolam 4-hidroxilacid) kozti korrelacio.
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11/h abra: A leukocitdkban mérhet6 relativ CYP3A4 mRNS szintek és a mdj CYP3A4

enzimaktivitdsa (nifedipin oxidéacid) kozti korrelacid.

18. tablazat: A maj CYP enzimaktivitdsai, valamint a méjban és a leukocitikban 1év6 CYP
expresszié kozti Osszefiiggések. A Spearman-féle korreldcids koefficiensek (rs), a 95 %-os

konfidencia intervallumok, valamint a valdszintiségi valtozok (P) meghatarozésa.
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CYP aktivitas CYP mRNS
majban | leukocitikban
CYP1A2 CYP1A2 mRNS
fenacetin O-dealkilaz Is 0,8780 0,8896
95% CI 0,8058 —0,9245 | 0,7868 — 00,9443
P < 0,0001 < 0,0001
CYP2B6 CYP2B6 mRNS
mefenitoin Is 0,8900 -0,1824
N-demetilaz 95% CI 0,8342 -0,9278 | -0,4178 —0,07595
P < 0,0001 0,1525
CYP2C9 CYP2C9 mRNS
tolbutamid 4-hidroxilaz Is 0,9255 0,9179
95% CI 0,8858 —0,9518 | 0,8703 —0,9485
P < 0,0001 < 0,0001
CYP2C19 CYP2C19 mRNS
mefenitoin Is 0,8808 0,8018
4’ -hidroxilaz 95% CI 0,8160-0,9237 | 0,6792 —-0,8679
P < 0,0001 < 0,0001
CYP2D6 CYP2D6 mRNS
dextrometorfan Is 0,9130 0,07087
O-demetildz 95% CI 0,8532-0,9491 | -0,1939 —0,3260
P < 0,0001 0,5905
CYP3A CYP3A4 mRNS
nifedipin oxidaz Is 0,8984 0,9475
95% CI 0,8436 —0,9346 | 0,9145 —0,9680
P < 0,0001 < 0,0001
CYP3A CYP3A4 mRNS
midazolam 1’-hidroxilaz Is 0,8112 0,7718
95% CI 0,7165 -0,8765 | 0,6484 —0,8557
P < 0,0001 < 0,0001
CYP3A CYP3A4 mRNS
midazolam 4-hidroxilaz Is 0,8001 0,8078
95% CI 0,7005 - 0,8783 | 0,7005 - 0,8794
P < 0,0001 < 0,0001
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5.6. A gyogyszer-lebont6 képesség mindsitése: gyenge, atlagos és extenziv metabolizalo

fenotipusiu csoportok elkiilonitése a ’cut-off *értékek alapjan

A donorok gydégyszer-metabolizdlé kapacitdsdt harom fenotipus csoportba (gyenge,
atlagos és extenziv metabolizdld) soroltuk be. A 164 donor mdjszovetében mért CYP
aktivitdsok gyakorisdgi eloszlasdbol meghatdroztuk az elsé és harmadik kvartilist, amelyek
alapjan megallapithatok a gyenge — 4tlagos, valamint az atlagos — extenziv metabolizalok
kozti hatarértékek (16. tablazat). Szoros korrelacié figyelhetd meg a majban mérheté6 CYP
enzimaktivitisok és mdjban kimutathaté CYP mRNS szintek kozott. Igy méjbiopszidbol
mérhetd CYP expresszio alapjan jol becsiilhetd a betegek gyogyszer-lebontd képessége. A
gyenge, atlagos €s extenziv metabolizal6 betegek elkiilonitése igy nemcsak a maj CYP1A2,
CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 és CYP3A4 enzimaktivitdsai alapjan meghatirozott
‘cut-off” értékek szerint torténhet, hanem a mij CYP mRNS szintjei alapjdn szdmitott
hatarértékei szerint is mindsithetd a betegek gyogyszer-lebont6 képessége (19. tablazat).

Leukocitdkban a CYP2B6 és CYP2D6 expresszi6 nem mutatott korrelaciét a médj
enzimaktivitdsaival, ezért a leukocitdkat nem tekintjilk alkalmasnak arra, hogy a mjj
CYP2B6, illetve CYP2D6 aktivitdsait becsiiljiik. Azonban szoros Osszefiiggést taldltunk a
CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19 és CYP3A4 leukocitdkban mérhetd expresszidja és a mdj
enzimaktivitdsai kozott. Ennek alapjan a maj CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19 és CYP3A4
aktivitdsaira kovetkeztethetiink a leukocitdkban mérhetd CYP mRNS szintekbdl. A maj CYP
enzimaktivitdsai alapjan kalkulalt *cut-off” értékekbdl kiszamitottuk a leukocitik CYP1A2,
CYP2C9, CYP2C19 és CYP3A4 mRNS szintjeire vonatkozdé hatarértékeket, amely a
klinikumban is egyszertien alkalmazhaté modszert jelent a gydgyszer-metabolizdlé képesség

meghatdrozasara (19. tdblazat).
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19. tablazat: A gydgyszer-metabolizdlé képesség mindsitése méjban és leukocitdkban mérhetd

CYP mRNS szintek alapjan

CYP Cut-off értékek
PM-IM* IM-EM*
CYP1A2 - mdj 4,5%10™ 1,5%10™
leukocitdk 10 2%107
CYP2B6 - mij 3,5%10™ 1,510
leukocitak - -
CYP2C9 - mjj 1,510 7%107
leukocitak 5%10° 2,5%107
CYP2C19 - mjj 8+107 3,5%10"
leukocitdk 10° 10°
CYP2D6 - mj 1,510 510"
leukocitak - -
CYP3A4 - m4j 2,5%107 1,5
leukocitak 10° 10*

*PM: gyenge metabolizdld; IM: atlagos metabolizal6; EM: extenziv metabolizald

5.7. CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 és CYP3AS allél és genotipus gyakorisagok

Olyan CYP muticiok kimutatdsa volt a célunk, amelyek csokkent mitkodoképességii,
vagy mitkddésképtelen CYP enzim termelddést, illetve teljes enzimhidnyt eredményeznek, és
ezzel csokkent gydgyszer-lebontdé képességhez vezetnek. A kaukdzusi populaciéban
leggyakrabban el6fordulé CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 és CYP3AS génhibak kimutatisara
moédszert dolgoztunk ki, a mdédszer megbizhatdsdgat szekvendldssal erdsitettik meg. A
szekvendlas eredményei a mellékletben taldlhatok.

Tobb magyarorszdgi kérhdzzal és klinikdval vald egyiittmiikodés alapjan elvégeztiik
319 beteg, illetve mdjdonor leukocitdibdl szdrmazé genomidlis DNS mintdk CYP-
genotipizédldsit. A betegek tervezett, vagy mar folyamatban 1évd gydgyszeres terdpidja nem
minden esetben igényelte a laboratériumunkban meghatdrozhaté oOsszes CYP génhiba
kimutatasat, ezért az egyes CYP allél, illetve genotipus gyakorisiagokat eltérd betegszamu

csoportokon hatdroztuk meg.
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A 20-21. tabl4zatokban lathatdak az allél, illetve genotipus gyakorisdgok %-os ardnyai
a magyar populdcidban. Sajat vizsgdlati adataink mellett feltiintettem mds kaukdzusi
populdcidkban kapott allél gyakorisdg értékeket is. A CYP2C9*2 (430 C>T), illetve
CYP2C9*3 (1075 A>C) génhibdk csokkent mitkodoképességli enzimet eredményeznek. A
CYP2C9*2 a NADPH-citokréom P450 oxidoreduktazzal val6 kapcsolatban, mig a CYP2C9*3
muticié a szubsztrat felismerésben okoz zavart (1. tdblazat). A CYP2C9*3 mutécié egyes
CYP2C9 szubsztratok metabolizmusat befolydsolja. A CYP2C19*2 (681 G>A), CYP2C19%3
(636 G>A), és CYP2D6*4 (1846 G>A) génhibdk splicing rendellenességet okoznak és ennek
kovetkeztében csonka, inaktiv enzim expresszdlodik. A CYP2D6*3 (2549 delA) és
CYP2D6*6 (1795 delT) mutacidk ’frameshift’-et okoznak, ami a CYP2D6%*3-ndl inaktiv
enzim kifejez0déshez, mig a CYP2D6%*6-ndl teljes enzimhidnyhoz vezet. A CYP3A5*3
génhiba is splicing rendellenességet okoz, ami teljes enzimhianyt eredményez. A CYP3A4 és
CYP3AS enzimek szubsztratspektruma nagyon hasonlé. Mivel a kaukédzusi populdcidban
altaldban nincs jelen a CYP3AS enzim, azon gydgyszerek esetén, amiket a CYP3A enzimek
alakitdnak 4t (pl. takrolimusz, ciklosporin A, karbamazepin) farmakokinetikai problémdk
jelentkezhetnek azokndl a betegeknél, akiknél a CYP3AS enzim aktivan expresszalodik.
Ugyanis a CYP3AS enzim aktiv miikodése miatt az atlagos dézissal torténd kezelés mellett
nem €érhetd el a kivant hatdst.

Az altalunk vizsgdlt donorok és betegek CYP2C9*2, CYP2C9*3, CYP2C19*2,
CYP2C19*3, CYP2D6*3, CYP2D6*4, CYP2D6*6 ¢és CYP3AS5*3 allél gyakorisdgai
hasonlénak bizonyultak mas kaukdzusi (fehér) populdcidkban leirt gyakorisigokhoz (20.
tablazat) (Zhou et al., 2009; Miners and Birkett 1998; Scordo et al., 2004; de Morais et al.,
1994; Gardiner et al., 2006; Ingelman-Sundberg et al., 2005; Thompson et al., 2004).

20. tablazat: CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 és CYP3AS jelentdsebb génhibdk allél

gyakorisdgai a magyar €s mas kaukazusi populaciékban

CYP allélok Mutans allél gyakorisag a All€l gyakorisdgok a
magyar populdcidban (%) kaukdazusi/fehér
populacidban (%)
CYP2C9*2 10 (n=638) 8-13
CYP2C9*3 7 (n=638) 7-9
CYP2C19%2 16 (n=626) 9-14
CYP2C19%3 0 (n=626) <1
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CYP2D6*3 1 (n=416) 2
CYP2D6*4 18 (n=416) 1221
CYP2D6%6 1 (n=416) 1
CYP3A5*3 96 (n=626) 90-93

21. tablazat: CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 és CYP3AS jelentdsebb génhibak genotipus

gyakorisdgai a magyar populdaciékban

CYP allélok Genotipus Genotipus gyakorisdgok (%)
Homozigéta vad 32
CYP2C9*1/*1
CYP2C9*2 Heterozigdta 17
n=319 CYP2C9*1/*2
Homozig6ta mutins 1
CYP2C9*2/*2
Homozigéta vad 35.6
CYP2C9*1/*1 ’
CYP2C9*3 Heterozigbta 14.1
n=319 CYP2C9*1/*3 ’
Homozig6ta mutins 03
CYP2C9*3/*3 ’
Homozigéta vad 70
CYP2C19*1/*1
CYP2C19%2 Heterozigéta 8
n=313 CYP2C19*1/*2
Homozig6ta mutins )
CYP2C19%2/*2
Homozigéta vad 100
CYP2C19*1/*1
CYP2C19%3 Heterozigéta 0
n=313 CYP2C19%1/*3
Homozig6ta mutins 0
CYP2C19%3/*3
Homozigéta vad 98
CYP2D6*1/*1
CYP2D6*3 Heterozigdta 2
n=208 CYP2D6*1/*3
Homozig6ta mutans 0
CYP2D6*3/*3
Homozigéta vad 63
CYP2D6*1/*1
CYP2D6*4 Heterozigdta 29
n=208 CYP2D6*1/*%4
Homozig6ta mutans 3
CYP2D6*4/*4
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Homozigéta vad 98
CYP2D6*1/*1
CYP2D6*6 Heterozigdta 2
n=208 CYP2D6*1/*%6
Homozig6ta mutans 0
CYP2D6*6/*%6
Homozigéta vad 0.6
CYP3AS5*1/*1 ’
CYP3A5*3 Heterozigdta 77
n=313 CYP3A5*1/*3 ’
Homozig6ta mutans 91.7
CYP3A5*3/*3 ’

5.8. A gyenge, atlagos és extenziv metabolizal6 fenotipus gyakorisaga

A leukocitikban meghatirozhatd CYP expresszié alapjan jellemeztik a CYP1A2,
CYP2C9, CYP2C19, és CYP3A4 enzimek aktivitdsat és mindsitettiik 137 magyarorszigi
beteg gyogyszer-metabolizal6 képességét. A vérmintdk a 4.2. fejezetben felsorolt korhazakbol
és klinikakrdl érkeztek, egyes betegeknél tobb idOpontban is végeztiink CYP-fenotipizalast,
mivel a CYP expresszio kiilonbozé behatdsokra idordl-idore véltozhat. CYP1A2
fenotipizdlast a Szent Laszl6 Koérhaz Csontveld Transzplanticios Osztilyardl érkezd
vérmintdk esetében nem végeztiink, mert a betegek kezelése sordn nem alkalmaznak olyan
gyogyszert, amelynek metabolizmusiban a CYPIA2 enzim vesz részt. A Heim Pal
Gyermekkoérhdz Madardsz utcai korhdzabol érkezd epilepszids betegek vérmintdibol csak
CYP2C9-fenotipizalas tortént, ugyanis az epilepszia kezelésére elsoként valaszthatd szer, a
valprodt metabolizmusat els6dlegesen a CYP2C9 enzim katalizdlja. A CYP-fenotipus
gyakorisdgokat dsszesitve értékeltiik, a betegeket nem csoportositottuk betegség, kor, nem stb
szerint.

A 22. téblazatbol lathatd, hogy a betegek nagyobb része a gyenge metabolizald
fenotipusu csoportba tartozik a CYP1A2, CYP2C9 és CYP2C19 enzimek esetében, mig a
CYP3A4 enzimet tekintve a betegek zommel az atlagos metabolizal6 fenotipusba sorolhatdk.
A gyogyszeres terdpia soran fokozott figyelmet igényelnek a gyenge és extenziv metabolizald
fenotipusu betegek, akiknél sziikség lehet a terdpia moédositasara, dozis csokkentésre, vagy

éppen emelésre.
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22. tablazat: A gyenge, atlagos, illetve extenziv CYP-fenotipusu betegek ardnya

_ J Fenotipus
CYP enzimek Fenotipus gyakorisagok (%)
CYPlA2 | Byenee 5
(n= 48) atlagos 15.8
- extenziv L1
cypacy  oyemee X
(n=137) atlagos 22,6
extenziv 7,3
cypacly - [Syemee o
(1=90) atlagos 32,8
- extenziv 3,1
CYP3A4 [ yemee &
(1=90) atlagos 67,9
extenziv 2,2

5.9. CYP2C19*2 genotipus meghatarozasa HRM analizissel

A CYP-genotipus meghatirozdsokat daltaldban TagMan probds hidrolizis SNP
analizissel végezziik, ami egy rendkiviil érzékeny és megbizhaté mdédszernek bizonyult. A
metodika hatrdnya, hogy koltséges, fluoreszcens festékkel jelolt TagMan probak hasznélatat
igényli. Azért, hogy az SNP meghatarozasokat koltséghatékonyabba tegyiik, a CYP génhibak
azonositdsidra megprdébdlkoztunk egy alternativ mddszer, a HRM analizis alkalmazdsdval
CYP génhibak kimutatdsira. A HRM analizisnél nem hasznalunk TagMan prébdkat, hanem
interkalalo festéket (SYBRGreen I, Eva Green), ami jelentOsen olcsobba teszi a méréseket. A
HRM moédszer mérési koriilményeit rendkiviill gondosan kell meghatirozni, ugyanis az
interkaldlo festék a kettds szali DNS-hez kotddik, igy a rosszul tervezett primerek dimer
képzodését is jelzi. Az Eva Green festék szemben a leggyakrabban hasznalt SYBRGreen I-el,
kevésbé okoz a PCR reakcié sordn gatlast. Ezért az EvaGreen festék joval magasabb
koncentricioban alkalmazhat6, mint a SYBRGreen 1., ami a mérés érzékenységét noveli.
Magasabb koncentraciéban az EvaGreen teliteni tudja a megfeleld6 DNS amplikont, ezért a
fluorescens jel csokkenés jobban detektdlhat6, ami a HRM analizishez megfeleléen magas
felbontdst biztosit. A médszer megbizhatésdganak tesztelésére a CYP2C19%2 (G>A csere a
CYP2C19 gén 5. exonjdn) mutdcié kimutatdsa kapcsdn 0sszehasonlitottuk a két metodikét, a
HRM médszert és a hidrolizis SNP analizist.

Hidrolizis SNP analizis sordn a vad tipusd allélt (CYP2C19*1) Cal FluorGold540
fluoreszcens festékkel jelolt probdval mutattuk ki (12/a-c dbrdk: zold szin), a mutins allél

(CYP2C19%#2) detektalasa Quasar670 festékkel jelolt probaval tortént (12/a-c abrdk: barna
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szin). A homozigéta vad genotipus (CYP2C19*1/*1) csak Cal FluorGold540 jelet
eredményezett (12/a dbra), mig a heterozigéta CYP2C19%1/*2 genotipusndl mind a Cal
FluorGold540, mind a Quasar670 szigndl azonos intenzitdssal jelentkezett (12/b dbra). A
homozigéta mutidns genotipusndl (CYP2C19*2/%2) ugyan mindkét fluoreszcencia szignél
megjelent, azonban a mutans allélt jelz6 Quasar670 fluoreszcencia jel intenzitdsa lényegesen
magasabb volt (12/c édbra). A hiarom genotipus megbizhaté elkiilonitésére az allél
diszkriminaciés moédszert alkalmaztuk, amit a real-time PCR reakcié lefutdsa utan a Bio-Rad
CFX Manager software-el végeztiink. Az allél megkiilonboztetésnél a software dbrazolja a
maximalis Quasar670 fluoreszcens jel intenzitast a Cal FluorGold540 maximadlis jelintenzitas
fliggvényében (13. abra). Latszik a 13. dbrdn is, hogy a harom genotipus egyértelmiien

elkiilonitheto.

Amplifikicio
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Ciklusok
12/a dbra: Homozigéta vad CYP2C19*1/*1 tipus vizsgalata TagMan probékkal.

z6ld: CYP2C19*1 préba; barna: CYP2C19*2 préba
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Ciklusok
12/b dbra: Heterozigéta CYP2C19%1/*2 tipus vizsgalata TagMan probékkal.

z0ld: CYP2C19*1 préba; barna: CYP2C19%2 préba
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Ciklusok
12/c dbra: Homozigéta mutdns CYP2C19*2/*2 tipus vizsgalata TagMan probékkal.

z6ld: CYP2C19*1 préba; barna: CYP2C19*2 préba
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13. dbra: A harom CYP2C19 genotipus (CYP2C19*1/*1; CYP2C19*1/%2; CYP2C19%2/*2)

elkiilonitése allél diszkriminacids modszerrel.

A HRM analizisénél alkalmazott HRM software-ek a normalizdlt fluoreszencidt
abrazoljadk a hémérséklet fiiggvényében (14/a dbra). A DNS mintdk HRM analizisénél a
CYP2C19 homozigéta vad genotipusi (CYP2C19*1/*1) egyének PCR termékeinek
kimutathatéan magasabb az olvaddspontja, mint a homozigéta mutdns genotipusiaké
(CYP2C19#2/*2). A heterozigéta genotipusi (CYP2C19*1/%2) egyéneknél pedig a gorbe
alakja véltozik meg. A bdzis csere miatt ugyanis a DNS amplikonok egyrészt tokéletesen
hibridizdlnak, mdsrészt a vad tipusi DNS szakasz mutdns tipusi DNS szakasszal is
Osszekapcsolédhat (mismatch). Az ilyen médon rosszul hibridizalt kettds-szdld DNS
szakaszok olvaddspontja alacsonyabb. Ahogy novekszik a hdmérséklet, elészor a rosszul
hibridizalt amplikonok vélnak szét, ezért kezdetben a heterozigdta olvaddsi gorbe a
homozigéta vad, és a homozigéta mutdns gorbék alatt taldlhatd. A hdmérséklet novekedésével
azonban mar a megfelelden kapcsolédott DNS szakaszok is szétvdlnak, ezért a heterozigdta
olvadasi gorbe mar a homozigotak gorbéi kozott taldlhat6 (14/a dbra). A HRM analizishez a
reverse primert Ujra terveztiik, hogy 100 bazisparnal rovidebb amplikont (88 bazispar hosszi)
kapjunk. A 100 bazisparnidl hosszabb amplikonokndl ugyanis mar nehezebb egy bazispar
kiilonbséget kimutatni. Osszehasonlitdsképpen elvégeztiik a hidrolizis SNP analizishez
tervezett primerekkel is a HRM vizsgdlatot, ami egy 164 bazispar hosszi amplikont
eredményezett. A 88 bazispar hosszi amplikon esetében a normalizalt olvadaspont gérbén és

a differencidl garfikonon egyardnt jol elkiilonithetd a hdrom kiilonbdz6 genotipus (14/a-b
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abrdk), mig a 164 bdazispar hosszi DNS oligonukleotid esetében a hirom csoport
szétvalasztdsa nehézkes (15/a-b dbrdk). Minél rovidebb egy amplikon, anndl kisebb
olvadaspont kiilonbségek is kimutathatéak. Az &brdkon a z6ld a homozigéta vad
(CYP2C19*#1/*1), a kék a heterozigéta (CYP2C19*1/*2), mig a piros szin a homozigéta
mutans (CYP2C19%2/%2) genotipust jelenti. A homozigéta vad genotipus HRM gorbéjén a
normalizdlt fluoreszcens jelhez (RFU) magasabb olvaddspont érték tartozik, mint a
homozigéta mutans, illetve a heterozigéta diagramoknal (14/a, 15/a. abrak). A kiilonbség
grafikonokon a homozigéta mutins HRM gorbéket tekintettiik nulldnak és az RFU
kiilonbségeket abrazoltuk a homérséklet fiiggvényében (14/b, 15/b dbrak). Az abrak készitését
a Precision Melt Analysis software-el (BioRad Laboratories) végeztiikk, ami mar O,IOC
olvaddspont kiilonbséget érzékel. A software az olvadaspont kiilonbségek alapjan, valamint a
gorbék alakja szerint eltér6 csoportba sorolja a kiillonb6z6 genotipusi mintakat. A
CYP2C19*1 vad tipust amplikonok a 681. poziciéban egy G nukleotidot tartalmaznak, amely
magasabb olvadaspont értéket (73°C) eredményezett, mig a CYP2C19*%2 mutdns DNS
szakaszok 72,8°C hémérsékletii olvaddspontot eredményeztek. A heterozigéta genotipusu
egyének eltérd lefutdsi HRM gorbét adtak a normalizdlt RFU-hdmérséklet diagramokon.
Mindez azt mutatja, hogy a G>A bdziscsere a kis olvadaspont kiilonbség ellenére is jol

azonosithato.
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14/a dbra: CYP2CI19 genotipus meghatdrozds HRM analizissel: normalizdlt olvaddspont
gorbe 88 bazispar hosszisigi amplikon esetében. Az dbrdn a zold a homozigéta vad
(CYP2C19*#1/*1), a kék a heterozigéta (CYP2C19*1/*2), mig a piros szin a homozigdta
mutdns (CYP2C19%2/*2) genotipust jelenti.

Differencial gérhe
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Hémérséklet
14/b abra: CYP2C19 genotipus meghatirozds HRM analizissel: RFU kiilonbségek a
hémérséklet fiiggvényében a 88 bazispar hosszisagi amplikonndl. Az abran a zold a
homozigéta vad (CYP2C19*1/*1), a kék a heterozigéta (CYP2C19*1/¥2), mig a piros szin a
homozigéta mutians (CYP2C19%2/*2) genotipust jelenti.
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15/a dbra: CYP2C19 genotipus meghatirozds HRM analizissel: normalizalt olvadaspont

gorbe a 164 bazispar hossziisdgi amplikon esetében. Az dbrdn a zo6ld a homozigdta vad
(CYP2C19*#1/*1), a kék a heterozigéta (CYP2C19*1/*2), mig a piros szin a homozigéta
mutdns (CYP2C19%2/*2) genotipust jelenti.
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15/b édbra: CYP2CI19 genotipus meghatirozdis HRM analizissel: RFU kiilonbségek a
hémérséklet fiiggvényében a 164 bazispar hosszisdgi amplikonndl. Az dbrdn a zold a
homozigéta vad (CYP2C19*1/*1), a kék a heterozigéta (CYP2C19*1/¥2), mig a piros szin a
homozigéta mutdns (CYP2C19%2/*2) genotipust jelenti.

Mijszovetb6l meghataroztuk a donorok CYP2C19 genotipusiat. A két PCR alapu
mobdszer, a hidrolizis SNP analizis, illetve a HRM analizis eredményeit a PCR termékek
szekvendlasaval igazoltuk. A kiilonbozé CYP2C19 genotipus csoportokhoz tartozé donorok
mdj mikroszomdjdban meghatdroztuk a szelektiv CYP2C19 (mefenitoin 4’-hidroxildz)
enzimaktivitidsokat. A 16. dbra példaként 10 donor specifikus CYP2C19 enzimaktivitasat
mutatja. A CYP2C19*1/*2 heterozigéta, és a CYP2C19%*2/%2 homozigéta mutdns genotipusu
donorok specifikus enzimaktivitds értékei joval alacsonyabbak voltak, mint a CYP2C19*1/*1

homozigéta vad tipusd donorok aktivitasai.
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16. dbra: M4jszovet donorok CYP2C19 specifikus mefenitoin 4’-hidroxildz aktivitasai.

5.10. Klinikai példak a CYP-status alapjan kialakitott személyre szabott gyégyszeres
kezelésre (esettanulmanyok)

A Metabolikus  Gyogyszer-kolcsonhatdsok  Laboratérium — kozremiikodésével
kifejlesztett diagnosztikai rendszer CYPtest™ néven bejegyzésre keriilt. Néhdny klinikai

példa kapcsdn szeretném bemutatni a tobb 1€pcsOs diagnosztikai rendszer jelentOségét és
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alkalmazasat. Ezek a klinikai esetek igazoljdk, hogy a CYP-genotipus, illetve fenotipus
ismeretében moédositott gydgyszeres kezelés jelentdsen javithatja a gydgyszerhatékonysagot

és a betegek életmindségét.

5.10.1. Masfél honapos Gjsziilott epileptikus tiineteinek sikeres kezelése

Egy 5 hetes csecsemdnél epilepszidt diagnosztizaltak, az EEG vizsgalat kétoldali
konvulziv jeleket mutatott. A kezeldorvos valprodt (Convulex) kezelést kezdett a betegnél,
folyamatosan novelve az adagot napi 75 mg-ra. A kezelés megkezdését kovetden két héttel
anaemia (vérszegénység), thrombocytopaenia (a véralvadashoz sziikséges vérlemezkék
szamanak csokkenése) jelentkezett a betegnél. A silyos toxikus tiinetek megjelenésével a
valproat kezelést ledllitottdk, majd a kezeldorvos gydgyszer-mellékhatds gyantja miatt
felkereste laboratériumunkat. Elvégeztiik a teljeskori CYP genotipus és fenotipus
meghatdrozast, a csecsemonél CYP2C9*3/*3 homozigéta mutins genotipust mutattunk ki. A
CYP2CY9 genotipus alapjan megdllapithat6, hogy a betegnél erésen redukalt aktivitisd
CYP2C9 enzim expresszdlddott, amely a valproat lebontdsaért és hatdstalanitasaért felelds. A
beteg vérében mért rendkiviil magas valproat koncentracio szintén aldtdmasztotta a gyenge
CYP2C9 lebontdképességet és magyardzatul szolgélt a silyos mellékhatdsok megjelenésére.
A valprodt kezelés ledllitdsa utdn alkalmazott alternativ gydgyszerezéssel (karbamazepin

kezelés) jelenleg tiinetmentes a kisgyerek.

5.10.2. Takrolimusz dézis beallitasanak nehézségei egy szivtranszplantalt betegnél

Egy 8 éves, szivtranszplanticion 4atesett kisfid immunszuppresszdns terdpidjanak
részeként szokatlanul magas, napi 8 mg takrolimuszt kapott. A takrolimusz szokdsos napi
dozisa gyermekeknél 2,5 - 4,5 mg. A szivbiopszia azonban ennek ellenére a szerv enyhe
kilokddését jelezte. 2011. januar 14-én, 26-dn és februir 8-4n HPLC-MS méréssel
laboratériumunkban meghatarozott takrolimusz vérszintek (7,91 ng/ml, 6,22 ng/ml, 6,33
ng/ml) alacsonyabbnak bizonyultak, mint a terdpids hatdshoz sziikséges koncentraci6 (10 - 12
ng/ml). A PCR-el megallapitott CYP3AS genotipusa heterozigéta CYP3A5%1/*3. A betegnél
tehat az 4atlagosnak tekinthetd eurdpai (kaukdzusi) emberrel ellentétben mitkodoképes
CYP3AS enzim expresszalodik, ami a CYP3A4 enzim mellett szintén képes lebontani a
takrolimuszt. Irodalombdl ismert (Dai et al., 2006), hogy a CYP3AS enzim még

intenzivebben képes metabolizdlni a takrolimuszt, mint a CYP3A4. A CYP3AS genotipus,
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illetve a takrolimusz vérszintek ismeretében a ddzis fokozatos emelésére volt sziikség (8 mg
napi dézisrél 8,25 mg majd 8,50 mg-ra).

Az immunszuppressziv terdpia mdsik komponenseként a beteg az atlagos protokoll
szerint szteroidot, napi 8 mg metilprednizolont is kapott, amelynek dézisat fokozatosan
csokkentették 4 mg-ra. Ismert, hogy a szteroidok indukdljak a CYP3A4/5 enzimek
expresszidjat, és a szteroid dozis csokkentésével az indukcié mértéke is csokken. Az aprilis
19-én ismételten meghatdrozott takrolimusz vérszint 13,1 ng/ml-re emelkedett. Azonos dézisu
takrolimusz kezelés mellett tapasztalt vérszint novekedést feltehetben a szteroid

(metilprednizolon) do6zis csokkentése idézte eld (17. dbra).

metilprednizolon 8 mg 4 mg
' 04.19.

1,5 1
2011.01.14.
1,0 5
01 '26'02.08.
0,5
0,0 - T T T T T T

17. abra: A takrolimusz normalizalt vérszintjének alakuldsa

takrolimusz vérszint/dozis (ng/ml)/mg

5.10.3. Egy 33 éves nobeteg alacsony karbamazepin vérszintjének oka

Egy 33 éves, szkizoaffektiv zavarok miatt kezelt ndbetegnél a CYP génhibdk
meghatarozasa soran CYP3AS5*%1/*3 heterozigéta genotipust mutattunk ki, amely
mikodoképes CYP3AS  enzimfehérje  kifejez6dését  jelenti. A karbamazepin
metabolizmusdban meghatdrozé szerepe van a CYP3A enzimeknek. Hasonléan az el6zd
esethez, a CYP3AS enzim jelenléte egy fokozott karbamazepin lebontidshoz vezet, mert a
CYP3A4 és CYP3AS enzimek aktivitisa Osszeadddik. Ezért a karbamazepin dézisdnak
emelésére volt sziikség az eredményes kezelés eléréséhez. A beteg kezdetben napi 400 mg

karbamazepin kezelésben részesiilt. A beteg vérmintdjabol HPLC-MS analizissel
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meghatdroztuk a gyogyszerszintet. A karbamazepin koncentricidja a terdpids tartomdany alsé
hatdra alatt mozgott, 4,96 png/ml értéket mutatott (terdpids tartomdny: 6-12 pg/ml). Az
alacsony vérszint érték a fokozott CYP3A aktivitisnak koszonhetd, ezért a napi dozist 800
mg-ra emelték, amely 7,33 pg/ml vérszintet eredményezett. Azéta a beteg lelkidllapota

stabilizalodott, érzelmi kitorések ritkabban fordultak eld, életvitele kiegyensulyozottabba valt.

5.10.4. Egy 52 éves férfi immunszupressziv terapiajanak modositasa

A ciklosporin egy, a szervatiiltetett betegek terdpidjaban gyakran alkalmazott
immunszupresszans gyogyszer, ami a T sejt fiiggd immunvélasz szelektiv és reverzibilis
gdatlasat okozza, egyéb sejtek proliferacijat nem befolydsolja. A ciklosporint elssorban a
CYP3A4 enzim metabolizdlja. A CYP3A4 enzim a ciklosporint egy toxikus metabolittd, 1,9-
dihidroxi-ciklosporinnd alakitja 4t. Az 1,9-dihidroxi-ciklosporin méjtoxicitast okoz.
Osszefiiggés mutathaté ki az 1,9-dihidroxi-ciklosporin vérkoncentriciéja és a vér GGT
(gamma-glutamyl transpeptidase), illetve bilirubin szintjei kozott.

Egy 52 éves férfindl Hepatits B virus fert6z¢€s miatt mdj transzplantaciot végeztek. Az
atiiltetésre keriilt maj egy 52 éves donortdl szdrmazott. Az opericiot kovetden emelt
ciklosporin dézisra volt sziikség a terapids vérszint eléréséhez, azonban a kezelés hatisara
toxikus tiinetek (a majenzimek emelkedése) jelentkeztek. A drasztikusan megemelkedett 1,9-
dihidroxi-ciklosporin metabolit vérkoncentracié mellett fokozott GGT szint és emelkedett
bilirubin szint jelentkezett, ami majtoxicitdsra utalt (18-19. 4brak). A donor CYP-status
vizsgélata sordn kitlint, hogy jelentdsen emelkedett a CYP3A4 expresszi6é (rendkiviil magas
mRNS szint volt mérhetd), azaz a majdonor az extenziv metabolizal6 CYP3A4 fenotipust
csoportba tartozott. A beiiltetett méj rendkiviil intenziven metabolizélta a ciklosporint, amely
magyaréazatul szolgdl a recipiensnél jelentkezd fokozott 1,9-dihidroxi-ciklosporin termelésre.
A transzplanticiét kovetd 8. napon takrolimusz kezelésre tértek at, amely a mdjfunkcid

jelentds javuldsit eredményezte az 52 éves mdj recipiens férfi esetében (18-19. dbrak).
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18. dbra: Osszefiiggés az 1,9-dihidroxi-ciklosporin (CYA) vérkoncentricié (kék gorbe),

illetve a vér GGT szintje (narancssarga gorbe) kozott.
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19. 4bra: Osszefiiggés az 1,9-dihidroxi-ciklosporin (CYA) vérkoncentricié (kék gorbe),

illetve a vér bilirubin szintje (narancssarga gorbe) kozott.
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6. Az eredmények értékelése

A személyre szabott gydgyszeres terdpia kialakitdsdhoz megbizhaté diagnosztikai
moédszerek kidolgozdsdra van sziikség a betegek gydgyszer-metabolizdlé képességének
megéllapitdsdhoz. A teljes gydgyszer-metabolizmus nehezen becsiilhetd, de némi
egyszertsitéssel informacid nyerhetd a gyogyszer-lebont6 kapacitasrol. Egyrészt a gydgyszer-
lebontdsban résztvevd enzimek foként a mdjban fejezOdnek ki, madasrészt a testidegen
anyagokat foleg a CYP enzimrendszer, koziilikk is els6sorban a CYP1-3 csalad tagjai (pl.:
CYP1A2, CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, és CYP3A enzimek) metabolizaljdk
(Chen et al., 2011). A gydgyszer-lebontd képesség megallapitiséhoz egy Osszetett, tobb
1épcsés diagnosztikai eljardst (CYPtest™) dolgoztunk ki, amivel egyrészt informaci6t kapunk
vérben torténd CYP expresszio (mRNS mennyiség) meghatdrozasaval, valamint a CYP
génekben levé muticiokrol. A betegek gydgyszer-metabolizdld képességének mindsitése €s a
személyre szabott gydgyszeres terdpia kialakitdsa jelentés mértékben hozzdjarul a sikeres
gyogyszeres kezeléshez, hiszen javitja a gydgyszerhatékonysdgot és csokkenti a karos
mellékhatdsok megjelenését.

A madj biopszia ugyan bizonyos esetekben lehetséges az egyes vizsgilatokhoz, de
viszonylag kockdzatos beavatkozds, ezért célszerlibb a vizsgdlatokat lehetdség szerint
vérmintdbol elvégezni. A vér alakos elemeinek zomét a vorosvértestek alkotjak, érésiik sordn
a sejtmag kilokddik, ezért a vorosvértestek mar nem képesek aktiv RNS szintézisre. Ennek
ellenére bizonyitott, hogy a vordsvértestek jelentds RNS tartalommal rendelkeznek
(Kabanova et al., 2009), ami alatamasztja azt a feltételezést, hogy a fehérje szintézis a
vorosvértestekben sejtmagtol fiiggetleniil torténik. Ebbdl ad6ddan az érett vorosvértestekben
teljes mértékben hidnyzik a gén expresszié transzkripcids szabdlyzasa. Kovetkezésképpen a
vorosvértestekben a kiilonb6z6 gének expresszidja, mRNS mennyisége csak a sejtmag
kilokodése elotti  allapotot mutatja, a késObbiekben kiilsé hatdsokra bekovetkezd
transzkripcids szabdlyzds mar nem torténik. Ezért az eritrocitdk nem alkalmasak a CYP
expresszids vizsgdlatokra, azonban a leukocitdk megfeleldek lehetnek. Az érett fehérvérsejtek
sejtmaggal rendelkeznek €s aktiv RNS szintézis folyik benniik. Ezzel kapcsolatban tobb
kérdés is felmeriilt benniink: i) a CYP gének fehérvérsejtekben torténd expresszidja
megfeleléen tiikrozi-e az egyes CYP aktivitisokat a madjban; ii) a CYP kifejezodés

szabdlyzdsa a leukocitdkban és a hepatocitdkban vajon azonos mddon torténik-e; iii) a
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leukocitakbol lehetséges-e informéciét nyerni a médj gyogyszer-lebonté kapacitdsara
vonatkozéan. Célunk az volt, hogy meghatirozzuk a CYP mRNS mennyiségeket
leukocitdkban és mdj szovetben egyardnt és Osszefiiggéseket dllapitsunk meg a CYP
expresszid, valamint a méjban levé CYP enzimaktivitdsok kozott.

A gybgyszer-metabolizdlé képesség megallapitasanak alapvetdé moddszere a CYP
enzimek aktivitdsdnak meghatdrozdsa szelektiv szubsztritok alkalmazdsdval (Yuan et al.,
2002). A mikroszomdlis CYP enzimaktivitisok meghatirozdsa megbizhaté modszernek
tekinthetd, hatranya azonban, hogy jelentds mennyiségli majszovet sziikséges hozza, ezért
betegeken nem is végezhetd el. Leukocitdkban a CYP enzimfehérjék csak rendkiviil alacsony
szinten fejezddnek ki, ezért az enzimaktivitdsok itt nem hatirozhatéak meg €s a madj-vér
enzimaktivitds korreldcié nem végezhetd el. Mivel a gének expresszidja sordn az elsd 1épés a
mRNS szintézis €s ezt koveti az enzimfehérje szintézise, ezért feltételezhetd, hogy a méajban,
illetve a leukocitdkban a mRNS és enzimfehérje mennyisége és végiill az enzimaktivitds
Osszefliggésben van. Ha az Osszefiiggés szoros, akkor a CYP mRNS mennyisége alapjan
kovetkeztethetiink a madjban levd enzimaktivitdsra. Ezért megvizsgiltuk a gydgyszer-
metabolizmusban legfontosabb szerepet jatszé hat CYP enzim (CYP1A2, CYP2B6, CYP2C9,
CYP2C19, CYP2D6, és CYP3A4) aktivitasat a méjban, illetve mRNS szintjét a mdjban és a
leukocitakban.

A CYP enzimek specifikus enzim aktivitasait HPLC-UV-vel, illetve HPLC-MS-el, a
CYP mRNS mennyiségeket leukocitikban és mdjszovetben kvantitativ real-time PCR
technikaval hataroztuk meg 164 human majdonorndl. A majban a kiilonb6z6 donorok CYP
enzimaktivitdsai nagyfoku variabilitast mutattak, amit mas szerzok is lefrtak mar (Transon et
al., 1996; Blanco et al., 2000; Shu et al., 2001). A méjban levé CYP mRNS variabilitas
hasonl6 mintdzatot mutatott, mint az enzim aktivitisokban mutatkozé kiilonbségek. 20-2.000-
szeres kiilonbségeket is tapasztaltunk példaul a CYP2D6, illetve CYP3A4 expresszid
esetében. Az Osszes vizsgalt CYP mRNS a mijban detektdlhaté volt szemben az
enzimaktivitisokkal, amelyek néhdny esetben értékelhetetleniil alacsonyak voltak.
Leukocitdkban a vizsgdlt CYP gének expresszidja szintén a detektdlhaté és értékelhetd
tartomanyban volt ellentétben mas szerzOk altal lefrtakkal. Koch és mtsainak (2002) nem
sikeriilt CYP3A4 mRNS expressziot kimutatni leukocitdkban, mig Furukawa és mtsai (2004)
egyaltalan nem detektaltak CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 és CYP3A4 mRNS-t a periférids
vérsejtekben. A negativ eredmények héatterében feltehetéen a nem megfelelé mintavétel, vagy
taroldsi, metodikai problémadk, illetve nem megfeleld primer/préba tervezés dallhatott. A

detektalasi nehézségek oka lehet egyrészt a nem megfeleld RNS izolélasi technika, mésrészt a
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nem elég érzékeny analitikai moédszer. Furukawa és mtsai (2004) QIAGEN (Hilden,
Germany) miniprep kit-et alkalmaztak az RNS kinyerésére, mig Koch és munkatérsai (2002)
az RNS-t RNeasy kit-el (QUIAGEN) izoldltdk limfocitdkb6l. Mindkét reagenssel nagy
tisztasdgd RNS dllithaté eld, de sajat tapasztalataink szerint rendkiviil rossz hatdsfokkal
izoldlhat6 a CYP mRNS a sejtekb6l. Akkor alkalmazhatéak az emlitett RNS izoldlo
reagensek, ha a kinyerni kivint mRNS nagy mennyiségben expresszalodik az adott sejtekben,
szemben a TRIzol (Invitrogen), illetve TRI reagenssel (Molecular Research Center,
Cincinnati, OH), amik alkalmasak kis mennyiségi mRNS kinyerésre is. A magyarorszagi
majdonorokndl a CYP gének relativ expresszidja lé€nyegesen alacsonyabb volt a
fehérvérsejtekben, mint a mdjban (10*-10*szeres kiilonbségek). Masrészt leukocitdkban a
CYP mRNS-ek variabilitdsa szintén nagyfoku volt.

Osszefiiggést kerestiink a mdj specifikus CYP enzim aktivitdsai és a mdjban mérhetd
CYP mRNS mennyiségek kozott, hogy megallapitsuk, vajon a CYP gén expresszié mértéke
tapasztaltunk a CYP1A2 mRNS-szint és a fenacetin O-dealkildcié kozott, ami azt jelenti,
hogy a CYP1A2 gén mdjban torténd kifejez0dése tiikrozi a mdj CYP1A2 aktivitasit. Hasonl6
megallapitasokat tettek Rodriguez-Antona és mtsai (2001), valamint George és mtsai (1995):
Osszefiiggést fedeztek fel a mdjban levd CYP1A2 mRNS-szint és a 7-metoxirezorufin O-
demetilaz aktivitds, illetve a CYP1A2 fehérje mennyiség kozott. Vizsgalatainkban 164 human
m4j donor esetében szintén Osszefiiggést mutattunk ki a majban levo CYP2B6 mRNS-szintek
és a mefenitoin N-demetildz aktivitisok kozott (r;=0,89), mig Rodriguez-Antona és mtsai
(2001) gyengébb korrelaciot irtak le a maj CYP2B6 mRNS-szintje és a benzoxirezorufin O-
debenzilaz aktivitdsok kozott 12 human méjmintaban (r=0,52). A benzoxirezorufin O-
debenzilaciét azonban nemcsak a CYP2B6, hanem a CYP3A4 is katalizdlja (Niwa et al,,
2003), ami magyardzatul szolgidlhat a Rodriguez—Antona €s mtsai (2001) cikkében leirt
gyengébb korrelaciora.

A CYP2C9, a CYP2C19, a CYP2D6 és a CYP3A4 enzimek viszonylag gyenge
korrelaciét mutattak, ha a méjban levd CYP enzim aktivitisokat és mRNS mennyiségeket
Osszehasonlitottuk mind a 164 donorndl. A genetikai polimorfizmus gyengébben mukodd
enzimeket eredményez, illetve az enzimaktivitds teljes elvesztéséhez is vezethet (lasd 2.
fejezetben), ami magyardzatul szolgdl bizonyos donorokndl a mdjban mérhetd magasabb
mRNS szintekre és alacsonyabb enzim aktivitas értékekre a CYP2C9, CYP2C19 és CYP2D6
esetében. Elsdként tehat sziikséges megvizsgilni ezen CYP gének leggyakoribb muticidit,

majd ezutan elvégezni a korrelacids analizist a mdj CYP mRNS szintjei és enzimaktivitdsai
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kozott. Azokat a donorokat, akiknél CYP génhibdkat észleltiink (CYP2C9*2, CYP2C9*3,
CYP2C19%2, CYP2C19*3, CYP2D6*3, CYP2D6*4 és CYP2D6*6 muticiot hordozéd
heterozigéta, vagy homozigéta mutdns genotipusi donorok), kizdrtuk a Kkorrelacids
analizisbdl. A korreldcié szorosnak mutatkozott (r;>0,88) a CYP2C9, CYP2C19 és CYP2D6
esetében, miutan az elemzésbe nem vontuk be a mutacidval rendelkez6 donorokat. George €s
mtsai (1995) szintén korreldciét allapitottak meg a CYP2C9 mRNS szint és az enzim
mennyiség kozott, de a korrelacié mértékét nem talaltak szorosnak, ami azzal magyarazhato,
hogy a CYP2C9 fehérje szint mérés sordn haszndlt antitest feltehetéen gyenge szelektivitasa
volt, igy nemcsak a CYP2C9-et detektiltik, hanem szdmos mds CYP2C enzimet is.
Rodriguez-Antona és mtsai (2001) a maj CYP2C9 mRNS szintje és a diklofenak 4’-hidroxilaz
aktivitdsa kozott nem taldltak Osszefiiggést, bar a szerzOk nem vizsgiltdk a CYP2C9
génhibdkat. A fent emlitett szerzOk gyengébb korrelaciot taldltak a maj CYP2D6 mRNS
szintjei és a dextrometorfan O-demetildz aktivitdsok kozott, mint amit mi bemutattunk. Ennek
oka szintén az lehet, hogy Rodriguez-Antona és mtsai (2001) figyelemen kiviil hagytdk a
CYP2D6 génhibdkat.

A CYP3A korreldciés vizsgédlata sordn forditott helyzettel szembesiiltiink: néhdny
donorndl viszonylag magas enzimaktivitisokat (nifedipin oxidéacié, midazolam 1’-és 4-
hidroxilaci6) mértiink, ezzel szemben a mdjban mérhet6 CYP3A4 mRNS expresszid
alacsonyabb volt a vdrhatéondl. A magyardzatot a CYP3AS5 genetikai polimorfizmusa
jelentheti. A CYP3AS5*3 génhiba a magyar populéacid tobb mint 90 %-aban jelen van mind a
két allélon, hasonl6an mas eurdpai fehér populacidkhoz. A CYP3A5*3 génhiba teljes enzim
hidnyt okoz, ami azt jelenti, hogy a magyar emberek zoménél (>90 %) egyiltalin nem
expresszalodik mitkodoképes CYP3AS enzim. Amennyiben a viszonylag ritka CYP3AS5*1
allél fordul eld a genomban, miikodoképes CYP3AS enzim fejezddik ki, ami hozzdjarul a
legtobb CYP3A szubsztrat lebontdsdhoz, mint példaul a nifedipin, midazolam, ciklosporin,
takrolimusz, eritromicin, karbamazepin €s lidokain (Patki et al., 2003; Dai et al., 2006; Huang
et al., 2004), vagyis a CYP3A4 és CYP3AS enzimek aktivitdsai Osszeadédnak.
Tapasztalataink szerint azok a donorok, akik CYP3AS heterozigétdk, vagy homozigéta vad
genotipusiak (CYP3AS5*1/*3 és CYP3A5*1/*%1), magasabb CYP3A enzim aktivitds értékeket
mutatnak. Ezért a CYP3AS5 enzimet aktivan expresszalé donorokat kivettilkk a korreldcids
analizisbdl, ami egy joval szorosabb Osszefiiggést eredményezett a mdj] CYP3A4 mRNS
szintje €s a CYP3A enzim aktivitdsok kozott (r:>0,8). Kordbbi vizsgalatok (Sumida et al.,
1999; Rodriguez-Antona et al., 2001) is viszonylag erdsebb korreldcidt irtak le a mdj

CYP3A4 mRNS szintje és a tesztoszteron 6f-hidroxildz aktivitdsa kozott. A CYP3A4
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expresszid a méjban szintén szoros Osszefiiggést mutatott a normalizdlt plazma
koncentricioval (plazma gydgyszerszint / dézis * testsily) a CYP3A szubsztratok
(ciklosporin, takrolimusz) esetében a méj transzplantaltaknal (Thorn et al.,2004).

A mij gydgyszer-metabolizdlé kapacitisanak becslésére elonyOs lenne, ha a
metabolizmusban meghatarozé szerepet jatsz6 CYP enzimek leukocitdkban mérhetd mRNS
mennyiségébdl informacidét kaphatnidnk a mdjban levé CYP enzim aktivitisokrdl. Az
irodalomban azonban eddig még nem jelentek meg ilyen tartalmu kozlemények. Tobb szerzd
prébalkozott ugyan a maj CYP mRNS szintek és a teljes vérben vagy a periférids vér
mononukledris sejtjeiben levd CYP mRNS mennyiségek kozott kapesolatot talalni (Finnstrom
et al., 2001; Nowakowski et al., 2002; Koch et al., 2002; Furukawa et al., 2004; Lee et al.,
2010), de széleskorli elemzést ezen a téren még nem végeztek. Finnstrom és mtsai (2001) nem
talaltak kapcsolatot a mdj CYP mRNS szintje és a vér CYP mRNS mennyiségei kozott a
CYP1A2, illetve a CYP3A4 enzimek esetében, aminek oka lehet, hogy teljes vérbdl izolaltdk
az RNS-t. Fehérvérsejteknél feltételezhetd valamilyen mértékii Osszefiiggés a maj CYP
expresszidjaval, azonban a periférids vérben 1évo sejtek eltérd érettségi allapota, illetve kora
nem teszi lehetdvé, hogy a vorosvértestek CYP mRNS szintjeibdl kovetkeztessiink a mdj
CYP expresszi6jara. Furukawa és mtsai (2004) nem talaltak 6sszefiiggést a CYP1A2 méjban,
illetve vérben torténd expresszids szintjei kozott. A detektdldsi nehézségek oka lehet még a
nem megfeleld RNS izoldlasi mddszer, vagy a nem elég érzékeny analitikai mdédszer. Lee és
mtsai (2010) szintén gyenge korrelaciot irtak le a mdjban és vérben levé CYP mRNS
mennyiségek kozott, de az alacsony mintaszam (n=5) miatt ebbdl még kovetkeztetések
kevéssé vonhatok le. Munkdnkban igazoltuk, hogy a CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19 és
CYP3A4 leukocitikban el6fordul6 mRNS mennyiségei erdsen korreldlnak a CYP enzimek
majban mérhetd aktivitdsaval. Azonban elézetes CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 és CYP3AS
genotipus meghatarozasok voltak sziikségesek ahhoz, hogy a genetikai polimorfizmus okozta
eltérések ne torzitsdk az értékelést. A CYP2C9 és CYP2C19 homozigéta vad, illetve CYP3AS
homozigéta mutdns genotipusii donorok expressziéja (mdjszovetben és leukocitdkban
egyarant) hiven tiikrozte a mdjban mérhet6 CYP enzimaktivitdsokat. A leukocitik CYP2B6 és
CYP2D6 mRNS szintjei azonban nem mutattak korrelaciét a majban mérhetd CYP2B6 és
CYP2D6 enzimaktivitdsokkal. A CYP2D6 genotipus vizsgdlattal ugyan eldzetes becslés
adhat6 a CYP2D6 génhibédk okozta gyenge enzim aktivitdsra vonatkozdan, de leukocitdkbdl
nem nydjthaté informéacié az enzim aktivitdsdnak aktudlis dllapotdrdl abban az esetben, ha az
egyén nem hordoz CYP2D6 muticiét. A CYP2D6 enzim genetikai polimorfizmusa jelentds

és jelenlegi ismereteink szerint a CYP2D6 gén nem indukalhatd, igy a CYP2D6 génhibak
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meghatdrozdsa fontos informdaciét szolgédltat a CYP2D6 szubsztritok metabolizmusédnak
becsléséhez.

Tobb magyarorszdgi kérhdzzal és klinikdval vald egyiittm{ikodés alapjan elvégeztiik
319 beteg, illetve mdjdonor leukocitdibdl szdrmazé genomidlis DNS mintdk CYP-
genotipizaldsat. Az allél és genotipus gyakorisigok hasonléak voltak, mint amit mas
kaukézusi populdcidkndl mar korabban leirtak (Zhou et al., 2009; Miners et al., 1998; Scordo
et al.,, 2004; de Morais et al., 1994; Gardiner et al., 2006; Ingelman-Sundberg et al., 2005;
Thompson et al,, 2004). A betegek CYP-fenotipus vizsgdlata sordn viszonylag nagy
szazalékban mutattunk ki gyenge CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19 metabolizal6 fenotipust. A
CYP-fenotipus betegcsoportonkénti elemzése azonban csak magasabb esetszdmndl adhat
megalapozott eredményt, ezért a CYP-fenotipusok részletesebb értékelésétdl tartézkodtunk.

A CYP génhibak kimutatisira egy alternativ modszert, az olvadaspont analizist is
bedllitottuk. A metodikai fejlesztés bemutatdsdra példaként a CYP2C19*2 génhiba (681.
poziciéban G>A mutidcié) kimutatdsdndl Osszehasonlitottuk a HRM és a hidrolizis SNP
analizist. A CYP2C19 génhiba megbizhatéan kimutathaté volt TagMan probés hidrolizis
SNP, illetve HRM analizissel egyardnt. Osszehasonlitva a két médszer koltség-igényét,
valamint a kiértékelés egyszertiségét, a HRM mddszer eldnyosebbnek tekinthetd. A HRM
analizis anyagkoltsége alacsonyabb, ugyanis a PCR reakci6 elegy nem tartalmaz TagMan
prébakat (hidrolizis SNP analizisnél és a HRM kimutatdasnal hasznalt DNS polimerdz enzim
keverékek dra kozel azonos), ami kiilondsen magas mintaszamndl jelenthet komoly
megtakaritast. A TagMan prébdk ara jelenleg 100 PCR reakciora koriilbeliil 3.000-8.000,-Ft
az oligonukleotidhoz csatolt fluoreszcens festéktdl, illetve a kiolté molekulétdl fiiggden. A
HRM analizishez csak primereket kell hasznilni (dra 200-300,-Ft/5 nmdl primer), amely
kiilonosen eldnyds a mddszer-fejlesztés soran. Ezen feliil az oligonukleotidok szintézisét
végz6 laboratériumok szamdra a primerek eldallitdsa joval egyszeriibb és gyorsabb, mint a
jelolt probak szintézise €s tisztitisa. Az olvadaspont gorbék kiértékelése és a genotipus
csoportok elkiilonitése is egyszeriibb, mint a vad/mutdns allél diszkriminacié. Osszességében
megéllapithatd, hogy megfeleléen tervezett oligonukleotidokkal és az optimdlis mérési
koriilmények bedllitasaval a CYP génhibak kimutatdsara nemcsak a hidrolizis SNP analizis,

de az olvaddspont analizis is alkalmas, st szdmos elénnyel rendelkezik.
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7. Kovetkeztetések

Munkankban bemutattuk, hogy a majban 1év6 CYP enzimaktivitdsok becsiilhetok a
CYP-genotipizdlas, illetve CYP-fenotipizalas segitségével majbol nyert tiibiopszia mintabdl
és némi megkotéssel a periférids vérbol izolalt leukocitakbdl is. Elséként a CYP-
genotipizalast célszerii elvégezni, amellyel a CYP génekben taldlhatd, klinikai jelentoséggel
biré mutdciok (CYP2C9*2, CYP2C9*3, CYP2C19*2, CYP2C19*3, CYP2D6*3, CYP2D6*4,
CYP2D6%6) mutathaték ki mdj vagy vérmintdbdl. A CYP-genotipizdldssal kiszlirhetd a
génhibdk kovetkeztében folyamatosan fenndllé gyenge (vagy extenziv) metabolizald
fenotipus, igy a CYP-genotipizdldst elegendd a betegnél egyszer egy életben elvégezni. A
CYP-fenotipizdlds mdj mintabdl elvégezhetd a CYP1A2, CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19,
CYP2D6 és CYP3A4 enzimeknél, ami hiteles informaciét nydjt a felsorolt enzimek méjban
levé enzimaktivitasirl abban az esetben, ha a CYP2C9, CYP2CI9 és CYP2D6 génekben
nincs mutacié, és a beteg CYP3AS5*3/*3 genotipusi. A vérvétel azonban egy sokkal
egyszeribb mintavételi moédszer, és a leukocitdk bizonyos megkotéssel alkalmasaknak
bizonyultak a CYP-fenotipizalasra. A leukocitdkban végzett CYP-fenotipizalds a CYP1A2,
CYP2C9, CYP2C19 és CYP3A4 enzimek esetében nytjt informaciét a méjban levé CYP
aktivitdsokra azon betegeknél, akik homozigdta vad CYP2C9 illetve CYP2C19 genotipusuak,
illetve két CYP3A5*3 mutans allélt hordoznak (20. dbra).

A betegek gydgyszer-metabolizalé kapacitasa tehat mindsithetd a CYP-genotipizélas,
illetve a CYP-fenotipizdlas elvégzésével mdj tibiopszidbdl, illetve némi megkotéssel
leukocitakbdl is. A betegek gydgyszer-metabolizalé kapacitisdnak becslése segitséget nyujt
az egyénre szabott, optimdlis gydgyszeres terdpia bedllitisdhoz. A CYPtest™ segitségével
kivalaszthat6 a leghatékonyabb gydgyszer és meghatirozhaté a megfeleld dozis, amellyel
csokkenthetd a kdros vagy akdr végzetes mellékhatdsok kialakuldsa, illetve elérhetd a

megfeleld terdpids hatds, amivel a betegek életmindsége jelentdsen javithato.
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vérminta

}

leukocitak

genomidlis DNS teljes RNS

| l

CYPfgel‘lotipiZﬁlfls CYP—feHﬂﬁpiZﬁlf’lS az alabbi

enzimekre:
CYP1AZ, CYP2C9,
CYP2C19, CfP3A4

heterozigdta vagy heterozigdta vagy homozigéta vad:
homozigéta muténs a homozigdta vad: CYP2C9%1/%1 A gyogyszer-lebontoképesség

CYP2C9*2, CYP2C9*3 CYP3AS*1/*3 vagy CYP2C19%1/*1 minGsitése gyenge, atlagos,
CYP2C19%2, CYP2C19%3 CYP3AS*1/%1 CYP2D6*1/%1 oy ﬁs’f;“ail: L‘:;tj)?‘;’i’ek

CYP2D6*3, CYP2D6*4 hormozigéta mutans: P allcalmazasaval

CYP2Do*6 génhibdkra CYP3A5*3/%3

Extenziv metabolizinus
Csokkent virhats. Normél metabolizmus

varhatd.

\ Becslés az aktualis gyogyszer-
metabolizilé kapacitasra
vonatkozoéan.

metabolizmus varhaté.

20. abra: A periférids vér leukocitaibdl torténd gyogyszer-metabolizal6 kapacitas becslése

91



1.

8. Tézis pontok

A gybgyszer-metabolizdld képesség jellemzésére alkalmas diagnosztikai rendszert

dolgoztunk ki, amely egyfeldl a gydgyszer-metabolizmusban jelentds szerepet jatszé CYP

enzimek expresszidjanak meghatdrozasan (CYP-fenotipizalas), masfel6l a DNS analizissel
megéllapithatd CYP génhibak kimutatdsan (CYP-genotipizalds) alapul. A CYPtest ™
néven bejegyzésre keriilt eljaras elemei:

1.1. CYP-genotipizdlds: A gydgyszer-metabolizmus szempontjabdl jelentés CYP enzimek
génjeiben olyan muticiok kimutatdsira koncentraltunk, amelyek csokkent miikodo
képességli, vagy teljesen inaktiv enzimet eredményeznek, illetve teljes enzimhidnyt
okoznak. A kaukdzusi populdcidban viszonylag gyakran eléfordulé CYP
polimorfizmusok (CYP2C9%2, CYP2C9*3, CYP2C19*2, CYP2C19*3, CYP2D6*3,
CYP2D6*4, CYP2D6*6, CYP3A5*3) detektdldsdra alkalmas rendszert dolgoztunk Kki.

1.2. CYP-fenotipizdlas: Mivel a CYP enzimek expresszidja és aktivitisa idérdl-idore
véltozhat, az aktudlis gydgyszer-lebonté képesség meghatdrozdsa sziikséges olyan
esetekben, amikor CYP génhiba nem befolydsolja a gydgyszer-metabolizmust. Ezért a
gyogyszer-metabolizmus szempontjabol fontos CYP enzimek (CYP1A2, CYP2B6,
CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 és CYP3A4) expresszidjat is meghatdrozzuk, amelybdl
kovetkeztethetiink a mdj CYP enzimaktivitasaira.

A mdj gybégyszer-metabolizalé képességét meghatiroz6 CYP enzimaktivitdsokra

kovetkeztethetiink a mdjban mérhetd CYP mRNS szintekbdl. Ugyanis szoros Osszefiiggést

taldltunk a CYP1A2, CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 és CYP3A4 mdjban mért
specifikus enzim aktivitdsai és expresszidja kdzott.

A méaj gydgyszer-lebontd kapacitisiat jellemz6 CYP enzimaktivitisokra bizonyos

megkdtésekkel kovetkeztetni lehet a leukocitdkban torténd CYP expressziobdl is. Ugyanis

a CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19 és CYP3A4 enzimek esetében szoros korrelaciot talaltunk

a leukocitidkban mérhetd CYP mRNS szintek és a mdjban levd specifikus CYP

enzimaktivitisok kozott. A leukocitdkban torténé CYP2B6 és CYP2D6 expresszid

azonban nem nyujt informaciét a maj CYP2B6 és CYP2D6 aktivitdsairdl.

Egészségesnek tekinthetd donorok maéjszovetében meghatarozott CYP enzimaktivitdsok

gyakorisagi eloszldsai alapjan meghataroztuk a harom gyégyszer-metabolizalé fenotipus

csoport (gyenge, atlagos és extenziv metabolizdld) hatarértékeit. A gyenge — atlagos,

valamint az atlagos — extenziv metabolizalok kozti hatarértékek alapul szolgiltak a
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gyogyszer-lebontd képesség CYP expresszid alapjan torténd mindsitésére. Majszovetbol
torténd fenotipizdlds sordn a CYP1A2, CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 és
CYP3A4 enzimek aktivitdsaira, mig leukocitdkbdl torténd CYP-fenotipizdlds sordn a
CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19 és CYP3A4 enzimek aktivitdsaira kovetkeztethetiink. A
kalkulalt ’cut-off” hatarértékek a klinikkumban is egyszeriien alkalmazhaté mddszert
kindlnak a gy6gyszer-metabolizald képesség meghatirozdsara.

A CYP-genotipizdlas és CYP-fenotipizalas eredményeinek egyiittes értékelésével
mindsitettiik a betegek gydgyszer-lebontd képességét gyenge, atlagos, vagy extenziv
metabolizal6 fenotipusi csoportba sorolva 6ket.

Tobb magyarorszagi korhdzzal €s klinikdval val6 egyiittmiikodés alapjan elvégeztiik 319
beteg illetve mdjdonor leukocitdibdl szdrmazé genomidlis DNS mintdk CYP-
genotipizdlasat és vizsgaltuk a klinikai kovetkezményekkel jaré CYP génhibdk allél és
genotipus gyakorisdgait. A magyarorszdgi betegek illetve donorok CYP allél és genotipus
gyakorisdgai hasonlénak bizonyultak a kaukdzusi (fehér) populdcidkra jellemzd
gyakorisdgokhoz.

A leukocitdkban meghatidrozhaté CYP expresszié alapjian jellemeztik a CYP1A2,
CYP2C9, CYP2C19, és CYP3A4 enzimek aktivitdsat és mindsitettiik a betegek gyogyszer-
metabolizdlé képességét. A betegek nagyobb része a gyenge metabolizdlé fenotipusd
csoportba tartozott a CYP1A2, CYP2C9 és CYP2C19 esetében, mig a CYP3A4 enzimet
tekintve zommel az atlagos metabolizdl6 fenotipusba voltak sorolhatok.

A CYP génhiba meghatirozasra szolgdlé modszerek megbizhatésiga mellett
koltségminimalizdlasra is  torekedtiink. A koltséghatékonyabb HRM  analizis

alkalmazhatdésagat igazoltuk a CYP2C19%2 (681 G>A) mutécid kimutatdsanak példajan.
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9. Osszefoglalas

A gyogyszeres terdpia sordn jelentkezd nem-kivant mellékhatdsok egy része a
gyogyszer-metabolizmus eltéréseibdl, vagy megvaltozdsabdl fakad. A méaj gydgyszer-
metabolizdlé képességét elsésorban a citokrom P450 (CYP) enzimek mennyisége és
aktivitdsa hatdrozza meg, amely nagyban befolydsolhatja egy adott gydgyszer hatékonysagat
és esetleges toxicitdsat. Megvizsgdltuk, hogy a mdjban zajlé6 gydgyszer-metabolizmus
becsiilhetd-e a CYP expresszi6 alapjin, azaz a CYP expresszié a méjban, illetve a periférids
fehérvérsejtekben mutat-e Osszefiiggést a mdajban levé CYP enzimaktivitds értékekkel. A
CYP-fenotipus megéllapitdsa eldtt CYP-genotipizdlast végeztiink, meghataroztuk a kaukdzusi
(fehér) populéacioban eléforduld leggyakoribb CYP génhibdkat (CYP2C9*2, CYP2C9*3,
CYP2C19%2, CYP2C19*3, CYP2D6*3, CYP2D6*4, CYP2D6*6 és CYP3A5*3). A mij CYP
enzimaktivitdsai és a CYP mRNS szintek kozti korrelacié meghatirozasa soran kizartuk a
milkodésképtelen CYP2C9, CYP2CI9 és CYP2D6, illetve a mikodo CYP3A5*] alléllal
rendelkez6 donorokat. A médjban mért CYP mRNS szintek szoros korrelaciét mutattak a maj
CYP enzimaktivitdsokkal a CYP1A2, CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 és CYP3A4
enzimek esetében. A leukocitdk CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19 és CYP3A4 expresszidja
szignifikans Osszefiiggést mutatott a mdj CYP enzimaktivitisaival. A ma CYP2B6 és
CYP2D6 aktivitdsai azonban nem becsiilhetok a leukocitdk CYP2B6 és CYP2D6 mRNS
szintjei alapjan. Igy megallapithaté, hogy a CYP-genotipizdlds és CYP-fenotipizalds
eredményeinek egyiittes értékelésével a betegek gydgyszer-lebontdé képessége mindsithetd
majszovetbdl, vagy bizonyos korldtozassal leukocitdkbdl. A betegek CYP-genotipusdnak és
CYP-fenotipusdnak ismeretében kivalaszthatd a kezelésiikhoz sziikséges hatékony gyodgyszer
és bedllithaté a megfeleld dozis, igy elkeriilhetéek a sulyos, akdr végzetes mellékhatdsok,
illetve elérheté a megfeleld terapids hatds, amivel a betegek életmindsége jelentdsen javithato.

Meghataroztuk a betegek CYP allél és genotipus gyakorisdgait a CYP2C9%2,
CYP2C9*3, CYP2C19*2, CYP2C19*3, CYP2D6*3, CYP2D6*4, CYP2D6*6, CYP3A5*3
génhibak vizsgélatdval. Az allél gyakorisdgok hasonlénak bizonyultak mas kaukazusi (fehér)
populaciéban leirt gyakorisigokhoz. A betegek CYP fenotipus gyakorisagait is értékeltiik a
CYPI1A2, CYP2C9, CYP2C19 és CYP3A4 mRNS mennyiségek leukocitdkbdl torténd
meghatdrozasaval. A betegek nagyobb részénél a leukocitdk CYP1A2, CYP2C9 és CYP2C19
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mRNS szintjei gyenge metabolizal6é képességet mutattak, mig a CYP3A4 esetében fdleg az
atlagos metabolizmus volt a jellemzo.

Végiil a  CYP-genotipus meghatdrozdsara  alkalmas mddszerek  koziil
Osszehasonlitottuk a hidrolizis SNP analizist az olvaddspont vizsgilattal (HRM). A
CYP2C19%2 mutacié (G>A csere a 681. poziciéban) kapcsan bemutattuk, hogy mind a
hidrolizis SNP technika, mind a HRM analizis megbizhat6an kimutatja a muticiét. A HRM
mobdszer azonban egy olcsobb és egyszeriibben értékelhetd eljards, amivel érdemes kivaltani a

koltségesebb TagMan prébakat igénylé PCR metodikat.
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10. Summary

Many undesired side effects or therapeutic failures of drugs are the results of
differences or changes in drug-metabolism, primarily depending on the levels and activities of
cytochrome P450 (CYP) enzymes. To assess whether CYP-expression profiles can reflect
hepatic drug metabolism, we compared CYP mRNA levels in the liver or peripheral
leukocytes with the corresponding hepatic CYP activities. A preliminary CYP-genotyping for
the most frequent polymorphisms in Caucasian (white) populations (CYP2C9*2, CYP2C9*3,
CYP2C19%2, CYP2C19*3, CYP2D6*3, CYP2D6*4, CYP2D6*6 and CYP3A5*3) was
carried out before CYP-phenotyping, excluding the donors with non-functional alleles of
CYP2C9, CYP2CI19 and CYP2D6, and those with a functional CYP3A5*] allele from a
correlation analysis. The hepatic mRNA levels of CYP1A2, CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19,
CYP2D6 and CYP3A4 displayed a strong association with CYP activities in the liver,
whereas the expression of CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19 and CYP3A4 in leukocytes was
proven to reflect the hepatic activities of these CYP species. The leukocytes were found to be
inappropriate cells for the assessment of hepatic CYP2B6 and CYP2D6 activities. Combining
the results of CYP-genotyping and CYP-phenotyping analyses, patients’ drug-metabolizing
capacities can be estimated by the CYP-expression in the liver and in leukocytes with some
limitations. Patients’ genetic and non-genetic variations in CYP status can guide the
appropriate selection of drugs and the optimal dose, minimizing the risk of harmful side
effects and ensuring a successful outcome of drug therapy.

The patients’ and donors’ CYP allele and genotype frequencies were determined for
the CYP2C9*2, CYP2C9*3, CYP2C19*2, CYP2C19*3, CYP2D6*3, CYP2D6*4,
CYP2D6%6 and CYP3A5*3 mutations. All CYP allele frequencies investigated were similar
to those of other Caucasian (white) populations. The patients’ CYP-phenotype frequencies for
CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19 and CYP3A4 were also evaluated from CYP mRNA levels in
leukocytes. Most of the patients were poor metabolizer for CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19 and
intermediate metabolizer for CYP3A4.

Finally, the CYP2C19*2 allele containing G>A mutation at 681. position was
successfully detected both by hydrolysis SNP assay and HRM analysis. Comparing the costs
and the evaluation simplicity of these two methods, HRM analysis can be considered to be

more advantageous.
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Melléklet

A CYP génhibdk kimutatdsara PCR alapi mddszert dolgoztunk ki. Az egyes PCR termékek
azonositdsara, igy a mddszer megbizhatdésaganak igazoldsdra meghataroztuk az amplikonok
nukleotid szekvencidjat. A szekvendldst a Biomi kft (G6dolld) és Macrogen Europe,

Amsterdam, Hollandia végezte.

1. CYP2C9#2 (cDNS-en a 430 C>T baziscsere, 3.exonon) genotipusok forward, illetve

reverz iranyu szekvenalasi képei

Amplikon (forward iranyban):

AGCAATGGAAAGAAATGGAAGGAGATCCGGCGTTTCTCCCTCATGAC
GCTGCGGAATTTTGGGATGGGGAAGAGGAGCATTGAGGAC

C/T
GTGTTCAAGAGGAAGCCCGCTGCCTTGTGGAGGAGTTGAGAAAAACC
AAG GGTGGGTGACCCTACTCCATATCACTGACCTTA

Amplikon (reverz irdnyban):

TAAGGTCAGTGATATGGAGTAGGGTCACCCACCCTTGGTTTTTCTCA
ACTCCTCCACAAGGCAGCGGGCTTCCTCTTGAACAC

G/A
GTCCTCAATGCTCCTCTTCCCCATCCCAAAATTCCGCAGCGTCATGA
GGGAGAAACGCCGGATCTCCTTCCATTTCTTTCCATTGCT

Homozigéta vad genotipus forward iranyu szekvenalasi képe

Vo

10 20 30 40 50 60 T B0 90
BRI BN THIC RN T COMIGACG T GCGGATT TT GGG GGG G GAGEAGEATT GAGGAOCGT GTTCAA GAGHAAGNCC GOTGOCTTG

P it

A 66. helyen levé C (kék) alatt nem lathaté T csucs (piros), tehat az egyén nem hordoz
CYP2C9*2 muténs allélt.
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Homozigota vad genotipus reverz iranyu szekvenalasi képe

11 20 an 40 50 GD\L 0 B 0
W N NN ENN NANNGETNT NCTC ACT 00T OO DA GGOAGE GGGOT T COTOT T GAAAC GGET COT CAAT GUT COTCTT OOCCA T OOCA A AsTT

W\ NPT
| :P M‘_M ! U\LLﬂ:' EMLMTI' 'I'..I-'x-

A 61. helyen taldlhaté G (fekete) alatt nem lathaté A csucs (z6ld), tehat az egyén nem hordoz
CYP2C9*2 mutans allélt.

Heterozigota genotipus forward iranyu szekvenalasi képe

10 0 30 40 Y] 2] J/ 0 &0 20

N NVRADEIN NN MNNN NN TG AC G2 TGOS GATTTT GGGT G GGG A GAGGAT AT T GAGGACCGT GT'TCAAGAGGAAGCC £ GOT GO

gl o

A 68. helyen levd C (kék) alatt megjelenik a T cstcs (piros), tehat az egyén CYP2C9*1 vad,
illetve CYP2C9*2 muténs allélt egyarant hordoz.

Heterozigota genotipus reverz iranyu szekvenalasi képe

J

1a 0 30 40 50 Gl 70 30 0
N NNRMN NNNRNGNG MITTNT TCACT CCTOACAAGE CAGC GAGET T COT CTT@EACLCAGE TCO TC A T GOTC CT CTTCCCCAT CO0AA AX

A 60-61. helyen egymas mellett lathatéak mind az A (z6ld) mind a G (fekete) csticsok, tehat
az egyén CYP2CO9*1 vad, illetve CYP2C9*2 muténs allélt egyarant hordoz.

120



Homozigéta mutans genotipus forward iranyu szekvenalasi képe

10 20 30 40 50 60 \l/ 0

&0
CDNNI‘WGI}MCCNICA CGGCN CT GG GATTTT GGG GGG GAAGAGGAAT T GAGGOT GT GT TCAA GAGGAAGUCCAC TGO CTTGT

l ﬁ\jy{w H‘uwjn U\ﬂvll

A 67. helyen lathaté T (piros) alatt nem jelenik meg a C cstics (kék), tehat az egyén csak
CYP2C9*2 muténs allélt hordoz.

Homozigéta mutans genotipus reverz iranyua szekvenalasi képe

10 20 30 40 50 'BDJ 0 B0 a0
}NNW&MJNWNNJJ TN THA COT COTOONC A6 G CUG 06 GGOT TOC TETT GasCara GT COTCAAT GOTCCTOTTOCCAT COC A4 TT OO

J\w-

' ,'P .- TR
M MW\ AT A

A 62. helyen lathaté A (zold) alatt nem jelenik meg a G csucs (fekete), tehat az egyén csak
CYP2C9*2 muténs allélt hordoz.

2. CYP2C9*3 (cDNS-en az 1075 A>C baziscsere, 7.exonon) genotipusok forward, illetve

reverz iranyu szekvenalasi képei

Amplikon (forward irdnyban):

GCAAGACAGGAGCCACATGCCCTACACAGATGCTGTGGTGCACGAGG
TCCAGAGATAC

A/C
TTGACCTTCTCCCCACCAGCCTGCCCCATGCAGTGACCTGTGACATTA
AATTCAGAAACTATCTCATTCCCAAGGTAAGT TTGTTTCTCCT

Amplikon (reverz iranyban):

AGGAGAAACAAACTTACCTTGGGAATGAGATAGTTTCTGAATTTAAT
GTCACAGGTCACTGCATGGGGCAGGCTGGTGGGGAGAAGGTCAA
T/G
GTATCTCTGGACCTCGTGCACCACAGCATCTGTGTAGGGCATGTGGC
TCCTGTCTTGC

121



Homozigéta vad genotipus forward iranyu szekvenalasi képe

\

10 20 40 30 &0 70 B0 90

ACRRRINBN BTN BN MW NN AGETOCAGAGT ACAT T GACCT T OT COCCAC 04 GUOT GOCCCAT GOAGT GACCT GT G ACKT TAAAT T CA Gass

A 35. helyen levé A (zold) alatt nem lathaté C csdcs (kék), tehdt az egyén nem hordoz
CYP2C9*3 mutans allélt.

Homozigéta vad genotipus reverz iranyu szekvenalasi képe

10 20 30 40 50 G0 T &0 %0
BORNBNN RN TN NTGBITTTAAT GE vl GGT O T GOAT GO GGEAGGECT GG GOGEAGAAGE CAAT GT AT CTOT GGACCTOGT GOACTA

ot Ml

A 69. helyen 1év6 T csucs (piros) lathat6 csak, tehdt nincs mutécié egyik allélon sem.

Heterozigota genotipus forward iranyu szekvenalasi képe

10 20 in \I/ 40 50 &0 ™ &0 20

WOBNBMNMM BOBH MW BRPGRN G AGG T O GAG A ACCT T GACCT T OTOCCCACCA GOOT GUOCCAT GCAGT GACC T GT GACAT TAAATT O Gas

A
LA

A 33. helyen levd C (kék) alatt lathaté egy A (z6ld) csucs is, tehdt az egyén CYP2C9*1 vad,
illetve CYP2C9*3 muténs allélt egyarant hordoz.
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Heterozigota genotipus reverz iranyu szekvenalasi képe

10 0 40 50 6l "ﬂ“l/ &0 20

G NNNNNNNE NG W NINGNTT T 44T GTC t'“.-\ GOTCCT GOAT GO GOECAGGET GET GOGEAGAAGE Can GAT AT OT OT GGACCT OGT GCAC

ol s bl

Lathatd, hogy a 71. helyen 1évo G (fekete) alatt van egy T (piros) cstcs is.

Homozigéta mutans genotipus forward iranyu szekvenalasi képe

\l/ 40 Bl &0 b &0 a0

Y 20 3n
I‘NJNNNNNJ}C’]N BN ONTGOM &4 GOT CAGAGATACCT T G ACCT T OT COCCACCA GOCT GO OOCAT GUAGH GACCT GTGACAT TAAAT T O Gass

ZM M@iwum

Lathatd, hogy a 35. helyen 1év6 C cstics (kék) van csak jelen, tehat az egyén csak CYP2C9*3

mutans allélt hordoz.

Homozigéta mutans genotipus reverz iranyu szekvenalasi képe

10 20 3 40 50 G0 &0 0
A GHBNNNN NAN NTTCT G NITTA T G Cears G GTOACT GOAT GG GECAGENT GG GGGEAGAAGENCAAGET AT CT OT GGACC T CGT GUADCAals

A 69. helyen 1év6 G csics (fekete) lathat6 csak, tehat mind a két allélon jelen van a mutacio.
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3. CYP2C19*2 (cDNS-en a 681 G>A baziscsere, 5. exonon) genotipusok forward, illetve
reverz iranyu szekvenalasi képei

Amplikon (forward iranyban):

CTTAGATATGCAATAATTTTCCCACTATCATTGATTATTTCCC
G/A
GGAACCCATAACAAATTACTTAAAAACCTTGCTTTTATGGAA
AGTGATATTTTGGAGAAAGTAAAAGAACACCAAGAATCGAT
GGACATCAACAACCCTCGGGACTTTATTGATTGCTTC

Amplikon (reverz iranyban):

GAAGCAATCAATAAAGTCCCGAGGGTTGTTGATGTCCATCGAT
TCTTGGTGTTCTTTTACTTTCTCCAAAATATCACTTTCCATAAA
AGCAAGGTTTTTAAGTAATTTGTTTGGGTTCC

C/T
GGGAAATAATCAATGATAGTGGGAAAATTATTGCATATCTAAG

Homozigéta vad genotipus forward iranyu szekvenalasi képe

10 20 30 a0 a0 a0 il
GHNNNTACATTGNATTATTTCCC 6 GG ACCC ATAaC Ca ATTACTTARMAAMACCTTGC TTTTATGGA aaGA NGNNNGGHA A A

A 24. helyen levé G (fekete) alatt nem lathatd A cstics (z0ld), tehdt az egyén nem hordoz
CYP2C19*2 mutans allélt.

Homozigota vad genotipus reverz iranyu szekvenalasi képe

19 20 l 30 40 5C 60 70

TTTAGT ATTTGTTATGGGTTCCC GGG A ATAATCAATGRATAGTGGCARAAATTATT GCCTATC TAAGANNNYNNNNN

A 23. helyen levé C (kék) alatt nem lathaté T csucs (piros), tehat az egyén nem hordoz
CYP2C19*2 mutans allélt.
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Heterozigota genotipus forward iranyu szekvenalasi képe

|

10 20 30 4i B 50 1)
NNTARCATTG ATTATTTICC GEGzACIC AT RaC RAATTACT TARAARACCT TG O TTTATGGAARGANNNNNNGCESGHNN

Lathato, hogy a 20. helyen 1év6 G (fekete) alatt van egy A (zold) csucs is.

Heterozigota genotipus reverz iranyu szekvenalasi képe

10 lEU 20 i0 o) ol
HITTTG TATZGGTTICCCTE G ARATARTC AATG AT AGT GGG ARART TATT COATATS TARGANNNINY

Lathatd, hogy a 18-19. helyen egymas mellett van a C (kék), illetve a T (piros) csucs, az

egyénben tehat jelen van mind a vad, mind a mutans allél.

Homozigéta mutans genotipus forward iranyu szekvenalasi képe

|

10 an in an a0 60 n
To CATTGGAT TATTTCCC AG GaACCC AT AaCCAATTAC TTAAARACCTTGC TTTTATGG a aaGANTNNNGGGGALL

A 19. helyen levé A (zold) alatt nem lathaté G csiics (fekete), tehdt az egyén csak
CYP2C19*2 mutans allélt hordoz.

Homozigéta mutans genotipus reverz iranyu szekvenalasi képe

1 l?@ 3l Hl 50 bl
GTRITTCETTATEG ST CCTGGGACTARTCARTGAT AGTCG CARAAT T AT CGCATATC TAAGANNNNNIEY

A 18. helyen levo T (piros) alatt nem lathato C cstcs (kék), tehat az egyén csak CYP2C19%*2

mutans allélt hordoz.
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4. CYP2C19*3 (cDNS-en a 636 G>A baziscsere, 4. exonon) genotipusok forward, illetve

reverz iranyu szekvenalasi képei

Amplikon (forward iranyban):

AGATCAGCAATTTCTTAACTTGATGGAAAAATTGAATGAAAACAT
CAGGATTGTAAGCACCCCCTG

G/A
ATCCAGGTAAGGCCAAGTTTTTTGCTTCCTGAGAAACCACTTACA
GTCTTTTTTTCTGGGAAATCCAAAATTCTATATTGACCAAGCCCTG
AAGTACA

Amplikon (reverz iranyban):

TGTACTTCAGGGCTTGGTCAATATAGAATTTTGGATTTCCCAGAAA
AAAAGACTGTAAGTGGTTTCTCAGGAAGCAAAAAACTTGGCCTTA
CCTGGAT

C/T
CAGGGGGTGCTTACAATCCTGATGTTTTCATTCAATTTTTCCATCA
AGTTAAGAAATTGCTGATCT

Homozigéta vad genotipus forward iranyu szekvenalasi képe

10 20 30 40 \|/ 50 G0 ™ &0 20
THNNBNREBNRETOGEAN ACAN CAG G AT GT A GCAOCCCCT GGAN CCLGET A G GOCAA GTTTTTT T TOCT GAGAAACCAC TT AC GTOTTTT

A 42. helyen levé G (fekete) alatt nem lathatdé A cstics (z0ld), tehdt az egyén nem hordoz
CYP2C19*3 mutans allélt.

Homozigéta vad genotipus reverz iranyu szekvenalasi képe

10 20 i 40 S &l 0 J/

CNNNMWNANMAN T BMONA A 28 248 WACT GT AAGT GO T TCTCA GGRAAGEAAMAACTT GAUCTTACCT GGAT CCAGGG GG GOT T ACAATCOCT GAT
s

A 74. helyen csak C csics (kék) lathato, tehat az egyén nem hordoz CYP2C19*3 muténs

allélt.
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5. CYP2D6%*3 genotipusok (DNS-en a 2549. helyen A delécio, 5. exonon) reverz iranyu

szekvenalasi képei

Amplikon forward iranyban:

TGGCAAGGTCCTACGCTTCCAAAAGGCTTTCCTGACCCAGCTGGATGA
GCTGCTAACTGAGCAC(A)GGATGACCTGGGACCCAGCCCAGCCCCCC
CGAGACCTGACTGAGGCCTTCCTGGCAGAGATGGA

Amplikon reverz iranyban:

TCCATCTCTGCCAGGAAGGCCTCAGTCAGGTCTCGGGGGGGCTGGGCT
GGGTCCCAGGTCATCC(T)GTGCT CAGTTAGCAG CTCATCCAGCTGGGT
CAGGAAAGCCTTTTGGAAGCGTAGGACCTTGCCA

Homozigéta vad genotipus reverz iranyu szekvenalasi képe

[ { | |
| -\Lr ; - mn r i N 1 F | i F P' I| ill i | |i| |

P w fa b o wo s B I _ | , II ,
A A YR '|| il I ||. |.. A T
.II:'I I|.|'_' II:\_II 'l ..': |II ;II __lLll_ ;.II ‘|_ ) |:j l-llI : tl I|I !ll | || ! ,I | |II || || || ll vl Ii | : l J ||| || | ?-JI I| | I||| I] ]I ||: ||.|

: X L} 3T Q T _||;.'- (i goCcT T 0 0oc |_.|j _,_-u_l.u_,__,: i a |:';"'_|'
a0 4 xn -1} l L 1=

A T delécié a 42. helyen taldlhatd. Tiszta szekvencia olvashatd ki a 42. hely utédn is, ami

homozigéta vad genotipusra utal.

Heterozigota genotipus reverz iranyu szekvenalasi képe

Qe

CCIG TCTCCTGTGCTCGGTC GC GoTC TCC GCTGGGTC GG GCCTTTTGG GCGT GG CCTTGC
0 40 50 éU ?U IUD

A heterozigotanal lathat6, hogy a T deléciétdl (39. hely, 1asd a nyilat) jobbra minden bazis
csicsdnak balra valla van, ami a kevert (vad/mutidns) amplikon szekvencidra utal. A
homozigéta vad genotipus esetében a cstucsoknak nincsen vélla, a reakcidé soran csak vad

tipusd termék keletkezett. Homozigéta mutdns genotipust egyént iddig még nem taldltunk.
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6. CYP2D6%*4 genotipusok (DNS-en az 1846 G>A baziscsere, 3. intronon) forward,

illetve reverz iranyu szekvenalasi képei

Amplikon forward iranyban:

CTTCGCCAACCACTCCGGTGGGTGATGGGCAGAAGGGCACAAAGCGGGAACT
GGGAAGGCGGGGGACGGGGAAGGCGACCCCTTACCCGCATCTCCCACCCCCA
G/A
GACGCCCCTTTCGCCCCAACGGTCTCTTGGACAAAGCCGTGAGCAACGTGATC
GCCTCCCTCACCTGCGGGCGCCGCTTCGAGTACGACGACCCTCGCTTCCTCAG
GCTGCTGGACCTAGCTCAGGAGGGACTGAAGGAGGAGTCGGGCTTTCT

Amplikon reverz iranyban:

AGAAAGCCCGACTCCTCCTTCAGTCCCTCCTGAGCTAGGTCCAGCAGCCTGAG
GAAGCGAGGGTCGTCGTACTCGAAGCGGCGCCCGCAGGTGAGGGAGGCGATC
ACGTTGCTCACGGCTTTGTCCAAGAGACCGTTGGGGCGAAAGGGGCGTC

C/T
TGGGGGTGGGAGATGCGGGTAAGGGGTCGCCTTCCCCGTCCCCCGCCTTCCCA
GTTCCCGCTTTGTGCCCTTCTGCCCATCACCCACCGGAGTGGTTGGCGAAG

Homozigéta vad genotipus forward iranyi szekvenalasi képe

8 b Aa L H WA WL b, [ S . i by | L !
GCCCCTT cCcC Go TCTCCC CCCCCIGG CGCCCCTTTCGCC (o) ICGGTCTCTTG (o GCCGTG [ CGTG
do o &0 do 100 110 {20 130

Lathatd, hogy a 81. helyen a G (fekete) alatt nem taldlhaté A csics. Az egyén tehat

homozigéta vad genoptipusu.

Homozigota vad genotipus reverz iranyu szekvenalasi képe

i Ley i 4 . H IS, L A | A Ak Bt i
TTTGTCC =] GCCGTTGGGGCGI GGGGCGTCCTGGGGGTGGG =5 TGCGGGT GGGGTCGCCTTCCC
100 110 120 130 40 150 160

Szépen latszik, hogy a 131. a C (kék) cstics alatt nem taldlhaté T (piros) csics. Az egyén
egyik alléljan sincs CYP2D6*4 mutans allél.
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Heterozigota genotipus forward iranyu szekvenalasi képe

Sl bl

G GC G CCCCTT cCCCcoGoAaTCTOCCC CCCCC GG CGCCCCTTTCGCC o] CGGTCTCTTG GCCGTG G
IUEI 11E| 12E|

A reakcid soran keletkezhetett melléktermék, ezért nehezen lathatd, de 84. G (fekete) alatt van
egy A (z0ld) csics, az egyén tehdt heterozigdta genotipusi. A reverz irdnyu szekvendldsi

képen jobban l4thato heterozigéta genotipust kaptunk.

Heterozigota genotipus reverz iranyu szekvenalasi képe

e e

TTTGTCC &) GCCGTTGGGGCG GGGGCGTCCTGGGGGTGGG G TGCGGGT GGGGTCGCCTTCCC
IDD 110 120 130 ISD 160

Szépen latszik, hogy a 132. C (kék) alatt taldlhat6 egy T (piros) csucs. Az egyén tehat

heterozigoéta genotipusu.

Homozigéta mutans genotipus forward iranyu szekvenalasi képe

50 80 1 Gl l90 100 110 120 130 140
w DDRR wum DOD w  DRR RN R RN RN cowne DR RN RN RN NRR RN RN RN g it ARNRRRRRNRRNI
6666 ARGGCEACCCCTTACCCGCATCTCCCACCCCCARGIRCGCOCCTTITCGCCCCARCE R TOTICTTGGACRAAGCCGTEAGCARCGTGRTCGCH

s , e

Lathatd, hogy a 88. helyen levd A (zold) alatt nincs jelen a G (fekete) csics. Az egyénnek

mindkét alléljan jelen van a CYP2D6*4 muticid.

Homozigéta mutans genotipus reverz iranyu szekvenalasi képe

J 110 120 130 l140 130 160 170 180 190
PRNRR RN n RN
GCTTTGTCCARGRGACCGTTGGGECEARRGEGGECGETICT TG GEGETEGRAGATGCEGGTARGGGGETCECCTTCCCCGTCCCCCEGCUTTCCCAGTTCCCG

nhlnmhhmmnmulhmnnluudhﬂhmmulhmnhmmmm“nmnm“u

Szépen latszik, hogy a 138. helyen levé T (piros) alatt nincs jelen a C (kék) csics. Az

egyénnek mindkét alléljan jelen van a CYP2D6*4 mutacio.
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7. CYP2D6%*6 genotipusok (DNS-en 1795. helyen T delécid, 3. exonon) forward iranyda

szekvenalasi képei

Amplikon forward iranyban:

TCTCCGTGTCCACCTTGCGCAACTTGGGCCTGGGCAAGAAGTCGCTGGAGCAG

(T)
GGGTGACCGAGGAGGCCGCCTGCCTTTGTGCCGCCTTCGC

Homozigota vad genotipus forward iranyu szekvenalasi képe

14 0 \l/ 30 40 50 &0 0
N NNNNNNN MW AGTCTCTGMG AGRAGT G GO GO GAGGAGEICGCOT GOCTTTGT G T G GTC & T

/f

Y %w yvx E k‘wf\/ ““U / W f\ﬂ &N

Heterozigota genotipus forward iranyu szekvenalasi képe

10 20 \'l/ 30 40 30 60 0
N RN NNN N—’NJ—\G TN T G—G —GCqGIGC‘l‘«EI —CECGnGG TCTABIGIBAGO NN NT GTEN CGH N NC G Mas

) IR AL

Lathat6, hogy a homozigéta vad genotipusndl a 27. helyen levd T cstics (piros) utdn egy tiszta

szekvenciat kapunk. A heterozigdta genotipusi egyén esetében a nyillal megjelolt T csicstol
jobbra olvashatatlan, kevert szekvencia lathato.

A reverz irdnyu szekvendldsnal nem kaptunk jol lathaté eredményt.
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8. CYP3A5*3 genotipusok (DNS-en az 6986 A>G baziscsere, 3. intronon) forward,

illetve reverz iranyu szekvenalasi képei

Amplikon forward iranyban:

TTCACTGACCTAATATTCTTTTTGATAATGAAGTATTTTAAACATATAAA
ACATTATGGAGAGTGGCATAGGAGATACCCACGTATGTACCACCCAGCT
TAACGAATGCTCTACTGTCATTTCTAACCATAATCTCTTTAAAGAGCTCT
TTTGTCTTTCA

A/G
TATCTCTTCCCTGTTTGGACCACATTACCCTTCATCATATGAAGCCTTGG
GTGGCTCCTGTGTGAGACTCTTGCTGTGTGTCACACCCTAATGAACTAG
AACCTAAGGTTGCTGTGTGTCGTACAACTAGGGGTATGGAT

Amplikon reverz iranyban:

ATCCATACCCCTAGTTGTACGACACACAGCAACCTTAGGTTCTAGTTCATTAGGG
TGTGACACACAGCAAGAGTCTCACACAGGAGCCACCCAAGGCTTCATATGATGA
AGGGTAATGTGGTCCAAACAGGGAAGAGATA

T/C
TGAAAGACAAAAGAGCTCTTTAAAGAGATTATGGTTAGAAATGACAGTAGAGCA
TTCGTTAAGCTGGGTGGTACATACGTGGGTATCTCCTATGCCACTCTCCATAATGT
TTTATATGTTTAAAATACTTCATTATCAAAAAGAATATTAGGTCAGTGAA

Homozigéta vad genotipus forward iranyu szekvenalasi képe

il 30 40 30 il 70 \l/ i) a0
N NN G W CN G WIGTAT TGTCTACT GTGTTT CTAACCLTAAT CTCTTT GAGOTCTTTT GICTTTCATATCT CTTCCCT GT T

.

IOt ot

A 75. helyen lathaté A (zold) mellett/alatt nem taldlhaté G csucs (fekete). Az egyén tehat

homozigéta vad genotipusti.
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Homozigéta vad genotipus reverz iranyua szekvenalasi képe

!

1n 20 40 Jn 60 70 30
THNICATNN NCWINT O NN 24 G G GTAATN GROGCON CCAAACA GOE AACANNA T GAAA GUUALA COA AT OTTT aaA Gy GATTAT GGIY

Az 52. helyen lathat6 T (piros) mellett/alatt nem taldlhat6 C cstics (kék). Az egyén tehat csak

CYP3A5*1 allélt hordoz. A forward irdnyud szekvendlasi képen a cstiicsok szebben latszanak.

Heterozigota genotipus forward iranyu szekvenalasi képe

10 20 an 40 50 o] iy B0
ACGOUTTCOOCC AN A GGGTA A6 GOT CT ACT GT GATTT CTAAC ATAATCT CTTTAAAGAGCTCTTTT GICTTTCRATATCTCTTC

(n'f\r _n’ﬂ'q
VI

A 77. helyen lathaté A (zold) mellett taldlhaté még egy hasonld intenzitdsi G cstcs (fekete)

is. Az egyénben tehat vad és mutans tipusu allél egyarant jelen van.

Heterozigota genotipus reverz iranyu szekvenalasi képe

40 50 = 0 &0 au 104 \L 110

GGl OT Al At GGAGE ACCCAA GEOTTOAT AT GACGAAGOW A4 GF GOTCCAAACAG GG AAGAGAT ATT GAAAGACAA AL

| F

e Sl

Az 106. helyen lathat6 T (piros) csicson megtaldlhat6 a C (kék) cstcs is. Az egyén tehat

heterozigdta genotipusu.
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Homozigéta mutans genotipus forward iranyu szekvenalasi képe

0 T

10 20 30 40 J &0 7 &0 20
N NANNTIAAT NAGN G ACG2AT AOT CTACT G G T T CT AACCAT AAT CT CTTTAAAGAGIT CTTTT G CTTT A GTATCTCTTCCCTGTTT

W l n i f{f I W | N A mu |

S gl et el o il NEAN.

A 75. helyen lathat6 G csucs (fekete) mellett/alatt nem taldlhaté A csucs (zold). Az egyén

tehat homozig6ta mutins genotipusu.

Homozigéta mutans genotipus reverz iranyu szekvenalasi képe

an 1lZ|'E|'\L 110

40 bt 6 T 0 M
CaA GAGHOT CaCals GG AGE CAar e s GGOTT CAT AT GAT GAAGGErAsT G GOroCAsA0s GOG AAGAGAT A0T GasaGalais v
n |
_ I n| NN | : I
M || J It iy ‘
o A L el PN T L R P R A

Az 102. helyen lathaté C (kék) mellett/alatt nem talalhaté T cstics (piros). Az illetd tehat csak
a CYP3AS5*3 mutans allélt hordozza.
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