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AhR: aromas szénhidrogén receptor
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1 BEVEZETES

Gyobgyszeres terapia soran a karos gyogyszer-mellékhatasok kialakuldsaért €s a hatas-
elmaradasért jelentdés mértékben a betegek eltéré gyogyszer-metabolizald képessége tehetd
felelossé. A gyogyszer-metabolizmus egyéni eltéréseibdl fakado problémak kikiiszoboléséhez
ismerniink kell a lebontd folyamatokban részt vevo enzimek fenotipusanak kialakitasdban
szerepet jatszo tényezoket, melyek megismerésével lehetdvé valik a betegek személyre szabott
gyogyszeres terapidja, ezzel csOkkentve a hatds-elmaradds és a karos mellékhatasok
kialakulasdnak kockézatat. Farmakogenetikai megkozelitéssel az egyéni gydgyszer-
metabolizald képességet genetikai informaciok alapjan becsiiljiik, majd ezek alapjan
igyeksziink a beteg optimalis gyodgyszeres kezelését, dozirozasat meghatarozni. A genetikai
informaci6 felhasznalasdhoz azonban ismerniink kell a hatéanyagok farmakokinetikéjat
befolyasold enzimek genotipus-fenotipus kapcsolatait, valamint azokat a nem-genetikai vagy
kiilsé tényezdket, melyek hatdssal lehetnek az enzimek kifejezOdésére és aktivitdsara a
genetikai tulajdonsdgokon tilmenden.

A citokrom P450 (CYP) enzimek fontos szerepet jatszanak a legtobb gyogyszervegyiilet
metabolizmusaban, ezaltal meghatarozo szerepiik van a xenobiotikumok farmakokinetikajanak
kialakitasaban. Kutatomunkank soran két, nagymértékii genetikai polimorfizmussal rendelkez6
CYP enzim, a CYP2D6 és a CYP2C19 genotipusa és fenotipusa kozotti dsszefliggéseket
vizsgaltuk magyarorszagi szervdonorok majszovetét felhasznalva. A genotipus-alapt fenotipus
becslés hatékonysdganak javitasa érdekében olyan nem-genetikai tényezdket kerestiink,
melyeket bevonva az értékelésbe javithatd a predikcid. Az in vitro vizsgalatok tapasztalatait
két, pszichiatriai betegeknél alkalmazott antipszichotikum, a klozapin és az aripiprazol
farmakokinetikajanak vizsgalatdhoz igyekeztiink felhaszndlni, figyelembe véve a betegek
CYP2C19, illetve a CYP2D6 és CYP3A genotipusat, a hatdbanyagok és a metabolitok
vérszintjét meghatarozd tényezok jellemzésével reményeink szerint javithatdo lesz az
antipszichotikum terdpia hatékonysaga, ezzel csokkenthetjiik a hatds-elmaraddsnak és a karos

mellékhatasok kialakulasanak kockazatat.



2 IRODALMI ATTEKINTES

2.1 Karos gyogyszer-mellékhatasok és gydgyszer-interakciok eléfordulasa

Magyarorszagon a bejelentett karos gyogyszer-mellékhatasok (adverse drug reactions — ADR)
szama ¢évrol évre dinamikusan emelkedik (1. abra), mely részben azzal magyarazhato, hogy a
gyogyszer-fogyasztas emelkedik, masrészt annak koszonhetd, hogy az orvos-tarsadalom, a
gyogyszer-engedélyezo hatdsagok és a gyogyszer-forgalmazé cégek egyre nagyobb figyelmet
forditanak a problémara. A nem-kivant mellékhatasok jelentds kozegészségiigyi terhet ronak a
tarsadalomra: az Eurdpai Bizottsag becslése szerint az ebbdl fakadd egészségkarositdo hatas
teljes koltsége 79 millidrd euréra tehetd, mindemellett a korhazi felvételek 5 szézalékat kéaros
gyogyszerreakciok miatt rendelik el, a bennfekvo betegek 5 szazaléka szenved a készitmények
artalmas és nem-kivant hatasaitol, és ez a korhazi halalesetek 6todik leggyakoribb oka
[http://medicalonline.hu/]. Kimutatasok alapjan gyogyszer-interakcio tehet6 feleléssé az 6sszes
korhazi felvétel 1,1%-ért, mely a gydgyszer mellékhatasok miatti felvételek 22%-at teszi Ki
[Day et al. 2017]. A gyogyszerek hatastalansaga szintén jelentés probléma. A betegek
mindossze 30-60%-a reagal megfelelden az antidepresszans, béta-blokkold, sztatin vagy

antipszichotikum terapiara [Ingelman-Sundberg et al. 2010].
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1. abra. A mellékhatas-bejelentések szaméanak alakulasa Magyarorszagon (OGYEI adatai
alapjan, https://www.ogyei.gov.hu/eves_jelentesek)
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Az egyéni gyogyszervalasz eltérései sok esetben farmakokinetikai kiilonbségekbdl fakadnak,
melyek féként a gydgyszer-metabolizmusban részt vevé enzimek (pl. CYP enzimek)
aktivitasbéli eltéréseire vezethetOk vissza. A gyogyszer-metabolizalé enzimek egyéni
kiilonbségei egyrészt oroklotten kodolt, genetikai tulajdonsagokbol, masrészt a gyogyszer-
lebont6 enzimek kifejez6dését vagy aktivitasat befolyasold nem-genetikai és kornyezeti
hatasokbol (életkor, hormonalis hatasok, taplalkozas, dohanyzas, betegség, gyogyszeres
kezelés) eredhetnek, mely tényezOk felismerése és azonositasa jelenleg is nagy kihivas, és
kiilonosen fontos lenne sziik terapids tartomannyal rendelkezd hatéanyagok alkalmazasanal

[Zanger és Schwab 2013].

2.2 Gyobgyszer-metabolizmus

Az emberi szervezet szamadra a testidegen anyagok (xenobiotikumok) expozicidja folyamatos
¢s elkeriilhetetlen. A xenobiotikumok lehetnek természetes vagy mesterséges anyagok, mint a
novényi metabolitok és alkaloidok, égéstermékek, kozmetikumok, haztartasi vegyszerek és a
gyogyszerek. A vegyliletek lipofil jellegiiknek koszonhetden felszivodhatnak a bordn, tiidon
vagy az emésztOrendszeren keresztiil, és éppen lipofil fiziko-kémiai tulajdonsaguk miatt
eliminaciojuk lassu folyamat. A gyorsabb kiiiriilés érdekében a szervezet a testidegen
anyagokat enzimes reakcidkban alakitja at, melynek eredményeként a vegyiilet polaritasa
altalaban novekszik és vizoldhatova valik. Ez utobbi folyamatokat nevezziik
biotranszformécionak. A biotranszformacids folyamatokban megkiilonboztetiink Fazis 1 és
Fazis 2 reakcidkat. Mig Fazis 1 reakciok soran oxidacio, hidrolizis és redukcio torténik és
jellemzéen monooxigendzok (CYP, flavin-monooxigenaz) katalizaljak, addig Fazis 2
folyamatok kozé a konjugacios reakciokat soroljuk. Utdbbi esetben a xenobiotikum szubsztrat
vagy a Fazis 1 metabolit egy funkcids csoportjara konjugacios enzim segitségével valamilyen
endogén, polaris kofaktor (pl. glilkuronsav, glutation, aminosavak, szulfat, acetil) kovalensen
kapcsolodik. Mivel az elimindcid sebességét az enzimatikusan atalakitott vegyiiletek sejtbol
valo transzportja is befolyasolja, ezért kiterjeszthet a rendszer a Fazis 3 folyamatokkal, mint a
transzporterek miikodésével [Josephy et al. 2005]. A xenobiotikumok kivalasztasa
tilnyomorészt a vizeletbe és az epébe torténik, melyben az ATP binding cassette (ABC)
csaladba tartoz6 transzporterek jatszanak fontos szerepet [Doring et al. 2014].

Bér a biotranszformécios folyamatok ezen felosztasa a mai napig elfogadott és hasznalt, olykor
felrevezetd lehet, hiszen pl. a konjugaciot nem minden esetben el6zi meg Fazis 1 reakcio, illetve

bizonyos vegyiiletek oxidaciojat konjugacio elézi meg [Parkinson et al. 2013].



2.3 A citokrom P450 enzimrendszer

A citokrom P450 (CYP) szupercsaladba tartozo enzimek endogén szubsztratok (pl. epesavak,
szteroidok, zsirsavak, neurotranszmitterek) és xenobiotikumok oxidativ, peroxidativ ¢és
reduktiv atalakitasat végzik. Osi eredetiiket bizonyitja, hogy a baktériumok is expresszalnak
CYP enzimeket, bar kezdetben szerepiikk feltehetden csak az endogén szteroid-
metabolizmusban és -szintézisben lehetett [Rendic et al. 1997]. A P450 elnevezés abbdl a
spektroszkopiai megfigyelésbdl szarmazik, hogy az enzimek redukalt forméjanak szén-
monoxiddal képzett komplexe 450 nm-nél jellemz6 abszorpcidos maximumot mutat. A
szupercsaladba tartozé enzimeket aminosav-szekvencia homologia alapjan csaladokra és
alcsaladokra osztjak: 40%-0s hasonlosag esetén egy csaladba, 55%-os hasonldsag esetén egy
alcsaladba sorolhatok az egyes CYP enzimek. A CYP betlijelek utan arab szammal jelolik az
enzimcsaladot, betiivel az alcsalddot, majd arab szdmmal az adott enzimet.

A CYP enzimek az eukariotakban membrankotott fehérjék, intracellularisan a sima felszini
endoplazmas retikulum és a mitokondrium membranjaban helyezkednek el. A szervezetben a
xenobiotikumok lebontasaban részt vevé CYP enzimek legnagyobb mennyiségben a maj
endoplazmas retikulumaban (mikroszémaban) talalhatok, bar kimutathatok mas szovetekben is
(pl. vékonybél, vese, tiid6, agy, placenta). A maj CYP enzimkészlete nagymértékben
meghatarozza a gydgyszerhatas hosszat és intenzitasat, illetve toxicitasat. A biotranszformaciod
altalaban csokkenti vagy megsziinteti a gydgyszerhatast, de eléfordul, hogy a metabolit
farmakologiai hatdsa az anyavegyiiletével megegyezd, ebben az esetben aktiv metabolitrol
beszéliink. Lehetséges az is, hogy a gydgyszermolekula eredeti formajaban hatdstalan (Gn.
»prodrug”), €s csak a szervezetben alakul at farmakologiailag aktiv molekuldva. Egyes
esetekben a metabolizmus soran valnak az eredetileg artalmatlan vegyiiletek toxikus, mutagén,
esetleg karcinogén termékké [Rodrigez-Antona és Ingelman-Sundberg 2006].

A CYP enzimek a hem-tartalmi monooxigenazok kozé tartoznak, melyek a szubsztratok
oxidacidjahoz a molekularis oxigén egyik oxigénatomjat hasznaljak. Szubsztrat-specifitasuk
atfedo €s rendkiviil széles. Valtozatos reakciokat képesek katalizalni, mint hidroxilezés, S-, N-
oxid és epoxid-képzés, O-, N-, S-dealkilezés, dehidrogénezés. Az atalakitand6 szubsztrat a
nyugalmi allapotban 1évé CYP enzimhez kapcsolodik, melynek kovetkeztében olyan szerkezeti
valtozasok kovetkeznek be, melyek az alapéllapotban a Fe®* 4ltal koordinalt vizmolekula
kilépéséhez és a Fe®*" ion redukcidjahoz (Fe?*-vé) vezetnek. A redukalt Fe?* koti az
oxigénmolekulat, mely igy szuperoxidot képez (O2°"), majd Gjabb elektron belépésével hem-

peroxo komplex (O2) alakul ki. Az elektronokat a NADPH-citokrém P450 oxidoreduktaz



szolgaltatja NADPH-t hasznalva elektrondonorként. Végiil két proton belépése utan egy oxigén
vizkilépéssel tavozik, a masik oxigén atkeriil a szubsztratra, majd az atalakitott szubsztrat

kilépésével az enzim visszakeriil alapallapotba (2. abra) [Vaz 2003].
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2. abra. A CYP enzimek katalitikus ciklusa [Tang et al. 2017]

Jelenlegi ismereteink szerint a human genom 57 CYP gént és 58 pszeudogént tartalmaz, melyek
18 csaladot ¢s 44 alcsaladot alkotnak. Bar a legtobb CYP enzim specifikus endogén funkcidval
bir, melyek kozott példaként emlithetjiik szteroid hormonok, prosztaglandinok és epesavak
bioszintézisében vald részvételitket [Nebert és Russel 2002], csak kb. tucatnyi, a CYP1-3
csaladba tartoz6 enzim felelds a xenobiotikumok és gyogyszerek metabolizmusaért. A széles
¢s atfedd szubsztrat-specifitasuk ellenére klinikailag relevans koncentracio-tartomanyban egy
adott hatéanyag lebontasédban tobbnyire egy, vagy csak néhany enzim vesz részt, ami korlatozza
a gyogyszer-metabolizald rendszer kapacitasat. A xenobiotikumok lebontasaban részt vevo
CYP-ek relativ mennyiségét a majban €s a gyogyszer-metabolizmusban betoltott szerepiiket a

3. abra szemlélteti [Zanger és Schwab 2013].
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3. abra. Hepatikus CYP izoenzimek relativ mennyisége (A) és gyogyszer-
metabolizmusban betoltott szerepe (B) [Zanger és Schwab 2013].

2.4 CYP expressziot és enzimfunkciot befolyasolo tényezok

A CYP enzimek tudomanyos vizsgalatanak jelentdségét egyértelmien az enzimek
aktivitasaban megfigyelhetd nagy egyéni kiilonbségek adjak, mely minden, a gyodgyszer-
metabolizmusban részt vevé CYP-et kivétel nélkiil jellemez. Korabbi tanulméanyok alapjan a
CYP aktivitasok egyéni eltérései a 20-szorostol (CYP2E1) akar a tobb mint 100-szorosig
(CYP3A4) terjedhetnek [Gao et al. 2016; Shimada et al. 1994, Westlind-Johnsson et al. 2003].
Ez és a mar ismertetett tény, hogy klinikailag egy gydgyszervegyiilet metabolizmusaban csak
egy vagy néhany CYP vesz részt, az egyének kozott eltérd gyogyszer-vérszinteket, eliminacios
sebességet, farmakologiai hatast és mellékhatdsokat eredményezhet. Ezért a gydgyszer-
metabolizmusban mutatkozo rendkiviil nagy egyéni eltérések hatterének felderitése jelenleg is
a tudomanyos kutatasok kdzéppontjaban all, hiszen ezek ismerete javithatja a személyre szabott
gyogyszerelés hatékonysagat és a gydgyszerbiztonsagot.

A gyogyszer-metabolizald képesség kialakitdsdban tobb tényezd jatszik szerepet, melyek
kozott megkiilonboztethetiink genetikai és nem-genetikai faktorokat. Szamos CYP gént
jelentds genetikai polimorfizmus jellemez, mely befolyasolhatia a gén funkciojat,
transzkripciojat, az mRNS érését vagy az enzimfehérje aktivitasat [Ingelman-Sundberg et al.
2007]. Altaldban egy bézist érintenek (single nucleotide polymorphism - SNP), mely tobbnyire
baziscserét jelent (esetleg baziskiesést), azonban eléfordulnak génkdpiaszam-variaciok is, mint
a teljes gén delécioja, duplikacidja/multiplikacioja [Johansson és Ingelman-Sundberg 2008].
Az allélgyakorisagok és a fenotipus gyakorisagok az egyes populaciok kozott eltéréseket
mutatnak [Zhou et al. 2017]. A jelentds polimorfizmussal rendelkez6 CYP genotipusok (pl.
CYP2C19, CYP2D6) alapjan lehetdség van a fenotipus becslésére. fgy a miikodésképtelen

allélokat homozigdta forméban hordozé egyének gyenge metabolizaloknak (poor metabolizer
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— PM), mig a populacioban tobbnyire leggyakrabban el6fordulé homozigdta vad, tehat
mikodoképes allélokkal rendelkezOk extenziv metabolizaloknak (EM) tekinthetok. A csak egy
mikdddképes CYP allélt hordozok csokkent metabolikus kapacitassal rendelkeznek, és
intermedier metabolizalok (IM) kozé soroljuk. Elofordulhat fokozott transzkripci(')t kivalto
melyek a génkifejez6dés fokozasaval ultragyors metabolizalo (UM) fenotipust valthatnak ki
[Zanger et al. 2008]. A személyre szabott gyogyaszat a gyogyszer-hatékonysag javitasa és a
karos mellékhatasok elkeriilése érdekében igyekszik a genetikai-alapu gyodgyszer-alkalmazast
tamogatni. E célbol dolgozott ki a CPIC (Clinical Pharmacogenetics Implementation
Consortium) szamos hatdéanyag/gén parra uUtmutatasokat a genotipus-alapu gyogyszerelés
klinikai alkalmazasahoz [https://cpicpgx.org/guidelines/], mely ajanlasok nagyrészt CYP

géneket érintenek (4. abra).

PML/RAR Philadelphia HER2/neu C-Kit
2% romouoma 2% 2%
UGT1A1 2%

ZA

_:}Illiii============i 35%
CYP2C9 CYP2C19

10% 17%

4. abra. Egyes farmakogénekkel kapcsolatos gyogyszer-alkalmazasi ajanlasok szazalékos
megoszlasa.

C-Kit: proto-onkogén tirozin kinaz Kit; DPD: dihidropirimidin dehidrogenaz; EGFR:
human epidermalis ndvekedési faktor; GOPD: gliikdz-6-foszfat dehidrogenaz; HER2/neu:
human epidermalis novekedési faktor 2; NAT: N-acetil transzferaz, PML/RAR:
promielocitas leukemia/retinolsav receptor; TPMT: tiopurin S-metiltranszferaz; UCD:
karbamidciklus rendellenesség; UGT1A1: uridin-difoszfat-gliikuronil transzferaz 1Al.
[Frueh et al. 2008]

%
DPD
5%

CYP2D6
EGFR

GGPD
5%

TPMT
5%

UCD
5%

Mikodoképes CYP allélok esetén azonban el6étérbe keriilnek a fenotipus nem-genetikai
befolyasold tényezdi. A kiilonb6zd izoenzimek aktivitdsat a genetikai adottsdgokon feliil
szamos kiilsd és belsd tényezd modosithatja indukcio, represszid vagy enzimgatlas révén.

Bizonyos xenobiotikumok a sejtekbe keriilve képesek a CYP gének kifejezddését receptor-

fliggdé mechanizmussal, nuklearis receptorok bevonasaval fokozni. A xenobiotikum hozzakot
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¢s aktivalja a nuklearis receptort (megjegyzendd, hogy néhany esetben nem sziikséges a ligand
nuklearis receptorhoz kotédése az ativalashoz, pl. CAR aktivalasa fenobarbitallal), mely
dimerizaciés partneréhez kapcsolodik (homo- vagy heterodimer), majd bejut a sejtmagba. A
(AGGTCA 1smétlodo szekvencia) kot, és fokozza a transzkripciot. A szabalyozd szakasz
ismétl6dd szekvencidit valtozo szamu bazis valasztja el, orientaciojuk lehet egyiranyu (direct
repeat — DR), forditott (everted repeat — ER) vagy ellentétes (inverted repeat — IR) [Prakash et
al. 2015].

A nem és a kor szintén kihat a CYP expressziora. Példaként emlithetjiik a CYP2C9-et, melynek
jelentdsége valproat terapiaban 15 év alatti gyerekeknél kimutathatd volt, mig felndtteknél
elhanyagolhato [Toth et al. 2015; Monostory et al. 2019]. A gyogyszeres kezelés, taplalkozas,
dohanyzas, alkohol-fogyasztas és a betegségek (pl. cukorbetegség, fertézés, gyulladas, maj- és
veseelégtelenség, daganatos megbetegedés) l1ényeges szerepet jatszanak az aktualis CYP
aktivitas kialakitasaban [Parkinson et al. 2013], és a genotipus alapjan varhat6tol atmenetileg
eltéré fenotipust alakithatnak ki. Ez utobbi jelenséget fenokonverzionak nevezziik [Shah és
Smith 2014].

Az enzimaktivitas csokkenése két modon valosulhat meg: 1) valamilyen kornyezeti faktor
egyrészt csokkentheti a génexpressziot (represszid), 2) masrészt gatolhatja vagy inaktivalhatja
magat az enzimfunkciot. CYP-ek repressziojat figyelték meg gyulladasi folyamatok ¢&s
daganatos betegségek kisér6jeként, mely bar 6sszefiiggésbe hozhat6 szamos gyulladasi faktor
jelenlétével [Morgan et al. 2008], a legtobb kapcsolédd tanulmany az interleukin-6 (IL-6)
kiemelkedd szerepére vilagitott ra (1. tablazat). HIV-fert6zott, maj- €és daganatos betegségben
szenvedo betegeknél a CYP2C19 ¢s CYP2D6 PM-ek aranya jelentdsen meghaladta a genotipus
alapjan vart PM aranyt, melyet a CYP gének gyulladasi faktorok miatt bekovetkezd
represszidjaval hoztak kapcsolatba [Jones et al. 2010; Rost et al. 1995; Helsby et al. 2008].
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1. tablazat. A citokinek hatasa a gydgyszer-metabolizalo CYP aktivitasokra [Shah és Smith 2015]

o CITOKROM P450
Citokin CYP1IA2 CYP2B6 CYP2C8 CYP2C18 CYP2C9 CYP2C19 CYP2D6 CYP3A4 CYP2E1
IL-1 1 le 1 “ o o 1 1
IL-2 1 1 1 1 1 1
IL-4 1 1 T 1
IL-6 1 1 ! < ! ! Il U
IL-10 o ! 1
TNF-A U Ne ! < < le ! i)
IFN-A !
IFN-A-2B ! ! ! !
IFN-T ) ! ! © o - l
TGF ! e ! < ! ! !

Fenokonverziot valtanak ki a CYP enzimek mikodését gatld vegyiiletek, amelyek
csokkenthetik az aktualis enzimaktivitast, igy atmeneti IM vagy PM fenotipust eredményeznek
[Shah és Smith 2014]. A gyogyszer-interakciok hatterében leggyakrabban valamilyen CYP
enzim inhibiciéja all. Az enzimgatlas lehet reverzibilis vagy irreverzibilis. Kompetitiv
reverzibilis gatlas esetén két szubsztrat verseng ugyanazon CYP enzim aktiv helyéért. Példaul
az omeprazol és a diazepam CYP2CI19 szubsztratok, egyiittes alkalmazasuk esetén az
omeprazol csokkenti a diazepam plazma clearence-t és noveli a felezési idejét [Wedemeyer és
Blume 2014]. A CYP2C19 aktiv helyéért torténd versengést tamasztja ald, hogy a PM
genotipust egyéneknél (akiknél CYP2C19 enzim nem expresszalodik) az omeprazol nem
befolyasolja a diazepam kinetikajat. Nem kompetitiv reverzibilis gatlas esetén a gatloszer nem
szubsztratja az adott enzimnek, tehat nem az aktiv helyhez, hanem egy allosztérikus
kotéhelyhez kotddik. Az enzim-inhibitor komplexben azonban olyan szerkezeti valtozasok
jatszodnak le, melyek megakadalyozzak a szubsztrat kotddését az aktiv helyhez. Ismert
példaként szolgal nem kompetitiv inhibiciora a specifikus CYP2D6 gatloszerként gyakran
hasznalt kinidin. A dextrometorfan O-demetilezését a CYP2D6 katalizalja. A Kinidin és a
dextrometorfan egyiittes szedése mellett - a CYP2D6 enzimet nem expresszalé PM genotipusu
egyénekhez hasonldan - csokkent dextrometorfan clearence-t tapasztaltak. Bar a kinidint nem
alakitja at a CYP2D6, mégis erés gatloszere (Ki ~100 nM). Alapvetd kiilonbség a kompetitiv
és a nem kompetitiv gatlas kozott, hogy mig eldbbi esetben a szubsztrat-koncentracid
emelésével a gatldo hatds megsziintethetd, addig utdbbi esetben ez nem Iehetséges.
Megkiilonboztetiink tovabba unkompetitiv gatlo mechanizmust, amikor a gatldészer csak a mar
kialakult enzim-szubsztrat komplexhez képes kapcsolodni. Meglehetdsen ritka tipus, klinikai
jelentdsége nem szamottevé [Coleman 2010]. Mechanizmus alapu gatlasrol akkor beszéliink,

amikor a CYP enzim egy xenobiotikum atalakitasa soran olyan metabolitot képez, mely az
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anyavegyiiletnél erdsebb gatloszer. Néhany esetben a képzddott metabolit egy erdsebb
reverzibilis inhibitor, mas esetben a CYP hem csoportjahoz kovalensen k6tddo irreverzibilis
gatloszer alakul ki (szuicid inaktivator vegyiiletek). Ilyen irreverzibilis inhibitor példaul a
gemfibrozil gliikkuronid metabolitja (CYP2C8) [Backman et al. 2016] és a tiklopidin
(CYP2C19) [Ha-Duong et al. 2001].

2.4.1 CYP2C19

A human CYP2C alcsalad négy homoldg gént foglal magaba, melyek a 10. kromoszéman
(10923.33) helyezkednek el a kovetkezd sorrendben: centromer—CYP2C18, CYP2C19,
CYP2C9, CYP2C8-telomer. A majban legnagyobb mennyiségben a CYP2C9 expresszalodik,
¢s bar a CYP2CI19 csak kis részét teszi ki a mdj CYP-készletének (~3%), a gydgyszer-
metabolizmusban betoltott szerepe jelentés (3. abra). Szubsztratjai kozott talalunk
protonpumpa- ¢és véralvadas-gatlokat, antiepileptikumokat, antidepresszénsokat, illetve a
malaria kezeléséhez hasznalt proguanilt (2. tablazat). Endogén szubsztratjai a progeszteron és
a melatonin. A mefenitoin S-enantiomerének 4’-hidroxilezése specifikus reakcidja, melyet
gyakran alkalmaznak a CYP2CI19 aktivitas jellemzésére, mig tiklopidinnel szelektiven
gatolhato az enzim mikodése [Parkinson et al. 2013]. A CYP2C19 fontos szerepet jatszik a

karos mellékhatasok ¢€s a gydgyszer-interakciok kialakulasaban.

2. tablazat. Fontosabb CYP2C19 szubsztratok [Rendic 2002]
CYP2C19 SZUBSZTRATOK

Barbituratok hexobarbital, mefobarbital, fenobarbital
Benzodiazepinek diazepam, flunitrazepam, quazepam, clobazam

Protonpumpa-gatlok omeprazol, lansoprazol, pantoprazol, rabeprazol

Szelektiv szerotonin visszavétel . . .
1 citalopram, fluoxetin, sertralin
gatlok

Triciklusos antidepresszansok imipramin, amitriptilin, nortriptilin,

Egyéb gyogyszerek fenitoin, S-mefenitoin, moklobemid

A CYP2C alcsaladbol a CYP2C19 volt az els6 enzim, melyet felfedeztek, koszonhetéen az
S-mefenitoin metabolizmusaban megfigyelt valtozatos fenotipusoknak [Kiipfer és Preisig
1984]. A CYP2C19 enzimaktivitasokat rendkiviil nagy egyéni eltérések jellemzik, melyet
els6sorban genetikai polimorfizmusara vezetnek vissza [Zanger és Schwab 2013], ezért a
populaciét altalaban négy fenotipus csoportra osztjak: gyenge (PM), intermedier (IM), extenziv
(EM) és ultragyors (UM) metabolizalokra. A CYP2C19 enzimet 9 exon kodolja, és a génnek
eddig 35 allélvariansat azonositottak [https://www.pharmvar.org/gene/CYP2C19], melyek

koziil tobbnek enzimfunkciot befolydsolo hatasa ismert (3. tdblazat). A kaukazusi populécidoban
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leggyakrabban el6fordulo allélvarians a CYP2C19*2, melyet hibas mRNS érés és teljes
enzimhiany jellemez, amit egy, az 5. exonban talalhato6 SNP (G>A baziscsere) valt ki. A
CYP2C19*3 variansban talalhaté egyik SNP (G>A baziscsere) miatt korai stop kodon alakul
ki, igy ez szintén teljes enzimhianyt okoz. A CYP2C19*3 azsiai populéacidkra jellemz6 varians,
kaukazusi populéciokban ritkdn fordul eld (<1%). A CYP2C19*4 allélvarians ATG helyett
GTG start kodont hordoz, mely enzimhiannyal jar [Desta et al. 2002]. Tovabbi klinikai
jelentdséggel bird allél a CYP2C19*17, mely egy promoter régioban jelenlévdé SNP
kovetkeztében feltehet6en fokozott génexpresszidhoz és enzimaktivitishoz vezet, de a

mechanizmus hattere egyelére nem tisztazott [Sim et al. 2006].

3. tablazat. A CYP2C19 gén leggyakrabban el6fordul6 klinikailag jelentés polimorfizmusai
[Zhou et al. 2017; Fricke-Galindo et al. 2016]

CYP2C19  Hatast kivalté mRNS Enzim- Allélgyakorisig (%)
allélvarians SNP valtozas aktivitas Eurépai Azsiai Afrikai
CYP2C19*2 19154G>A splicing hiba nincs 12-18 22-32 10-17
CYP2C19*3 17948G>A stop kodon nincs <1 3-7 <1
CYP2C19%4 1A>G EVie s nincs <1 <1 <1

kodon
CYP2C19%17  —806C>T fokozott ¢ ozott 20-22 <2 15-27
transzkripcid

A CYP2C gének transzkripcidja szamos nukledris receptor szabalyzasa alatt all, melyeknek egy
konstitutiv androsztan receptorra (CAR), a pregnan X receptorra (PXR) és a gliikokortikoid
receptorra (GR) érzékeny szakaszok, melyek a xenobiotikum aktivacié utan homo- vagy
heterodimert képezve kapcsoldodnak a promoter régié megfeleld szakaszaihoz, majd tovabbi
szabalyozo koaktivatorok segitségével modositjak a kromatin szerkezetet, ¢s fokozzdk a
transzkripciot. CAR aktivald xenobiotikumok k6zé tartozik pl. a fenobarbital, amely ugyan nem
kotddik a CAR-hoz, de eldsegiti a nuklearis receptor sejtmagba jutasat, igy noveli az indukcios
hatast. A PXR legismertebb aktivatora a rifampicin. A szabalyoz6 mechanizmus sordn a CAR
¢s a PXR heterodimert képez a retinoid X receptorral (RXR), mig a GR, melynek aktivatora
példaul a dexametazon, homodimerként vesz részt az indukciés mechanizmusban. A CYP2C19
konstitutiv expresszidja tobb, elsdsorban a majban kifejez6dd transzkripcids faktor szabalyzasa
alatt all, melynek két legfontosabb képviseldje a hepatikus nukledris faktorok kozé tartozo
HNF4a és a HNF3y [Chen és Goldstein 2009].
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Kéros mellékhatast okozd gyodgyszer-interakciok hatterét vizsgalva, (melyek soran valamely
hatéanyag megvaltoztatja egy parhuzamosan alkalmazott hatéanyag farmakodinamias vagy
farmakinetikai tulajdonsagait) szamos esetben deriilt fény a CYP2C19 érintettségére. Az
interakciok egyik jellemz6 tagja protonpumpa-gatld (omeprazol, lansoprazol, rabeprazol),
melyet gyakran alkalmaznak parhuzamos terapiaban példaul CYP2C19 szubsztrat véralvadas-
gatlok (klopidogrél, warfarin), a szelektiv szerotonin visszavétel gatlo fluvoxamin vagy a
monoamin-oxidaz gatlo moklobemid mellett. A gyogyszer-interakciok kialakulasa fiigg az
egyén genotipusatol: miikodoképes CYP2C19 all¢lok jelenlétében az interakcid erdsebb, mint

egy vagy két mitkodésképtelen allélvarians jelenlétében [Bahar et al. 2017].

2.4.2 CYP2D6

Az 1950-¢s évek végén az Egyesiilt Allamokban klinikai vizsgalatok soran azt talaltak, hogy a
spartein az oxitocinhoz hasonloan alkalmazhat6 sziilés beinditasara, azonban a sziilé nék kb.
7%-4nal a hatas iddotartama és intenzitdsa dramaian megnétt, sot, néhany esetben a spartein
hasznalata a magzat halalahoz vezetett. A vérnyomas-csokkentd debrizokvin terapiara a
betegek 5-10%-a jelentds és elhuzodo hipotenzidval reagalt. A nem-vart reakciok hatterében
egy CYP enzimet ko6dold gén polimorfizmusa allt, mely enzim eleinte a specifikus reakcio
alapjan debrizokvin-hidroxilazként, majd CYP2D6-ként jelent meg a szakirodalomban
[Parkinson et al. 2013]. A CYP2D6 enzimfehérjét 497 aminosav alkotja, melyet 9 exon kodol.
A m4j CYP enzimkészletének csak kb. 2-3%-at teszi ki. Bar a CYP2D6 extrahepatikus jelenléte
a gyogyszer-lebontas szempontjabol masodlagos, viszonylag szdmottevd expresszidja az
agyban felveti a szerepét a pszichoaktiv szerek és a kozponti idegrendszer
neurotranszmittereinek metabolizmusaban. Ezenkiviil kapcsolatot taldltak a CYP2D6
polimorfizmusai €s bizonyos viselkedési mintdk kozott, azonban az agyban betoltott pontos
funkcioja egyeldre nem tisztazott és jelenleg is intenziven kutatott [Stingl et al. 2012; Ingelman-
Sundberg et al. 2014; Niwa et al. 2017]. A hepatocitakban jellemz¢é alacsony relativ
expresszidja ellenére fontos szerepet jatszik a gyodgyszer-metabolizmusban, hiszen a
forgalomban 1év6 hatdanyagok legalabb 20%-anak lebontasaban részt vesz. Fébb szubsztratjai
koz¢ tartoznak antiarritmids szerek, vérnyomas-csokkentd béta-blokkolok, triciklikus és
masodik generacidés antidepresszansok, antipszichotikumok, szamos opioid, valamint az
emlédaganat kezelésére alkalmazott szelektiv Osztrogénreceptor-modulator tamoxifen (4.
tablazat). Tobb specifikus szubsztrat is alkalmazhatdo a CYP2D6 enzimaktivitas
meghatarozasara in vitro és in vivo egyarant, ilyen a dextrometorfan, a metoprolol, a tramadol

¢s a mar emlitett debrizokvin és spartein. Szamos gatloszere ismert, kinetikai vizsgalatokban
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gyakran hasznalt specifikus inhibitora pl. a kinidin vagy a metadon. A CYP2C19-hez hasonldan

a CYP2D6 aktivitasokban szintén rendkiviil nagy egyéni eltérések tapasztalhatok, ezért egy

adott populacidt jellemzden négy fenotipus csoportra osztunk: gyenge (PM), intermedier (IM),

extenziv (EM) és ultragyors (UM) metabolizaldkra.

4. tablazat. CYP2D6 szubsztratok és gatloszerek [He et al. 2015; Zanger et al. 2004]

CYP2D6 SZUBSZTRATOK

Analgetikumok/antitussziv

hatasu szerek
Anti-ADHD szerek

Antiarritmikumok

Antidemencia szerek

Triciklikus
antidepresszansok

Egyéb antidepresszansok
Antidiabetikumok
Antidsztrogének
Antihipertenziv szerek
Antiemetikumok
Antihisztaminok

Antipszichotikumok
Etvagycsokkentok
Béta-blokkolok

Kalcium antagonistak
MAOQO-inhibitorok
Rekreacios szerek

Vazodilatatorok

kodein, dextrometorfan, dihidrokodein, etilmorfin, hidrokodon,
norkodein, oxikodon

atomoxetin

aprindin, enkainid, flekainid, mexiletin, N-propilajmalin,
prokainamid, propafenon, spartein

galantamin, nicergolin

amitriptylin, klomipramin, dezipramin, imipramin, nortriptylin

citalopram, dezmetilcitalopram, fluoxetin, fluvoxamin, maprotilin,
mianszerin, minaprin, mirtazapin, paroxetin, venlafaxin
fenformin

tamoxifen

debrizokvin, guanoxan, indoramin

dolaszerton, ondanszerton, tropiszerton

mekvitazin, prometazin

aripiprazol, haloperidol, perfenazin, risperidon, tioridazin,
zuklopentixol

dexfenfluramin

alprenolol, bufuralol, bunitrolol, bupranolol, karvediol,
metoprolol, propranolol, timolol

perhexilin

amiflamin, brofaromin
metoxiamfetamin, MDMA
cinnarizin, flunarizin

CYP2D6 INHIBITOROK

Analgetikumok/antitussziv
hatésu szerek

Antidepresszansok
Antipszichotikumok
Diaforetikum, emetikum

Alkaloidok

kinidin, metadon

fluoxetin, paroxetin
levomepromazin, trifluperidol

lobelin
ajmalicin, berberin, koniin, ergotamin, gramin, harmalin,
laudanozin, szempervirin, vinkamin, vinblasztin

ADHD: figyelemhianyos hiperaktiv zavar; MAO: monoamin-oxidaz; MDMA: 3,4-metiléndioxi-N-metil-

amfetamin.
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A CYP2D alcsalad egyetlen fehérjét kodolo génje a CYP2D6. A CYP2D lokusz a 22-es
kromoszéman helyezkedik el (22q13.1), és a kodolo gén mellett két, a CYP2D6-tal homolog
pszeudogént (CYP2D7P és CYP2D8P) is tartalmaz. CYP2D7 mRNS expresszalodik a majban,
de az 1. exonban tortént inszercié kovetkeztében nem fejezédik ki fehérje [Zhou 2009]. A
CYP2D8P egy valddi pszeudogén, szamos mutaciot tartalmaz, ami a génexpresszio teljes
hianyat eredményezi. A CYP2D6 genetikai polimorfizmusa a farmakogenetika egy intenziven
kutatott teriilete. Napjainkig tobb mint 100 allélvaridnst azonositottak, kdzottiikk szamos, a gén
funkciojat befolyasolo, és igy az enzimaktivitasra kihat6 valtozat ismert (5. tablazat).

A CYP2D6*1 és CYP2D6*2 funkcionalis allélokat tekintjiik vad tipustinak, melyek néhany, a
gén miikodését nem befolyasoldo bazisban kiilonboznek. Az eurdpai fehér (kaukazusi)
populacidban leggyakoribb miikodésképtelen allél a CYP2D6*4, amely egy intronban talalhato
SNP (1846G>A) kovetkeztében az mRNS érés hibajat idézi eld, igy nem keletkezik CYP2D6
fehérje. A CYP2D6*4 allél eldforduldsi gyakorisdga a kaukézusi, afrikai és amerikai
populaciokban rendkiviil magas (12-16%), mig a kelet-azsiai populaciokban az 1%-ot sem éri
el. A leolvasasi keret eltolodasahoz, igy miikodésképtelen génhez vezet6 CYP2D6*3 és
CYP2D6*6 allé¢lok kizarolag az eurdpai populaciokra jellemzdek, allélgyakorisaguk rendre 4%
illetve 2% [Zhou et al. 2017]. A géndeléciot jelenté CYP2D6*5 allél frekvencidja vilagszerte
3-6%-ra tehetd. A kaukdzusi populacioban a CYP2D6*3, *4, *5 és *6 variansok feleldsek a
genetikailag meghatarozott PM fenotipusok 93-97%-ért [He et al. 2015]. A fehér populacid
tagjainak 10-15%-a hordoz részlegesen defektiv allélvariansokat (pl. *41, *9, *10, *17), ami
egy masik ugyanilyen vagy egy funkcionalis alléllal kombindcidoban az IM fenotipus
kialakulasat eredményezi. IM fenotipust okoz egy funkcionalis és egy miikodésképtelen allél
kombinacioja is. Az intermedier metabolizalok csoportja minden populacidban megtalalhato,
de a kialakulaséaért felelés mutaciok eltéréek. A CYP2D6*41 allél a kaukazusi populacidban
viszonylag gyakori, a 6. intronban talalhatd SNP kovetkeztében karosodik az mRNS splicing,
ezaltal csokken a funkcionalis MRNS-ek mennyisége, igy a fehérjemennyiség és CYP2D6
aktivitas is [Toscano et al. 2006]. Az afrikai és azsiai etnikumokban a CYP2D6*17 és a
CYP2D6*10 allél az uralkod6. A CYP2D6*17 allél eléfordulasi gyakorisaga kb. 20% az afrikai
populécidban, mig a CYP2D6*10-¢ egészen 60%-ig terjed az azsiai populaciokban [Zhou et al.
2017]. A CYP2D6*10 esetén egy C>T baziscsere kdvetkeztében prolin-szerin aminosavcsere
kovetkezik be, igy a kifejez6dé enzim a vad tipusnal kisebb affinitdst mutat a CYP2D6
szubsztratokhoz [Fukuda et al. 2000]. A CYP2D l6kusz nagy strukturalis variabilitassal
rendelkezik. A kromoszoéméak egyenldtlen atkapcsolasa a CYP2D6 gén és a CYP2D

pszeudogének kozott géndelécidohoz, duplikacidhoz és rekombinalodott gének kialakuldsdhoz
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(pl. hibrid génekhez) vezet. A CYP2D6 gén duplikaciojat elészor a CYP2D6*2 allél esetében
mutattak ki, ez volt az elséként leirt stabilan duplikalédott gén a human genomban. Késobb a
CYP2D6*1, *4, *6, *10, *17 *29, *35, *41, *43 és a *45 all¢loknal is kimutattak duplikaciot,
aminek jelentésége abban rejlik, hogy nem mindig a miikodéképes enzimet kodold gén
duplikalodik, ezt pedig a fenotipus becslése soran figyelembe kell venni [Gaedigk et al. 2007].
A génduplikaciok el6fordulasa a fehér populacioban 1 és 9% kozé esik, mig néhany arab, kelet-
afrikai és Csendes-0cean térségi populacioban eléri a 10, s6t az 50%-0t is. Ennek hatterében az
allhat, hogy ezen populédciok novényi alkaloidokban dus taplalkozésa olyan szelekcios nyomast
jelentett az evolucid soran, ami az alkaloidok metabolizmusaért felelés CYP2D6 enzim
nagyobb aktivitassal jar6 génvariansainak kedvezett [Ingelman-Sundberg 2005]. To6bb
CYP2D6 allélban (aktiv: CYP2D6*2A, *35, *51, null allél: CYP2D6*21, *31,*56, még nem
bekovetkezett pontmutacid, aminek funkcionalis hatdsa még nem teljesen tisztazott. A -
1584C>G polimorfizmust génexpresszios valtozasokkal hoztak kapcsolatba. Az olyan -1584G-
t hordoz6 egyénekben, akik rendelkeznek egy vagy két aktiv génnel (CYP2D6*1 ¢és
CYP2D6*2), magasabb in vivo enzimaktivitast és kisebb gyogyszervalaszt mértek [Llerena et
al. 2013], tovabba majszovetben a -1584G homozigotakhoz és heterozigotakhoz képest
feleakkora CYP2D6 fehérjemennyiséget mértek a -1584C homozigdta esetben [Pan et al.
2017]. A kozelmultban Wang és munkatarsai Gjabb SNP-t azonositottak joval tavolabbi
szabalyoz6 régioban, melyet a CYP2D6 fokozott expresszidjaval hoztak dsszefliggésbe [Wang
et al. 2014; Wang et al. 2015]. Mivel a CYP2D6 UM fenotipus csak részben magyarazhato
génduplikacioval, ezért jelenleg is intenziv kutatasok folynak a génexpresszidt befolyasolo

egyéb polimorfizmusok felderitésére.

5. tablazat. A CYP2D6 leggyakrabban el6fordulé polimorfizmusai [Zhou et al. 2017,
Zanger és Schwab 2013]

CYP2D6 Hatast MRNS Enzim- Allélfrekvencia (%0)
allélvarians  kivalté SNP valtozas aktivitdss  Eurépai  Azsiai Afrikai
CYP2D6*3 2549delA frameshift nincs 1-4 <1 <1
CYP2D6*4 1846G>A splicing hiba nincs 16 <1 12
CYP2D6*5 ~ ‘cliesgen nincs 3 6 4

delécio
CYP2D6*6 1707delT frameshift nincs 2 - -
CYP2D6*10 100C>T - csokkent 1-2 30-60 6
CYP2D6*41 2988G>A splicing hiba csokkent 9 1-6 1-6
Dmlileele) fokozott 1-9 1 9-30

multiplikacid
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részt vevo nukledris receptor-kotd szakaszok (CAR, PXR, GR), tehat jelenlegi ismereteink
szerint a génexpresszid0 nem indukdlhatdé xenobiotikumokkal. A konstitutiv expresszid
szabalyzasaban csak néhany transzkripcios faktor szerepét allapitottak meg, ezek kozé tartozik
a HNF4a és a C/EBP (CCAAT/enhancer binding protein). Egy huméan majszdvet mintdkon
végzett vizsgalat szerint szignifikans korreldcid6 mutathaté ki a HNF4o mRNS szintek és a
mikroszomalis CYP2D6 enzimaktivitasok kozott [Yang et al. 2010]. A C/EBP szerepét
bizonyitja egyrészt, hogy a C/EBP expresszié megsziintetése csokkenti a CYP2D6 atirddasat
HepG2 sejtvonalakban, masrészt azonositottak a transzkripcids faktor kotohelyét a CYP2D6

crer

crer

feltételezett genetikai meghatirozottsaga miatt elsésorban farmakogenetikai megkdzelitést
alkalmaznak, azonban az esetek nem elhanyagolhato részében kizarolag a genotipus nem nytjt
elégséges informaciot a fenotipus becsléséhez. Az a tény, hogy egy adott genotipus csoport
CYP2D6 enzimaktivitasai széles tartomanyban valtoznak, kiilondsen az egyének tobbségét
kitevé intermedier és extenziv metabolizal6 csoportokban, a fenotipus mas, eddig nem ismert

befolyasold tényezdit sejteti a hattérben.

2.4.3 CYP3A4/5

A CYP3A alcsaladba tartoz6 enzimek talalhatoak meg a legnagyobb mennyiségben a human
majban. Az alcsaladba tartozo6 CYP3A4, CYP3AS, CYP3A7 és CYP3A43 enzimeket kodold
gének a 7-es kromoszoman (7q22.1) helyezkednek el, és a metabolizmusban betoltott szerepiik
jelentdsen eltér. A CYP3A43 kis részét (<6%-at) teszi ki a CYP3A enzimeknek, ¢s funkcidjarol
szegényesek az ismereteink [Daly 2006]. A CYP3A7 els6sorban magzati korban
expresszalodik, ekkor a majban ez a legnagyobb mennyiségben kifejez6d6 CYP3A enzim,
azonban sziiletés utdn fokozatosan a CYP3A4 veszi at a szerepét, mely folyamat részletei
egyelére nem ismertek [Zanger és Schwab 2013]. A CYP3A4 a legjelentésebb gyogyszer-
metabolizal6 enzim, kdszonhetden széles szubsztrat-specifitdsanak és magas expresszidjanak a
majban illetve a vékonybélben. Mindez kiemelkedden nagy szereppel bir az un. ’first-pass’
metabolizmusban, ezaltal az ordlisan adagolt hatéanyagok farmakokinetikdjaban. Példaul a
grapefruit 1€ okozta nem vart gyogyszerreakciok hatterében a CYP3A4 gatlasa all a
gyiimoleslében talalhatdo  furanokumarin-szarmazékok miatt, mely bizonyos oralisan
alkalmazott, ’first-pass’ metabolizmuson ates¢ hatoanyagok szokatlanul magas szérum-

koncentraciodjat idézi el [Parkinson et al. 2013]. A CYP3A5 és a CYP3A4 szekvencigja kb.
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90% hasonlosagot mutat, szubsztrat-specifitasuk alapjan nehezen megkiilonboztethetdk.
Mindkét enzim hatalmas és flexibilis aktiv centrummal rendelkezik, mely lehet6vé teszi mind
nagyméretli molekulak (pl. az immunszuppresszans ciklosprin A ¢és takrolimusz, az
antibiotikum eritromicin, vagy a kemoterapias szer paklitaxel), mind kisebb vegyiiletek (pl. az
Osztrogén-receptor antagonista tamoxifen, sztatinok, benzodiazepinek, antidepresszansok)
kotodését. Funkcidjukkal ellentétben szoveti megoszlasuk lényeges kiilonbségeket mutat,
hiszen bar a tiiddben, a vesében €s az agyban mennyiségiik dsszemérhetd, a majban és a
vékonybélben a CYP3AS expresszidja jelentésen alacsonyabb a CYP3A4-nél [Dutheil et al.
2008; Pavek és Dvorak 2008].

A CYP3A4 genetikai polimorfizmusa csak részben ad magyarazatot az expresszioban ¢és
aktivitasban megfigyelheté variabilitasra [Sadee 2012]. A CYP3A4*1B allélvarians bar
részletesen tanulmanyozott, szerepe a CYP3A4 fenotipus meghatarozasaban ellentmondasos.
magasabb génexpresszidval, illetve in vivo enzimaktivitassal, azonban mas tanulmanyok ezeket
a megallapitasokat nem tudtak megerdsiteni [Amirimani et al. 2003; Rodrigez-Antona et al.
2005; He et al. 2006; Perera 2010; Lolodi et al. 2017]. A CYP3A4*1B szerepének tisztazasat
neheziti, hogy a CYP3A5*1 vad alléllal kapcsoltan 6roklédik [Wang et al. 2011]. A CYP3A4*22
allélvarians esetében csokkent génexpressziot és enzimaktivitast irtak le, koszonhetden egy, a
6. intronban jelen 1évé SNP-nek. A CYP3A4-gyel ellentétben a CYP3AS metabolikus
kapacitasat elsdsorban genetikai tényezOk hatdrozzdk meg, melyeket jelentds etnikai
kiilonbségek jellemeznek. A CYP3A5*3 allélvarians - mely az enzim teljes hianyat okozza a
kaukdzusi populacio >90%-nal - egy intronban talalhaté SNP kovetkeztében korai stop kodont
tartalmaz, igy mikodésképtelen, csonka fehérjét eredményez [Zanger és Schwab 2013].
Miikodoképes CYP3AS allél jelenléte esetén (atfedd szubsztrat-specifitasuk miatt) aktivitasa
hozzaadodik a CYP3A4 aktivitasahoz, ezzel nem vart gyogyszer-hatdst vagy hatas-elmaradast
idézhet eld, kiilondsen olyan hatdéanyagok alkalmazéasakor, melyekkel szemben a CYP3AS a
CYP3A4-nél nagyobb affinitast mutat (pl. tacrolimus) [Monostory et al. 2015]. A CYP3A4 és
CYP3AS leggyakrabban el6fordul6 polimorf allélvariansait és azok hatasat a 6. tablazat foglalja

0ssze.
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6. tablazat. A CYP3A4 és CYP3AS gének leggyakrabban el6fordulé polimorfizmusai [Zhou et
al. 2017; Zanger és Scwab 2013]

CYP3A Hatast mRNS Enzim- Allélgyakorisig (%)
allélvarians  Kivaltéo SNP valtozas aktivitas Eurépai Azsiai Afrikai
CYP3A4*1B -392A>G promoter fokozott? 3-5 0 50-82
CYP3A4*22 15389C>T intron 6 csokkent 3-8 1-4 <0,1

korai stop

CYP3A5*3 6986A>G nincs 88-97 66-75 12-35

kodon

A CYP3A4 ¢s CYP3AS génexpresszidja Osszetett szabalyzas alatt all. A konstitutiv expresszid
kialakitdsaban szamos transzkripcios faktor részt vesz, pl. a C/EBPa, C/EBPB, HNF1a, HNF3y
¢s a HNF4a [Lamba et al. 2010]. A xenobiotikumok altal kivaltott indukcioban a PXR és CAR
jatszik fontos szerepet a mar ismertetett modon (1d. 2.4.1 fejezet). A CYP3A transzkripcio
szabalyzasaban a GR kozvetleniil, illetve a PXR/CAR-on keresztiil kdzvetetten is részt vesz.
Végiil a D-vitamin receptor (VDR), melynek ligandja az la,25-dihidroxi-D-vitamin (a
D-vitamin aktiv metabolitja), a PXR/CAR-hoz hasonldéan az RXR-ral heterodimert képezve
fokozza a CYP3A atirodast [Lolodi et al. 2017].

A CYP enzimaktivitdsok egyének kozott mutatkozd variabilitdsa a gyogyszerek
farmakinetikajanak eltéréseihez vezet, igy a gydgyszeres terapidk személyre szabasaval
elkeriilhetové valhat a hatas-elmaradas, illetve a karos mellékhatdsok kialakulasa. A CYP
enzimek bemutatasaval igyekeztem ravilagitani a jelen ismereteink szerint a
gyogyszermetabolizmus egyéni eltéréseinek hatterében fellelhetd tényezdkre. A tovabbiakban

a klinikai vizsgalataink targyat képezo sulyos pszichiatriai betegségekrol, €s ezek gydgyszeres

crer

2.5 Pszichiatriai korképek

A szkizofrénia egy stlyos pszichiatriai betegség, mely mélyrehat6 kdvetkezményekkel jar mind
a beteg, mind a tarsadalom szamara. Elettartam prevalencigja 0,5-1% koriilire teheté [McGrath
et al. 2008]. A betegség férfiaknal jellemzéen 15-25, mig nok esetén 25-35 év kozott alakul ki
[Fekete et al. 2010]. Kronikus jellege és korai kialakulasa kovetkeztében rendkiviil nagy
kozegészségiigyi terhet jelent. Bar a szkizofrénia gydgyithatatlan betegség, az esetek 10-15%-
aban akar teljes felépiilés is varhato, azonban a betegek tobb mint 50%-a id6északosan, de hosszu
tavon pszichés problémakkal kiizd. A munkanélkiiliségi aranyuk 80-90%-0s [Evensen et al.
2016], varhato élettartamuk 10-20 évvel alacsonyabb az atlagosnal, ezenkiviil a WHO (World
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Health Organization) megallapitasa alapjan a szKizofrénia a rokkantsag tiz leggyakoribb kivalto
oka kozott szerepel [National Collaborating Centre for Mental Health 2009].

Szkizofréniaban az elmemiikodés sulyos zavarai figyelhetok meg, melyek magukban foglalnak
pozitiv (hallucinaciok, téveszmék), negativ (motivacid hianya, beszlkiilt érzelmi élet,
szegényes beszéd és gondolkodas, anhedonia), illetve kognitiv (gondolkodas alaki zavara,
memoria-problémadk) tiineteket. Mig a pozitiv tiinetek erdsdodhetnek és mérséklddhetnek a
betegség lefolyasa soran, addig a negativ és kognitiv tlinetek kronikusan fennallnak, és
elsdsorban ezek hozhatok Osszefliggésbe a betegség hosszutavu szocialis hatasaival [Owen et
al. 2016]. A betegség kialakulasanak hattere egyelére nem tisztazott, genetikai és kornyezeti
tényezOk egyarant szerepet jatszhatnak. Csaladokban halmozottan fordul eld, kialakulasanak
kockazata egyik sziil6 betegsége esetén 10%, mig két szkizofrén sziilé esetén 34-40% [Fekete
et al. 2010]. Kornyezeti kockazati faktorok tekintetében a betegség kialakulasat 6sszefliggésbe
hoztak pl. a magzat idegrendszerének koros fejlédésével [Brown 2012; Meli et al. 2012;
McGrath et al. 2010], gyermekkori sérelmekkel [Varese et al. 2012] ¢s a bevandorlassal is
[Selten et al. 2007]. A szkizofrénia szamos neurotranszmitterrel kapcsolatba hozhato.
Ismereteink szerint a dopamin, szerotonin, glutamat, noradrenalin és GABA (gamma-amino-
vajsav) rendszer zavara szerepet jatszik a betegség patogenezisében [Ayano 2016].
Szkizoaftektiv zavar akkor diagnosztizalhatdé, ha major depressziv, manids vagy kevert
epizddok a szkizofrénia tiineteivel egyidoben vannak jelen és egyforman kifejezettek, valamint
a tiinetek onmagukban nem elegenddek a szkizofrénia vagy az affektiv zavar diagn6zisahoz.
Egy Olfson és munkatarsai altal kozolt tanulmanyban [Olfson et al. 2009] szkizoaffektiv zavart
kozel fele olyan gyakran (42%) diagnosztizaltak, mint szkizofréniat, egy finn kézlemény pedig
¢lettartam prevalenciajat 0,32%-ra becsiilte, és érdekes adat, hogy ugyanitt a nék érintettsége
meghaladta a férfiakét [Perild et al. 2007].

A bipolaris affektiv betegséget kiilonboz6 sulyossagi manids, depresszids és kevert epizodok
valtakozasa jellemzi, hosszabb-rovidebb tiinetmentes id6szakok kozbeiktatasaval. A manias
epizdd legalabb egy hétig tarto abnormalisan emelkedett vagy ingerlékeny hangulattal
jellemezhet6, a depresszids epizddot ellenben lehangoltsag, értéktelenség-érzet, csokkent
gondolkodasi ¢és dontési képesség kiséri [EMMI 2016]. Elettartam prevalencidja a
Magyarorszagi felndtt lakossag korében a vildgon az egyik legmagasabb, 5,0%-ra tehetd

[Rihmer et al. 2016].
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2.6 A pszichiatriai betegségek gyodgyszeres kezelése

A pszichofarmakologia alapjait a klorpromazin 1952-es felfedezése teremtette meg. A
klopromazin az eredetileg féreghajtoként fejlesztett fenotiazin-szarmazékok kozé tartozik,
azonban a vizsgalatok soran felfigyeltek szedativ hatasara, késébb pedig az els6, Gn. tipusos
antipszichotikumként alkalmaztdk. Az 50-es évek végén felfedezett tipusos haloperidol hosszu
ideig az antipszichotikus kezelés alapszere volt, mara azonban a masodik generacids, vagy mas
néven atipusos vegyliletek kiszoritottdk. A tipusos antipszichotikumok erds D, receptor
antagonistak, bar hatékonyak a szkizofrénia pozitiv tiineteivel szemben, sajnos —kdszénhetden
erés dopaminreceptor affinitasuknak— meglehetésen gyakran okoznak stlyos extrapiramidalis
mellékhatasokat (EPS). A pszichofarmakoldgidban jelentds attorést hozott az els6 atipusos szer,
a klozapin bevezetése a 60-as években, mely egyrészt hatékonyabbnak bizonyult a korabbi
vegylileteknél, masrészt ritkabban okozott EPS-t. Az6ta szdmos antipszichotikumot vezettek
be és alkalmaznak (pl. kvetiapin, risperidon, olanzapin, ziprazidon), melyek bar szerkezetileg
kiilonbozoek, kozos jellemzodjiik a dopamin-antagonista hatds. Egyéb receptorokhoz (pl.
szerotonin, hisztamin, adrenerg, acetil-kolin) valo affinitasuk 1ényegesen eltér, mely els6sorban
a mellékhatdsok vonatkozasaban jelent kiilonbségeket. A mdasodik generacids vegyiiletek
csokkentik a pozitiv tiineteket, mindemellett kedvezd hatést gyakorolnak a negativ, depressziv
¢s kognitiv tiinetekre is. Terapids hatasukban a dopaminreceptor antagonizmus mellett a
szerotonin-receptorokon kifejtett hatasnak is jelentdséget tulajdonitanak [Fekete et al. 2010].
Nemzetkdzi ajanlasok alapjdan a masodik generacios antipszichotikumok az elsdként
vélasztando szerek pszichotikus betegségekben. A szkizofrénia kezelésének nélkiilozhetetlen
eszkdze a gyogyszeres terdpia, melynek elsddleges célja a pszichotikus pozitiv tiinetek
megsziintetése ¢és ismételt megjelenésiik megakadalyozasa [Kovacs 2011]. A betegség
hossztava kimenetelét tekintve, a betegek kb. 10-15%-a tiinetmentessé valik, nagy résziik
esetén azonban a kezelések ellenére rendszeres visszaesés és pszichés panaszok jellemzdek,
mig 10-15%-uknal kronikus, sulyos pszichézis alakul ki [Lehman et al. 2004].

A bipolaris betegség kezelésének elsd 1épése az aktualis hangulati allapot felmérése, ugyanis
Iényegesen eltérd terdpias megkdzelités indokolt ménids, hipomanids vagy depresszios epizod
fennallasa esetén [Grande et al. 2016]. A farmakoterapia gerincét hangulatstabilizalok (litium,
valproat, karbamazepin) és  antipszichotikumok  (kvetiapin, olanzapin) adjak,
antidepresszivumok monoterapiaja kontraindikalt, hangulatstabilizalokkal kombinacioban is a
lehetd legrovidebb ideig és csak a depresszios tiinetek fennallasaig adhatok [Rihmer et al.

2016]. Az antipszichotikumok koziil a méasodik generacios szerek preferaltak, akut antimanias
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hatasuk mellett igazoltan antidepressziv hatasuk is van, tovabba nem indukalnak fazisvaltast.
Ezenkiviil a kvetiapin, olanzapin és az aripiprazol monoterapiaban fazis profilaktikus hatassal
bir [EMMI 2016].

A tovabbiakban két, a vizsgalataink targyat képez6 és a pszichiatriai gyakorlatban gyakran
hasznalt masodik generacidés antipszichotikum, a klozapin és az aripiprazol részletes

bemutatasara keriil sor.

2.6.1 Klozapin

A masodik generacios antipszichotikumok térnyerése a klozapin megjelenésével kezdddott. A
klozapin mas hatéanyagokhoz viszonyitva gyengébb D, antagonista, ezzel szemben erds
szerotonerg (5-HT2a), kolinerg és adrenerg affinitasa hozzajarulhat hatasossagahoz [Wenthur
¢és Lindsley 2013]. Egyediilallo hatasmechanizmusa miatt egyéb antipszichotikum kezelésre
rezisztens betegek (a szkizofrének kb. egyharmada) esetén rendszerint klozapin terapiat
alkalmaznak [Lerner et al. 2004]. Hatékony mind a szkizofrénia pozitiv és negativ tiineteivel
szemben, ellenben ritkdn okoz EPS-t ¢s tardiv diszkinéziat. Elényei ellenére a klozapin
hasznalata korlatozott, kdszonhetden annak, hogy alkalmazasa esetén fennall az agranulocitdzis
kialakuldsdnak kockéazata, mely bar ritkan fordul eld, életveszélyes fertézésekhez vezethet
[Nielsen et al. 2009]. A klozapinnak ezenkiviil gyakori mellékhatasa a stlygyarapodas, ami
konnyen metabolikus szindrémahoz vezethet, valamint a sziv- és érrendszeri artalmak
[Henderson et al. 2000]. Ritkdbban eléforduld mellékhatasai az epilepszias rohamok,
szivizomgyulladas, tachykardia, hasnyalmirigy-gyulladas [Igbal et al. 2003].

A klozapin biohasznosulasa a nagymértékii ’first-pass’ metabolizmus kdvetkeztében minddssze
50-60%. A majban a CYP enzimek intenziven metabolizaljak N-demetilacio, N-oxidacio és
hidroxilacié tjan. Konjugéaciés reakciokban jellemzéen gliikuronidalt és szulfatalt
szarmazékok képzddnek [Schaber et al. 2001]. F6 metabolitjai a CYP3A4 enzim katalizalta
reakcioban képzddo, inaktiv klozapin N-oxid, valamint az elsédlegesen a CYP3A4 és CYP1AZ2,
kisebb mértékben a CYP2D6 és CYP2C19 enzimek altal képz6d6 aktiv N-dezmetil-klozapin,
mas néven norklozapin (5. abra) [Wenthur és Lindsley 2013].
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5. abra. A klozapin f6 metabolikus itvonalai

A norklozapin receptor-affinitasa kissé eltér az anyavegyiiletétl (D2 parcialis agonista), és
hozzajarulhat a klozapin Gsszetett farmakologiai hatasahoz [Lameh et al. 2007]. Bara CYP1A2
¢s CYP3A4 szerepe a klozapin farmakokinetikdjaban egyértelmii €s jol dokumentalt, a jelentds
genetikai polimorfizmussal rendelkez6 CYP2C19 és CYP2D6 enzimekkel kapcsolatos
vizsgalatok megallapitasai ellentmondasosak [Ghassabian et al. 2010; Jaquenoud Sirot et al.
2009; Lee et al. 2012].

2.6.2 Aripiprazol

Az aripiprazol mas antipszichotikumokkal ellentétben nem D2 receptor antagonistaként, hanem
parcialis agonistaként viselkedik, ami azt jelenti, hogy maximalis receptor okkupancia esetén a
lehetséges biologiai valasz csak tort részét képes 1étrehozni. Ennek megfeleléen az aripiprazol
a dopaminerg rendszer stabilizatoraként foghato fel, mely sordn a nagy receptor tartaléknak
koszonhetden a dopaminerg neuronok autoreceptorain parcidlis agonista, mig
posztszinaptikusan az alacsony receptorszam mellett antagonista hatast fejt ki. Ezenkiviil az
aripiprazol a 5-HT2a receptoron antagonista, a 5-HT1a receptoron parcialis agonista hatassal
bir. Egyediilallo receptorkotési tulajdonsagainak koszonhetd jo terdpias hatékonysaga és
kedvezd mellékhatas profilja. Hatékony a szkizofrénia pozitiv és negativ tiineteivel szemben,
mindemellett javitja a kognitiv funkciokat [Kerpel-Fronius és Lorant 2004]. Ritkan el6forduld
mellékhatasai kozott emlithetjik az EPS-t, teststly-novekedést, sziv- és érrendszeri
eseményeket, a prolaktin, koleszterin és gliikoz szint emelkedést. Gyakrabban fellépd
mellékhatasai az almatlansag, hanyinger, szétszortsag és az akathisia [Tuplin és Holahan 2017].
Az aripiprazol felszivodasa a béltraktusbdl gyors, biohasznosulasa oralis adagolas esetén 87%
[Otsuka Pharmaceutical Co. 2014; Mallikaarjun et al. 2004]. Human maj mikroszéman és
rekombinans CYP enzimeken végzett in vitro vizsgalatok alapjan az aripiprazolbol

elsddlegesen a CYP2D6 ¢és a CYP3A4 altal katalizalt reakcidkban dehidrogénezett €s
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hidroxilezett szarmazékok képzddnek, mig kizardlag CYP3A4 katalizalt reakcid sordn N-
dealkilezés torténik. A Fazis 2 reakcioknak a metabolizmus szempontjabol nincs jelentdségiik.
A legnagyobb mennyiségben képzddé metabolit (6. abra), a dehidro-aripiprazol receptor-
affinitasa az aripiprazollal megegyez6. Tekintve, hogy a dehidro-aripiprazol steady-state
valdsziniisithetd, hogy az aktiv metabolit hozzajarul az aripiprazol hosszutavi farmakologiai

hatasahoz [Kirschbaum et al. 2008; Casey és Canal 2017].
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6. abra. Az aripiprazol f6 metabolikus ttvonalai

Az aripiprazol metabolizmusat befolyasolo tényezdknek egyértelmi klinikai relevancidja van,
igy a CYP2D6 genetikai polimorfizmusnak ¢és a parhuzamosan alkalmazott CYP2D6 vagy
CYP3A4 gatlo vegyiileteknek a terapiara gyakorolt hatasa jelenleg is intenziven kutatott teriilet.
Jelenlegi ajanlasok alapjan a CYP2D6 gyenge metabolizalok (milkodésképtelen allélokat
homozig6dta formaban hordozok), illetve erés CYP2D6 (pl. kinidin, fluoxetin, paroxetin) vagy
CYP3A4 (pl. itrakonazol, klaritromicin) gatlo vegyiilet parhuzamos alkalmazidsa esetén
csokkentett dozis, mig CYP3A4 induktor vegytilet (pl. karbamazepin, rifampicin) parhuzamos

terapiaja esetén emelt aripiprazol dozis alkalmazando [Otsuka Pharmaceutical Co. 2014].
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3 CELKITUZESEK

A farmakogenetika az egyéni gyogyszer-metabolizaldo képesség felderitésének oly mddja,

melynek sordn a gyogyszer-lebontasban részt vevd enzimek genetikai analizisével kapott

informaciok alapjan allithaté be az egyéni gyogyszeres terapia. Ehhez azonban pontosan

ismerniink kell, hogy egy adott gyogyszer-metabolizal6é enzim kifejezédését milyen mértékben

hatarozza meg annak genetikai hattere, illetve milyen egyéb, nem-genetikai tényez6 hatasat kell

szlikségszerlien figyelembe venniink az egyén fenotipusanak becslésekor. Munkénk soran két,

jelentds genetikai polimorfizmussal rendelkezé6 CYP enzim, a CYP2C19 ¢és a CYP2D6

genotipus-fenotipus Osszefliggéseit vizsgaltuk in vitro human maj mikroszoma frakcid

felhasznalasaval.

11

1.2

Célunk volt annak feltarasa, hogy a CYP2C19 ¢s a CYP2D6 genotipus milyen
mértékben hatdrozza meg a CYP2C19 és CYP2D6 enzimek aktivitdsat, azaz a
fenotipust. A CYP2C19 ¢és a CYP2D6 genotipus-alapti fenotipus becslés
hatékonysdganak 0Osszehasonlitasa ravilagithat a két gén transzkripcidjanak
szabalyozasaban fellelhetd eltérések jelentdségére, hiszen mig a CYP2C19 indukciodjat
tobb nuklearis faktor (pl. CAR/PXR, GR) medialhatja, addig a CYP2D6 jelen
ismereteink szerint konstitutivan expresszalodik.

A szervdonorok anamnézisének attekintésével kerestiik azokat a nem-genetikai
tényezOket, amelyek szerepet jatszhatnak a  genotipus-fenotipus becslés

ellentmondasaiért.

In vitro nyert tapasztalatainkat in vivo koériilmények kozott teszteltiik antipszichotikummal

kezelt pszichiatriai betegek gyogyszer-metabolizalo képességének meghatarozasaval.

2.

Kerestlik a valaszt arra, hogy a CYP2C19*17 allélvarians a betegeknél egylitt jar-e
fokozott CYP2C19 génexpresszidval.

Valaszt kerestiink arra, hogy klozapinnal kezelt pszichiatriai betegek CYP2C19
genotipusa és expresszioja milyen szerepet jatszik a klozapin metabolizmusaban, illetve
a klozapin vérszint kialakul4saban.

Osszefiiggést kerestiink aripirazollal kezelt betegek CYP2D6, CYP3A4 és CYP3A5
genotipusa, CYP3A4 expresszioja, valamint az aripiprazol és a f6 metabolit dehidro-
aripiprazol szérum koncentracioi kozott.

Végiil megvizsgaltuk, hogy az aripiprazol mellett gyakran alkalmazott, potencialis
CYP2D6 inhibitorok parhuzamos terapidja befolyasolja-e az  aripiprazol

metabolizmusat.
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4 ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1 Felhasznalt vegyszerek

Az in vitro enzimaktivitas és gatlasvizsgalatok soran felhasznalt dextrometorfan, mefenitoin,
risperidon, metoprolol és propranolol a Sigma-Aldrich (Darmstadt, Németorszag), a gliik6z-6-
foszfat dehidrogenaz ¢és a gliikoz-6-foszfat a Merck (Darmstadt, Németorszag) termékei voltak.
Az aripiprazol a Toronto Research Chemicals-t61 (North York, Kanada), a 4’-hidroxi-
mefenitoin az Salford Ultrafine Chemicals-t61 (Manchaster, UK), a paliperidon és a dehidro-
aripiprazol a Santa Cruz Biotechnology-t61 (Dallas, TX) szarmazott. Az Gsszes tobbi vegyszer

a Merck-t6l, illetve a Reanal-t6l (Budapest) keriiltek beszerzésre.

4.2 Invitro genotipus-alapu fenotipus becslés vizsgalatok

4.2.1 Human majszovet mintak

Az invitro specifikus enzimaktivitas vizsgalatokba 128 (dextrometorfan O-demetilezés), illetve
114 (mefenitoin 4’-hidroxilezés) szervdonortol szarmaz6 human majszovet mintat vontunk be,
melyeket a Semmelweis Egyetem Transzplantacios és Sebészeti Klinika biztositott. A donor
maj nem, vagy csak egy része keriilt beiiltetésre. A majszovet mintakat hemodinamikailag
stabil, normalis méjfunkcids paraméterekkel rendelkezé agyhalott donorokbdl tavolitottak el.
A mintak szallitasa hiitve tortént. Az MTA Természettudomanyi Kutatokézpont Metabolikus
Gyogyszer-kolcsonhatasok Laboratoriuma rendelkezik a Tudomdnyos és Kutatasetikai
Bizottsag engedélyével huméan majszovet tudomanyos célbol torténd felhasznalasahoz. A

szervdonorok demografiai adatait ¢s anamnézisét a 7. tablazat foglalja 6ssze.

4.2.2 Mikroszéma preparalds menete

A specifikus CYP enzimaktivitds meghatarozashoz huméan majszévetbdl preparalt mikroszéma
frakciot hasznaltunk. Kb. 20 g human majszovetet 154 mM KCl—ot és 1 mM EDTA-t (etilén-
diamin-tetraecetsavat) tartalmazo, 0,1 M Tris-HCI1 (pH=7,4) pufferben homogenizaltunk, majd
a homogenizatumot 4°C-on 30 percig 10.000xg-vel centrifugaltuk. A kapott felilluszobol (S9
frakcid) ultracentrifugalassal (4°C, 60 perc, 105.000xg) iilepithetd ki a mikroszoma frakciod
[van der Hoeven és Coon 1974]. Centrifugalast kovetéen a mikroszoma frakcido ismételt
mosasa, majd ultracentrifugalas (4°C, 60 perc, 105.000xg) kovetkezett. Végil a kiiilepitett
mikroszomat pufferben (0,1 M Tris-HCI, 154 mM KCI, 1 mM EDTA) szuszpendaltuk és
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7. tablazat. Magyarorszagi szervdonorok demografiai adatai és anamnézise

Demografiai adatok

Donorok szama

Kor (év)
Nem
Halal oka
Koponyatiri
vérzés/ hematoma
Stroke
Tumor
Baleset
Nem ismert
Anamnézis

median (min; max)

férfi/né

Subarachnoidalis vérzés
Subduralis vérzés
Epiduralis hematoma
Intraventrikularis vérzés
Agyi aneurizma ruptura

Nem ismert

Ischémias stroke

Vérzéses stroke

Autd/motor/kerékpar
baleset

Roham okozta fejsériilés
Ongyilkossag
Fulladas

Ismeretlen eredeti
fejsériilés

Rendszeres alkohol-
fogyasztas
CYP2C19/CYP2D6

szubsztrat/inhibitor terdpia”

Potencialis majkarosito
gyogyszer terapiaja”

Kronikus megbetegedés™

Mefenitoin  Dextrometorfin
4’-hidroxilaz O-demetilaz

114

128

45 (13;74)  45(13;74)

60/52*

11
28

7

67/61

A O
N DN

P OO N O~ O O

w =
o o

12

12

13

11

0

#két majszovet donor nemével kapcsolatban nem volt informécionk; “CYP2C19 szubsztrat: ranitidin; CYP2C19

inhibitor:

karbamazepin;

CYP2D6

szubsztrat: haloperidol; CYP2D6 szubsztrat/inhibitor:

“amoxicillin/klavulansav; ““epilepszia, rheumatoid arthritis, gasztrointesztinalis perforacio
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felhasznalasig -80°C-on taroltuk. A méj mikroszéma frakcio6 teljes fehérje tartalmat a Lowry és

mtsai [Lowry et al. 1951] altal leirt modszerrel hataroztuk meg.

4.2.3 Specifikus CYP enzimaktivitds meghatdrozasa

A CYP enzimaktivitasokat a CYP2C19-specifikus mefenitoin 4’-hidroxilaz [Srivastava et al.
1991], illetve a CYP2D6-specifikus dextrometorfan O-demetilaz [Kronbach et al. 1987]
reakciok segitségével hataroztuk meg (7. és 8. abra). Az inkubécios elegy tartalmazta a
NADPH-regeneral6 rendszert (1 mM NADPH, 5 mM MgClz, 10 mM gliikoz-6-foszfat, 2
egység/ml gliikoz-6-foszfat dehidrogendz), a human méj mikroszoémat és az adott atalakitando
szubsztratot (8. tablazat). A megfeleld reakciokoriillményeket 0,1 M Tris-HCI (pH=7,4) puffer

biztositotta. Az inkubalas 37 °C-on, molekuldris oxigén jelenlétében tortént.

O O
Nﬁ% NW&
CYP2C19
N E—— N
7\ /RN
O (@]
o HO L o
Mefenitoin 4’-hidroxi-mefenitoin

7. abra. A CYP2C19 4altal katalizalt mefenitoin 4’-hidroxilaz reakcio

/ /
N N

H H
CYP2D6

H,CO HO

Dextrometorfan Dextrorfan

8. dbra. A CYP2D6 altal katalizalt dextrometorfan O-demetilaz reakcid

8. tablazat. A specifikus CYP enzimaktivitas mérések reakciokoriilményei

CYP Szelektiv Szubsztrat- Mikroszoma Inkubalasi
enzim szubsztrat koncentracio  (fehérje-tartalom) ido
CYP2C19 (S)-mefenitoin 1 mM 1,0 mg/ml 20 perc
CYP2D6  dextrometorfan 2mM 1,6 mg/ml 20 perc
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A reakciot jéghideg metanol hozzaadasaval allitottuk le, majd centrifugalas (10 perc, 4 °C,
10.000xg) utan a feliiluszot analizaltuk. A képz6dott 4°-hidroxi-mefenitoin mennyiségét LC-
MS/MS  modszerrel, egy Perkin Elmer Series 200 micro LC (Waltham, MA)
folyadékkromatograthoz kapcsolt AB Sciex 3200 QTRAP (Framingham, MA)
tomegspektrométerrel hataroztuk meg, mig a dextrorfan mennyiségi meghatarozasahoz egy
LaChrom ELITE (Merck) HPLC-UV kromatografias rendszert hasznaltunk (9. tablazat). A
specifikus CYP enzimaktivitas értékeket kalibracios sorok segitségével molarisan, fehérje-
tartalomra (mg) €s inkubacios idore (perc) vonatkoztatva adtuk meg. A tomegspektrometrias

méréseket Dr. Szabo Pal (MTA Természettudomanyi Kutatokdzpont, Budapest) végezte.

9. tablazat. Alkalmazott analitikai modszerek

Katalizalt Allofazis Eluens dsszetétele  DoteKalasi —yq 59 MRMatmenetek
reakcio hullaimhossz (m/z)
mefenitoin:
CYP2C19: Purospher STAR  acetonitril:10 mM pozitiv ESI 219/134 (23 e.V).
mefenitoin 4-  RP-18 endcapped  ammonium-acetat - MS-MS 4’-OH mefenitoin:
hidroxilacié 55x2mm (3um)  (gradiens) (MRM) 235/150 (25 eV)
fenacetin (1S):
180/110 (25 eV)
CYP2D6: Lichrospher 100 acetonitril:150 mM
dextrometorfan RP-18 125x4mm  natrium perklorat 200 nm - -
O-demetilezés (Spm) (pH=2,0)=3:7 (v/v)

ESI: elektrospray ionizacio; IS: belsé standard; MRM: multiple reaction monitoring

4.2.4 Genomialis DNS izolalas

A human majszovetbdl a genomialis DNS kivonasat Quick-DNA Universal Kit-tel (Zymo
Research, Irvine, CA) végeztiik. Az izolalas soran a gyarto altal megadott, szovetre vonatkozo
protokollt alkalmaztuk. Az izoladlt DNS mennyiségét és tisztasagdt NanoDrop 1000
spektrofotométerrel (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) ellendriztiik, és felhasznalasig -
20 °C-on taroltuk.

4.2.5 RNSizolalas

A donorok majszévetét (~10 mg) homogenizaltuk, majd 1 ml TRI reagensben (MRC,
Cincinnati, OH) lizaltuk. Az RNS izolalast a gyarto altal megadottak szerint végeztiik. Az RNS-
t 0,01% DEPC-el (dietil-pirokarbonat) kezelt vizben oldottuk. Az RNS koncentracidjanak
meghatarozasat és tisztasaganak ellendrzését szintén NanoDrop 1000 spektrofotométerrel

végeztiik el.
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4.2.6 Reverz transzkripcio

Az izolalt total RNS reverz transzkripciojat a Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit-tel
(Thermo Fisher Scientific) végeztiik, a gyartd altal megadott utasitasok szerint. Az atiras
templatjaul 5 pg RNS szolgalt. A reverz transzkripcid a kovetkezd homérsékleti protokoll

mellett zajlott: 10 perc 25 °C-on, 30 perc 50 °C-on végiil 5 perc 85 °C-on.

4.2.7 Polimerdz lancreakcio (PCR)

A PCR méréseinket az amplifikdlni kivant DNS szakaszt kozrefogd primer parral és TagMan
probakkal végeztik. A reakciokhoz alkalmazott, kereskedelmi forgalomban elérhetd
,,MasterMix” tartalmazta a dNTP-ket (dezoxiribonukleozid-trifoszfat), a Taq DNS polimerazt,
valamint az optimalis koriilményeket biztositd puffert. A TagMan proba egy mindkét végén
fluoreszcensen jeldlt oligonukleotid, amely a fluoreszcens rezonancia-energiaatadds (FRET)
jelensége révén képes biztositani a detektalhatosagot. A TagMan proba 5° végére szintetizalt
riporter fluorofor energidjat a proba 3’ végén talalhaté quencher (kioltdo) molekula a kis
tavolsadgnak koszonhetden elnyeli. A lanchosszabbitds soran azonban a DNS polimeraz 5°- 3°
iranyu exonukleaz aktivitasa nukleotidokra bontja a probat, a riporter és a quencher molekuldk
kozotti tavolsag megnd, ezzel megsziinik a quencher kioltd szerepe, igy a gerjesztett riporter
molekula altal emittalt fény detektalhatova valik. A detektalt fluoreszcens jel intenzitasa
aranyos a specifikus célszekvencia aktudlis mennyiségével. Az SNP (single nucleotide
polymorphism — egy bazist érint6 polimorfizmusok) kimutatashoz és a mRNS szint mérésekhez
hasznalt primereket és probakat az NCBI (National Center for Biotechnology Information)
adatbazis és a Primer Designing Tool (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/)
szoftver segitségével terveztiikk, tovabba az IDT (Integrated DNA Technologies)
OligoAnalyzerTool (https://www.idtdna.com/calc/analyzer) segitségével analizaltuk. A
felhasznalt oligonukleotidokat a BioSearch Technologies (Novato, CA) szintetizalta. A
reakciokat CFX96 Real-Time PCR (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) késziilékeken
futtattuk.

4.2.8 CYP allélvariansokra jellemz& SNP-k kimutatdsa

A kaukazusi populacioban leggyakrabban el6forduld allélvariansokra jellemzé SNP-k
kimutatasat RT-PCR (real-time PCR) technikaval végeztiik. Az SNP kimutatisahoz egy
reakcioelegyben két kiillonbozé hulldmhosszon emittald fluoreszcens festékkel jelolt TagMan

probat alkalmazunk, melyek kizardlag a vizsgalandd bdazisban kiilonboznek egymastol

crer
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relativ intenzitasa alapjan elkiilonithetok a homozigota vad, homozigota mutans €s heterozigota
genotipustt mintdk (alléldiszkriminacid). A fenti technikat alkalmaztuk mind az egy bazis
cserével (CYP2C19*2, CYP2C19*3, CYP2C19*4, CYP2C19*17, CYP2D6*4, CYP2D6*10,
CYP2D6*41, CYP3A5*3), mind az egy bazis kieséssel (CYP2D6*3, CYP2D6*6) jaro
polimorfizmusok, valamint a CYP2D6 szabalyzo szakaszan talalhato -1584C>G SNP
kimutatdsara. A felhaszndlt primerek ¢és probak szekvencidit, az alkalmazott
végkoncentraciokat és az annealing hdmérsékletét a Fiiggelék 23. tablazata tartalmazza. A
reakciokhoz Luminaris Probe gPCR Master Mix-et (Thermo Fisher Scientific) hasznaltunk, a
gyartd altal megadott hémérséklet-protokoll szerint (Fiiggelék 24. tablazat). A termékek
méretét agardz gélelektroforézissel, specifikussdgat szekvenalassal (Macrogen Europe,

Amsterdam, Hollandia) ellendriztiik.

4.2.9 CYP2DG6 allél-specifikus kdpiaszamanak meghatarozasa

A CYP2D6 allélvariansai kozott talalhatok a gén kopiaszamat érinté polimorfizmusok (CNV-K)
is, mint a teljes gén delécid, duplikacid, multiplikacid, €s ezek értelemszertien befolyasoljak a
génexpressziot, ezaltal a CYP2D6 enzimaktivitast (Id. 2.4.2 fejezet). A CYP2D6 gén
kopiaszamat kvantitativ  PCR (qPCR) technika és CFX96 Real-Time PCR (Bio-Rad
Laboratories) késziilék segitségével hataroztuk meg. A mérésekhez a CYP2D6 génre
kifejlesztett TagMan Copy Number Assay-t (Assay ID: Hs00010001_cn; Thermo Fisher
Scientific) alkalmaztuk. A human genomban mindig két kopiaban megtalalhatdé RNdz P-t
hasznaltuk referenciaként, melynek meghatarozasahoz a TagMan Copy Number Reference
Assay (Thermo Fisher Scientific) allt rendelkezésiinkre. A qPCR adatainak értékelésében a
CFX Manager 3.0 szoftver AACq modszere (attorési pontok kiilonbségén alapuld normalizécio)
volt segitséglinkre.

A kereskedelmi forgalomban kaphaté TagMan Copy Number Assay a CYP2D6 0ssz-
kopiaszdmat hatdrozza meg, €s mivel a duplikdcid vagy multiplikacidé a polimorf
allélvaridansokat 1is érintheti, ezért heterozigbta mintdk esetén nem 4llapithatd meg
egyértelmiien, hogy melyik allél van jelen tobb koépidban. Ennek a problémanak a
kikiliszobolése érdekében fejlesztettiink egy, a CYP2D6 leggyakrabban el6éfordulo,
miikodésképtelen gént eredményezé CYP2D6*4 allélvariansara allél-specifikus kopiaszam-
mérésre alkalmas modszert, mely a SNP genotipizald €s a qPCR technikak 6tvozésén alapszik.
A reakcidhoz alkalmazott oligonukleotidok szekvenciait a 10. tdblazat tartalmazza. A
genotipizalashoz hasznalt, a CYP2D6*1 illetve CYP2D6*4 allélokra specifikus TagMan probak

mellett az RNdz P referencia génnel (Thermo Fisher Scientific) egyidejlileg futtatott minta
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CYP2D6*1 és CY2D6*4 kopiaszamai kiilon-kiilon meghatarozasra keriilnek (multiplex mérés).
A méréshez Luminaris Probe qPCR Master Mixet (Thermo Fisher Scientific) hasznaltunk. Az
alkalmazott primerek és probak szekvenciait a 10. tablazat tartalmazza. A PCR ciklusai soran
a primer kotédésének és a lanchosszabbitas 55 °C-on ment végbe. A mérés megbizhatosagat
0,625-5,0 ng/ul templat DNS tartomanyban, kalibracids egyenes illesztéssel ellendriztik. A
kalibracios egyenesek alapjan a CYP2D6*1 és a CYP2D6*4 allélra beallitott reakciok
hatékonysaga rendre 98% (R?=0,99) és 97%-nak (R?>0,99) bizonyult.

10. tablazat. Allél-specifikus kdpiaszam-meghatirozashoz alkalmazott primer és proba szekvencidk

Primerek Probak

Forward CTTCGCCAACCACTCC  CYP2D6*1 CalRed610-CCCCAGGACGCCC-BHQ2
Reverse =~ GATCACGTTGCTCACG @ CYP2D6*4 FAM-CCCCAAGACGCCC-BHQ1

4.2.10 CYP2C19 mRNS szint mérése

A majszovetek CYP2C19 mRNS szintjének mérése qPCR technikéval tortént és relativ
mennyiségi meghatarozason alapult. Referencianak a glicerinaldehid 3-foszfat dehidrogenaz
(GAPDH-t) mRNS szintjét tekintettik. A GAPDH, mint ,haztartasi” gén konstitutiv
expresszidja kiils6 hatdsokra nem valtozik. A CYP2C19 mRNS mennyiségeket a mintdban mért
GAPDH ¢s a CYP2C19 attorési Cq értékei alapjan szdmitottuk. A két Cq érték kiilonbségét
felhasznalva megkaphat6 a CYP2C19 mRNS relativ mennyisége a kovetkezd Osszefliggés

szerint:

cyp -

GAPDH 274¢4, ahol ACq = Cqcyp — Cqgappn
A primer és proba oligonukleotid szekvencidk (Biosearch Technologies) a Fiiggelek 25.
tablazatban talalhatoak. A qPCR reakciohoz 2x Kapa Probe Fast gPCR Master Mix-et (Kapa
Biosystems, Wilmington, MA) hasznaltunk, a hémérsékletprotokoll a gyart6 ajanlasa szerint

zajlott (Fliggelék 24. tablazat).

4.3 Klinikai vizsgalatok

4.3.1 Human vérmintak
A vizsgalatokba bevont pszichiatriai betegek vérmintait a Semmelweis Egyetem Pszichiatriai
¢és Pszichoterapias Klinikajatol kaptuk. A betegek tajékoztatasa irasban tortént, az esetleges

kérdésekre a kezeldorvosoktol kaptak valaszt. A vizsgalatban valo részvételhez irasban jarultak
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hozza. Az MTA Természettudomanyi Kutatokdozpont Metabolikus Gyogyszer-kdlcsonhatasok
Kutatécsoportja rendelkezik a Tudomanyos €s Kutatasetikai Bizottsag sziikséges engedélyeivel
pszichiatriai betegek vérmintainak tudomanyos célbol torténd felhasznalasahoz. Kizarolag a
kaukazusi populaciohoz tartozo betegek vettek részt a vizsgalatokban. A CYP vizsgalatokhoz

¢s vérszint meghatarozasokhoz sziikséges vérvétel minden esetben a reggeli gyogyszer-bevételt

megelézden tortént.

11. tablazat. Pszichiatriai betegek demografiai és gyogyszerelési adatai

Klozapin Aripiprazol
Betegek szama 116 93
Nem (férfi/no) 47169 41/52
Diagnozis
Szkizofrénia 100 85
Szkizoaftfektiv zavar 16 0
Bipolaris affektiv betegség 0 8
Kor (év)" 39 (17; 74) 31 (18; 65)
Testtomeg (kg)” 76 (51; 128,5) 80 (47; 145)
Komedikacio
Nincs 8 15
Avripiprazol 28 -
Klozapin - 30
Haloperidol 30 8
Kvetiapin 6 12
Risperidon 14 16
Klonazepam 13 20
Valproat 8 11
Lamotrigin 6 3
Propranolol 39 21
Metoprolol 5 15
Metformin 6 10

"Median (min; max)

Az elsd vizsgélatba 116, legalabb 2 héten keresztiil stabil klozapin vérszinttel rendelkezd
beteget vontunk be. A betegek demografiai adatait és gyogyszerelését a 11. tablazat foglalja
Ossze. A klozapin terapia alacsony dozisokkal indult (12,5-25 mg/nap), majd 12,5-50 mg/nap
dozisemelésekkel folytattak az optimalis gydgyszervalasz eléréséig.

Misodik vizsgalat-sorozatunkba 93 aripiprazollal kezelt pszichiatriai beteget vontunk be,

kizarolag azokat, akiket legalabb 4 hétig stabil aripiprazol dozissal kezeltek, ezenkiviil 14 napig
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a mért vérszintekben nem mutatkozott kiilonbség. A demografiai és gyogyszerelési adatokat a
11. tablazat tartalmazza. A terapia 7,5 mg/nap kezdd doézissal indult, majd fokozatosan az
optimalis gydgyszervalasz eléréséig emelve érte el a terapias 10-30 mg/nap kozotti céldozist.
A terapia hatékonysagat pszichiater szakorvos rendszeres allapotfelméréssel, a PANSS (pozitiv
¢s negativ tiinetek skalaja) és a CGI (klinikai 0sszbenyomads skala) pontszdmok alapjan itélte

meg. A mintavételt megel6zden négy héten keresztiil kdvettiik az aripiprazol dozirozast.

4.3.2 Vérszint mérések

Az antipszichotikum és metabolit vérszintek meghatarozdsahoz a vérvételre a reggeli
gyogyszer-bevételt megel6zden, hozzavetdleg 12 o6raval az utolso dozist kovetden keriilt sor. A
nativ vérmintakat centrifugaltuk (4 °C, 10 perc, 1000xg), majd a feliiluszot, azaz a szérumot
leszivtuk, és felhasznalasig -20 °C-on taroltuk.

A Kklozapin, aripiprazol és metabolitjaik (klozapin N-oxid, N-dezmetil-klozapin, dehidro-
aripiprazol) steady-state koncentracidinak meghatarozasahoz kalibracios sorokat készitettiink
az egyes standard oldatok és kontroll (hatbanyagot nem tartalmaz6) szérum felhasznalasaval.
A koncentracio-tartomanyok a kovetkezok voltak: klozapin, 20-1500 ng/ml; klozapin N-oxid,
50-1000 ng/ml; N-dezmetil-klozapin, 20-1000 ng/ml; aripiprazol, 1-1000 ng/ml; dehidro-
aripiprazol, 1-500 ng/ml. Bels6é standardként karbamazepin szolgalt, melyet acetonitrilben
oldva adtunk hozza a szérum mintdkhoz. A mintdkat LC-MS/MS technikéval analizaltuk. A
méréseket Sirok David (Toxi-Coop Zrt., Budapest) végezte egy Finnigan Surveyor HPLC
(Thermo Fisher Scientific) folyadékkromatograf és egy Finnigan TSQ Quantum Ultra MS
(Thermo Fisher Scientific) tomegspektrométer segitségével. A kromatografias elvalasztashoz
egy Inertsil ODS-4 75x2,1 mm (3um) allofazist (GL Sciences, Tokid, Japan), valamint 0,1%
hangyasav és acetonitril mozgo6fazist alkalmaztunk gradiens elegydsszetétel mellett. A

tomegspektrometrias detektalas paramétereit a 12. tablazat tartalmazza.

12. tablazat. Vérszint meghatarozasokhoz alkalmazott analitikai modszer

Klozanin Klozapin N-dezmetil- Aripiprazol Dehidro-
P N-oxid klozapin Pip aripiprazol
MS méd pozitiv ESI, MS-MS (MRM)
MRM 327/270 343/192 313/192 448/176 4461216
at“(‘;'/‘;)tek 327/192 343/256 313/270 4481285 446/285

ESI: elektrospray ionizacié; MRM: multiple reaction monitoring; MS: témegspektrométer
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4.3.3 Fehérvérsejtizolalas

A CYP genotipus ¢és a CYP expresszios vizsgalatainkhoz a pszichiatriai betegek
alvadasgatloval (EDTA) kezelt vérmintajat hasznaltuk fel. 500 ul alvadasgatolt vérhez 1 ml
vorosvértest lizis puffert (155 mM NH4Cl; 10 mM KHCOs; 0,1 mM EDTA; pH=7,2-7,5)
adtunk, majd 10 perces, lassti keverést kovetéen centrifugaltuk (5 perc, 1.000xg). A
centrifugalassal kitilepitett fehérvérsejteket tjabb 1 ml lizis pufferrel mostuk, majd ismét
centrifugaltuk (5 perc, 1.000xg). A feliiltiszo eltavolitasa utan a vordsvértestektdl megtisztitott
fehérvérsejtek kb. egytizedét PBS (foszfat tartalmt soéoldat) pufferben szuszpendaltuk, a
fennmarad¢ részt TRI reagensben (MRC, Cincinneti, USA) lizaltuk, és felhasznalasig -80 °C-

on taroltuk.

4.3.4 A gybgyszer-metabolizald képesség becslése

A pszichiatriai betegek aktualis CYP2C19, CYP2D6 és CYP3A metabolikus kapacitdsat a
Temesvari és mtsai. altal kidolgozott CYPtest diagnosztikai rendszer alapjan mértiik
[Temesvari et al. 2012]. A mddszer egyrészt magaban foglalja a CYP2C19, CYP2D6, CYP3A4
¢s a CYP3A5 gének polimorfizmusainak kimutatasat, masrészt a fehérvérsejtekben mérhetd
CYP2C19 és CYP3A4 mRNS szintek meghatarozasaval becsiilhetdvé valik ezeknek méjban
jellemz6 expresszidja és aktualis enzimaktivitasa [Temesvari et al. 2012]. Ugyanis a CYP2C19
és a CYP3A4 enzimek majban mérhetd aktivitdsa a funkcidveszté mutaciot nem hordozéd
egyéneknél szoros korrelaciot mutat mind a majban, mind a leukocitdkban mérhetd relativ CYP
mRNS szintekkel. Igy a fehérvérsejtek CYP mRNS szintjei alapjan az egyének alacsony,
atlagos ¢és magas expresszalo kategoridkba sorolhatok. A leukocitdkban mérhetd relativ CYP
mRNS szintek *cut-off” értékeit, melyek az egyes kategoriak kozotti hatarértéket képezik, a 13.

tablazat tartalmazza.

13. tablazat. CYP expresszio kategorizalasa relativ
MRNS szint alapjan [Temesvari et al. 2012]

Cut-off érték

PE-IE IE-EE
CYP2C19 10° 10°
CYP3A4 10°® 10*

PE: alacsony expresszald; IE: atlagos expresszald; EE:
magas expresszalo

A betegek vérmintaibdl torténd genomialis DNS izolalasahoz 100 pl PBS-ben szuszpendalt
fehérvérsejtet hasznaltunk fel. Az izolalashoz a Quick-DNA Universal Kit (Zymo Research)

gyarto altal sejtszuszpenziora ajanlott protokolljat kovettiik, amely csak a proteinaz K enzimmel
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torténd emésztés idétartamaban tér el a szovetekre ajanlott protokolltol (4.2.4 fejezet), azaz mig
szovetek esetén 1-3 Ords emésztés javasolt, sejtszuszpenziok esetében minddssze 10 perces
inkubalés elegendd. Az RNS izolalas a TRI reagensben felvett fehérvérsejtekbdl a korabban
ismertetett modszer szerint (ld. 4.2.5 fejezet), a reverz transzkripcio a 4.2.6 fejezetekben leirtak
szerint tortént. A pszichiatriai betegek mintainak CYP genotipizalasa és a CYP mRNS szintek
meghatarozasa a szervdonorok vizsgalatanal ismertetett modon tortént (1d. 4.2.8,4.2.9 és 4.2.10
fejezet).

A Klozapinnal kezelt betegeknél a CYP1A2, CYP2C19, CYP2D6, CYP3A enzimek szerepét
vizsgaltuk, azonban jelen munkaban csak a CYP2C19 genetikai polimorfizmusénak hatasaira
fokuszaltunk. Ennek megfeleléen ebben a betegcsoportban a CYP2C19 genotipus
(CYP2C19%*2, CYP2C19*3, CYP2C19*4 és CYP2C19*17) és a CYP2C19 mRNS expresszio
mérését végeztiik el. Az aripiprazol metabolizmusiaban a CYP2D6 és a CYP3A enzimek
szerepét igyekeztiink tisztazni, igy a vizsgadlatunk a CYP2D6 (CYP2D6*3, CYP2D6%*4,
CYP2D6*5, CYP2D6*6 CYP2D6*10, CYP2D6*41 ¢és génduplikacio/multiplikacid), a
CYP3A4 (CYP3A4*1B ¢és CYP3A4*22) ¢és a CYP3AS5 (CYP3A5*3) gének polimorf

allélvariansainak kimutatasara, illetve a CYP3A4 mRNS szint meghatarozéasara terjedt ki.

4.4 Az aripiprazol metabolizmus gatlasvizsgalata

Az aripiprazol metabolizmusat in vitro huméan maj mikroszoma frakcioval, potencialis
gatloszerek jelenlétében vizsgaltuk. A kisérletekhez harom humén szervdonor méjszévetébdl
izolalt mikroszoma frakciot hasznaltunk (1d. 4.2.2 fejezet). Az inkubacids elegy tartalmazta a
NADPH-regeneral6 rendszert (1 mM NADPH, 5 mM MgClz, 10 mM gliikoz-6-foszfat,
2 egység/ml gliikkdz-6-foszfat dehidrogenaz), a human maj mikroszomat (1 mg fehérje/ml) és
az aripiprazolt. 60 perces inkubalast kovetden a reakciot jéghideg, karbamazepin belsé standard
tartalmu acetonitril hozzaadasdval allitottuk le. A képzdédott metabolitok mennyiségét
LC-MS/MS technikaval analizaltuk. Az aripiprazol és a dehidro-aripiprazol analitika
koriilményeir megegyeztek a 4.3.2 fejezetben leirtakkal. Ezt tovabbi két metabolit MRM
atmenetének kovetésével egészitettiik ki, melyek az N-dealkil-aripiprazol esetében m/z 231/188
€s 231/152, a hidroxi-aripiprazol esetében m/z 464/285 és 464/234 voltak. Vizsgalataink targyat
az antipszichotikum terdpia mellett gyakran alkalmazott, a CYP2D6-ot gatlé hatéanyagok
aripiprazol metabolizmusara kifejtett hatasa képezte, ezért az aripiprazol metabolitjainak
képzbdését risperidon, 9-hidroxi-risperidon, metoprolol és propranolol jelenlétében is mértiik.

A potencialis gatloszerek K értékeinek meghatarozasahoz kiilonb6zd aripiprazol (10, 25 és 50
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uM) és gatloszer (0, 1, 5, 10, 25 és 50 uM) koncentraciok kombinaciojat alkalmaztuk. Dixon
abrazolas (a reakciosebesség reciproka abrazolva az inhibitor koncentracio fiiggvényében)
segitségével, a harom egyenes metszéspontja alapjan allapitottuk meg a gatlas tipusat és
hataroztuk meg a latszolagos Ki allandot, melyet atlag + SD (standard deviance) értékként

adtunk meg.

4.5 Statisztikai értékelés

A specifikus CYP enzimaktivitisokat minden egyes Szervdonor majszovetébdl izolalt
mikroszomaban meghataroztuk, és az értékek gyakorisagi eloszlasat Kolmogorov-Szmirnov-
probaval (OriginPro 2018, OriginLab Co., Northampton, MA) vizsgaltuk, mely a CYP2C19 és
a CYP2D6 esetében is aszimmetrikus eloszlast mutatott. A mért aktivitdsok alapjan négy
fenotipus kategoriat kiilonitettink el 95%-o0os megbizhatdsagi intervallum mellett: a
legalacsonyabb aktivitast mutatdé 10-15% a gyenge (poor metabolizers - PM), a legmagasabb
10-15%-kal rendelkez6k az ultra-gyors metabolizalok (ultra-rapid metabolizers — UM)
csoportjat alkottak, mig a kozéps6 halmazba tartozo intermedier (intermediate metabolizers —
IM) ¢és extenziv metabolizalok (extensive metabolizers - EM) kozotti “cut-off” értéket az
aktivitasok median értéke jelentette.

A szervdonorok genotipusa alapjan szintén négy kategéridba soroltuk a mintdkat: két
miikodésképtelen (CYP2C19*2, *3, *4, illetve CYP2D6*3, *4, *5, *6) vagy egy
miukodésképtelen és egy csokkent aktivitassal jaro allélvarianst (CYP2D6*10, *41) hordozokat
gyenge, két miikodoképes, vad allélt hordozokat extenziv metabolizalo kategéridba soroltuk,
mig egy vad allél mellett mikodésképtelen vagy csokkent aktivitdsu allélvarianssal
rendelkezdket intermedier metabolizaloknak tekintettiik. A genotipus alapjan CYP2D6 ultra-
gyors metabolizald kategoriat képviselték a kettdnél tobb vad allélt hordozok
(génduplikacio/multiplikacié jelenléte). A CYP2C19*1/*17 ¢és a CYP2C19*17/*17
diplotipusokat CYP2C19 ultra-gyors metabolizalo kategoridba soroltuk. Mivel a CYP2C19*17
allélvarians mellett CYP2C19 miikddésképtelen allélt hordozok besorolédsa ellentmondasos, igy
ez esetben elfogadhatonak tekintettilk intermedier és extenziv metabolizalokként valo
besorolasukat is. A kiilonb6z6é CYP2C19 diplotipussal rendelkez6 csoportok enzimaktivitas €s
mRNS expresszids eredményeinek dsszehasonlitasahoz Mann-Whitney-tesztet alkalmaztunk.
A dozis/testtomeggel normalizalt aripiprazol ¢és klozapin koncentraciokat és a
metabolit/anyavegyiilet aranyokat medidn (min; max) és atlag + SD értékekben fejeztiik ki. Az

aripiprazollal kezelt pszichiatriai betegek mintainak elemzése soran a CYP3A4 expresszio, a
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CYP2D6 ¢s a CYP3AS5 genotipus mint valtozok aripiprazol vérszintre gyakorolt hatdsat
fokomponens-analizissel és részleges legkisebb négyzetek (PLS — partial least-squares
regression) modszerével vizsgaltuk (SIMCA, MKS Umetrics AB, Umea, Svédorszag), a
modellezést Ales Belic (University of Ljubljana, Ljubljana, Szlovénia) munkédja segitette. A
fokomponenseket az eredeti valtozok linearis kombinacioi adtak, és aszerint lettek rendezve,
hogy az eredeti adathalmazban megmutatkozé kiilonbségekhez milyen mértékben jarultak
hozz4. A modszer a fokomponens-analizissel kikiiszoboli a valtozok kozotti korrelaciokat,
majd iterativ eljarassal kiszamitja az optimalis linearis modellt. A modell egyiitthatdinak
vizsgalataval megkapjuk azokat az eredeti valtozokat, melyek szignifikans informacioval
birnak a fliggd valtozo predikcidjaban. A mért pontokra illesztett predikcios egyenes a modell
pontossagat mutatja, azaz a pontok egyeneshez viszonyitott elhelyezkedésébol
kovetkeztethetiink arra, hogy az adatok variabilitasat milyen mértékben tiikkrozi a modell. Az
aripiprazol vérszintek €s a dehidro-aripiprazol/aripiprazol arany CYP2D6 diplotipus csoportok
kozotti kiilonbségeinek vizsgalata Kruskal-Wallis variancia-analizissel és Dunn-teszttel tortént.
A CYP2D6 gatloszerek vérszintre gyakorolt hatdsanak vizsgalatdhoz a magas aripiprazol
vérszintek (>300 ng/ml) gyakorisagat Fisher-féle egzakt teszt segitségével vetettiik Gssze a
CYP2D6 vad allélt hordozo betegeknél, ahol P<0,05 értéket tekintettiink statisztikailag
szignifikansnak. A normalizalt klozapin vérszintek CYP2C19 diplotipus csoportok kozotti
kiilonbségeinek értékeléséhez szintén Kruskall-Wallis variancia-analizist és az ezt kovetd
Dunn-tesztet alkalmaztuk. A statisztikai probdkat GRAPHPAD INSTAT (v3.05; GraphPad
Software, San Diego, CA, USA) szoftver segitségével végeztiik el.
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5 EREDMENYEK

5.1 CYP2D6 all¢l-specifikus kopiaszam mérése

A CYP2D6 genetikai polimorfizmusai kozott gyakran eléfordul a gén kopiaszamanak
megvaltozasa, mint a teljes géndelécio, és a duplikacié/multiplikacid, melyek meghatarozoak
az adott egyén fenotipusara nézve. Kutatdcsoportunkban kordbban a CYP2D6 kopiaszamanak
mérésére egy kereskedelmi forgalomban kaphaté CYP2D6 CNV assay-t hasznaltunk (TagMan
Copy Number Assay, Thermo Fisher Scientific), ami azonban kizardlag az 6ssz-kopiaszamot
képes mérni, igy miikddésképtelen allélvarianst hordozé heterozigota, CYP2D6 duplikéciot
hordoz6 egyének genotipusat nem képes egyértelmiien meghatdrozni, nem képes elkiiloniteni
a vad tipusu allél, illetve a funkcid-veszté mutacidt hordozo allél kopiaszam eltéréseket. Ezért
allél-specifikus modszert dolgoztunk ki kopiaszam meghatarozasahoz, amely az SNP
genotipizaldo és a qPCR modszereket 0tvozé technikdval a leggyakrabban eléforduld
miitkodésképtelen allélvarianst, a CYP2D6*4 kopiaszamat specifikusan megkiilonbozteti a vad-
tipusi CYP2D6*1 kopiaszamatol, ezaltal a genotipus-alapt fenotipus becslés pontosithatd. A
9. abran CYP2D6*1/*4 diplotipussal rendelkezd, génduplikaciot hordozo és kontroll mintak
CYP2D6 kopiaszam-mérés eredménye keriilt bemutatasra, dsszehasonlitva a kereskedelmi
forgalomban megvasarolhatdo CNV assay-vel kapott eredményekkel. A mddszer helyességét
"droplet’ digitalis PCR (droplet digital PCR System, Bio-Rad) segitségével igazoltuk.

c =® TagMan CNV Assay (Thermo Fisher Scientific) = CYP2D6*1 m CYP2D6*4

5 Kontroll

HH174 HH184 HHO078 HH126 HH180

1

Koplaszam

9. abra. A CYP2D6*1 és CYP2D6*4 allélspecifikus kopiaszam-meghatarozasa 0sszevetve
a kereskedelmi forgalomban kaphatdo CNV assay eredményével
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5.2 CYP invitro enzimaktivitas €és a genotipus kapcsolata

Munkank sordn a két legnagyobb genetikai polimorfizmussal rendelkezd CYP enzim, a
CYP2C19 ¢és a CYP2D6 genotipus-fenotipus kapcsolatat vizsgaltuk. Jelenlegi ismereteink
szerint a CYP2D6 expresszioja kiils6 hatdsokra nem valtozik meg, igy az aktivitasaban
mutatkozo egyéni eltérések elsddlegesen a genetikai polimorfizmusara vezethetdk vissza. Ezzel
szemben a CYP2C19 expressziojat a genetikai polimorfizmus mellett a szabdlyozé régidban
megtalalhatd nuklearis receptor kotd szakaszoknak koszonhetden kiils6 hatasok jelentdsen
befolyasolhatjak. A két gén genotipus-fenotipus kapcsolatainak Osszehasonlitasdval képet
kaphatunk arrol, hogy az eltéré regulacid, ezaltal a nem-genetikai tényezok hatdsa milyen

mértékben csokkenthetik a genotipus-alapt fenotipus becslés alkalmazhatosagat.

5.2.1 CYP2C19 és CYP2D6 enzimaktivitas egyéni eltérései

A CYP2C19 specifikus aktivitast a mefenitoin 4’-hidroxilaz reakcié sebességével jellemeztiik
114 szervdonorbol szarmazd humdn maj mikroszoma frakcié felhaszndlasaval. A mefenitoin
CYP2C19 katalizalta atalakulasaval képz6dé 4°-hidroxi-mefenitoin mennyiségét a mikroszoma
fehérjetartalmara ¢és idéegységre vonatkoztatva adtuk meg. Az aktivitdsokat jelentds egyéni
eltérések ¢€s aszimmetrikus eloszlas jellemezte (10. abra). Mig két donor esetén metabolit-
képz6dés nem volt kimutathatd, addig néhany esetben a medidn értéknél (23 pmol*mg™**perc?)
lényegesen magasabb (>200 pmol*mg**perct) CYP2C19 aktivitast tapasztaltunk. A donorok
anamnézisében a majfunkciot befolyasold tényezOkre tekintettel 7 egyénnél tiintettek fel
kronikus alkoholfogyasztast €s 9 esetben amoxicillin/klavulansav terapiat. Egy donor
CYP2C19 szubsztrat €s inhibitor (ranitidin és karbamazepin) hatéanyagok kezelése alatt allt.
Kiilonboz6 kronikus gyulladasi folyamatokkal jaro korkép, mint pl. rheumatoid arthritis vagy
gasztrointesztinalis perforacio, illetve - szintén gyulladasi faktorok felszabadulasaval
jar6 - epilepszids roham miatt bekdvetkezd haldleset Osszesen 7 esetben szerepelt az

anamnézisben.
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10. abra. Human majszovet mintak (N=114) CYP2C19-szelektiv mefenitoin 4’-hidroxilaz
aktivitasanak gyakorisagi eloszlasa. PM: gyenge metabolizalo; IM: intermedier
metabolizald; EM: extenziv metabolizalo; UM: ultra-gyors metabolizald

A CYP2D6 specifikus aktivitds meghatarozasahoz dextrometorfant alkalmaztunk
probaszubsztratként 128 szervdonor majszovetét felhaszndlva. A reakcid sordn a
dextrometorfan O-demetilezésével képz6dd dextrorfan fehérjetartalommal és id6egységgel
normalizalt mennyiségével jellemeztik a CYP2D6 enzimaktivitast, melynek gyakorisagi
eloszlasa szintén aszimmetrikusnak bizonyult (11. abra). Az aktivitas értékek rendkiviil széles
tartomanyban valtoztak a vizsgalt populacidban, akar harom nagysagrendes -eltérést
produkalva. Aspecifikus majkarosito tényezok kozott 11 esetben kronikus alkoholfogyasztas,
kettd esetben amoxicillin/klavulansav terapia szerepelt az anamnézisben, mig négy egyénnél

CYP2D6 inhibitor/szubsztrat terapia allt fenn (1d. 7. tdblazat).
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11. dbra. Human majszoévet mintak (N=128) CYP2D6-szelektiv dextrometorfan O-
demetilaz aktivitasanak gyakorisagi eloszlasa. PM: gyenge metabolizalo; IM: intermedier
metabolizalo; EM: extenziv metabolizalo; UM: ultra-gyors metabolizald

14. tablazat. A majszovet donorok CYPC19 és CYP2D6 enzimaktivitas értékei

Specifikus enzimaktivitas (pmol*mg'*perc?)
Cut-off értek

CYP enzim N  Median (min; max) PM-IM  IM-EM EM-UM
CYP2C19: ,

mefenitoin 4'-hidroxilaz 114 25U, £ & &
CYP2D6:

dextrometorfan O-demetilaz 128 290 (0; 1461) 95-100 290 720

PM: gyenge metabolizalo; IM: intermedier metabolizalo; EM: extenziv metabolizalo; UM: ultra-gyors
metabolizalo

A fenotipus kategoriak kozotti *cut-off” értékeket a 14. tablazat tartalmazza. A demografiai
paraméterek, mint a donorok kora vagy neme, nem befolyésolta a CYP aktivitasokat. A halalt
leggyakrabban agyvérzés vagy baleset okozta, ritkdbban stroke vagy tumor bizonyult
végzetesnek. Az egyének elhaldlozasanak koriilményei semmilyen 0sszefliggést nem mutattak

a CYP enzimaktivitasokkal.
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5.2.2 CYP2C19 és CYP2D6 allélgyakorisagok a majszovet donoroknal

Irodalmi adatok alapjan a kaukazusi populacioban leggyakrabban el6fordulo, és az
enzimfunkcidt befolyasolo allélvariansokat vizsgaltuk. Ennek fényében a CYP2C19 genotipus
megallapitasahoz a CYP2C19*2 (19154G>A), CYP2C19*3 (17948G>A), CYP2C19*4 (1A>G)
¢s a CYP2C19*17 (-806C>T) allélokra jellemzé SNP-k kimutatasat végeztik el 114
magyarorszagi szervdonor majszdvetét felhasznalva. Amennyiben polimorf allélvaridns nem
volt jelen, a genotipust homozigdta vadnak (CYP2C19*1/*1) tekintettik. A Kkapott
allélgyakorisagokat dsszevetettiik a kaukazusi populdciora vonatkozé irodalmi adatokkal (15.
tablazat). A leggyakrabban el6forduld, funkcidvesztéssel jard polimorf allélvariansnak a
CYP2C19*2 bizonyult, mig a CYP2C19*3 ¢és CYP2C19*4 variansokat egyik donor sem
hordozta. A CYP2C19*2, *3 és *4 allél gyakorisaga nem tért el szamottevéen a
szakirodalomban fellelhet6, a kaukazusi populaciora vonatkozd gyakorisagi adatoktol,
ugyanakkor a CYP2C19*17 gyakorisaga a vizsgalt populacioban a kaukazusinal némileg
magasabbnak adddott, azonban ez az adott, viszonylag alacsony mintaszdm mellett nem
feltétleniil jelentett szignifikans kiilonbséget. A CYP2C19*2/*2 diplotipust csupan egy donor
hordozta, ezzel szemben a CYP2C19*17 allélvarians nyolc donor esetén fordult el6 homozigota
formaban. Az ellentétes hatasi CYP2C19*2 ¢s CYP2C19*17 allélvariansok kombinacidja
(CYP2C19*2/*17 diplotipus) 12 donor esetén volt azonosithato. A CYP2C19 allélvariansokra
jellemzé mutacioés pontok kapcsoltsagi vizsgalatanak eredménye alapjan - az irodalommal
egybehangzoan [Pedersen et al. 2010] - megallapithato a 19154G>A (CYP2C19*2) és a -
806C>T (CYP2C19*17) teljes kapcsoltsaga, azaz azonos haplotipuson a 19154A (CYP2C19*2)
kizarolag a -806C-al fordult el6 és a -806T (CYP2C19*17) soha nem fordult el6 a 19154A-al
azonos haplotipuson beliil.

A donorok CYP2D6 genotipusanak meghatarozasa a kaukazusi populacioban leggyakrabban
eléforduld, funkcionalis hatdssal bird polimorfizmusaira, igy a CYP2D6*3 (2550delA),
CYP2D6*4 (1847G>A), CYP2D6*5 (teljes gén delécio), CYP2D6*6 (1708delT), CYP2D6*10
(100C>T), CYP2D6*41 (2989G>A) all¢lvariansok, valamint a génduplikacié/multiplikacio
kimutatasara terjedt ki. A fenti polimorf allélok hianyaban a donor genotipusat CYP2D6*1/*1-
nek tekintettiik. Mivel korabbi tanulmanyok a prométer régidban talalhato -1584A>G SNP-t
Osszefiiggésbe hoztak a CYP2D6 fokozott expresszidjaval [Llerena et al. 2013; Dorado et al.
2009], ezért a homozigota vad genotipussal rendelkezd donoroknal elvégeztiik a -1584A>G
polimorfizmus kimutatasat, és vizsgaltuk szerepét az UM fenotipus kialakitasadban. A CYP2D6
gén muikodésképtelenségét leggyakrabban a CYP2D6*4 allélvarians jelenléte okozta, mig a
CYP2D6*3, CYP2D6*5 és CYP2D6*6 variansokat csak elvétve detektaltunk (15. tablazat).
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Génduplikacié/multiplikécio rendkiviil gyakran fordult elé a vizsgalt populécidoban, ami bar
Iényegesen magasabb a magyar [Rideg et al. 2011] és mas kaukazusi populacion [Barclay et
al. 2003; Scordo et al. 2004; Gaedigk et al. 2008] végzett tanulmanyok altal k6zolt értéknél, a
viszonylag alacsony mintaszam mindenképp arnyalja az eltérést. A csokkent aktivitast el6idézo
variansok nagyobb részét a CYP2D6*41 tette ki, mig a CYP2D6*10 allélvarians ritkdbban
fordult eld.

15. tablazat. CYP allélgyakorisag adatok

Allélgyakorisag (%)

orasy | VH0AwEE S

*2 18,4 12-18

*3 0 <1

*4 0 <1

*17 26,3 20-22
CYPaDs | e R

*3 0,8 1-4

*4 21,9 16

*5 0,8 3

*6 2,7 2

*10 3,5 1-2

*41 7,8 9
Duplikacio/ 199 1-9
multiplikacio '

5.2.3 Osszefiiggések a CYP enzimaktivitdsok és a CYP genotipus kdzott

Minden egyes szervdonor CYP fenotipus kategorizalasat elvégeztiik a beazonositott genotipus
alapjan. Az egyes CYP2C19 és CYP2D6 diplotipusok alapjan becsiilt fenotipus kategoridkat a
Hicks és mtsai. [Hicks et al. 2013] altal k6zolt utmutatasokat felhasznalva alakitottuk ki, és a
donorokat genotipusuk alapjan gyenge (PM), intermedier (IM), extenziv (EM) és ultra-gyors
metabolizal6 (UM) csoportokba soroltuk (16. tabldzat). A genotipus és a fenotipus
kapcsolatanak felderitéséhez a genotipus-alapti fenotipus besorolast Osszevetettiik a mért
mefenitoin 4’-hidroxilaz, illetve dextrometorfan O-demetildz aktivitas értékek alapjan

meghatarozott fenotipus besorolasokkal.
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16. tablazat. Genotipus-alapu fenotipus kategorizalas

CYP2C19 genotipus Becsiilt fenotipus kategoria
*2/*2 PM
*1/*2 IM
*1/*1 EM
*2/*17 IM/EM
*1/*17 UM
*17/*17 UM
CYP2D6 genotipus
nfinf PM
nf/red PM/IM
*1/nf IM
*1/red IM/EM
*1/*1 EM
*IXN/nf EM
*1/*1xN UM

PM: gyenge metabolizalo; IM: intermedier metabolizalo; EM:
extenziv metabolizalo; UM: ultra-gyors metabolizalo; nf:
miitkodésképtelen allélvaridans (CYP2D6*3, *4, *5, *6); red:
csokkent miikod6képességii allélvarians (CYP2D6*10, *41); *1xN:
vad allél duplikacio/multiplikacid

5.2.3.1 Osszefiiggések a CYP2C19 enzimaktivitds és a CYP2C19 genotipus kézott

A kiilonb6z6 CYP2C19 genotipusu donorok CYP2C19 enzimaktivitas értékeit szemlélteti a 12.
abra. Milkodésképtelen allélt minddssze egyetlen donor hordozott homozigota formaban
(CYP2C19*2/*2), mely ennek megfelelden alacsony CYP2C19 aktivitast és PM fenotipust
mutatott. A vad allél mellett mikodésképtelen allélt hordozok (CYP2C19*1/*2) aktivitasa
széles tartomanyban valtozott (2-110 pmol*mg**perc?), a donorok kevesebb mint felét
jellemezte a becsiilt IM fenotipus (13/27), mig néhany donor PM-nek bizonyult (4/27).
Ezenfeliil 10 heterozigota donor a vartndl magasabb aktivitdssal birt. A 114 vizsgalt
szervdonorbdl 36 rendelkezett homozigota vad genotipussal (CYP2C19*1/*1), de csak 14
mutatott extenziv metabolizmust, 11 donor IM, 7 PM fenotipus kategoridba keriilt. Négy
egyén - a homozigota vad genotipus ellenére - meglehetdsen magas mefenitoin 4’-hidroxilaz
aktivitassal rendelkezett, igy UM-nek mindsiilt. Csaknem az dsszes (10/12) CYP2C19*2/*17
diplotipust hordozé donor IM vagy EM csoportba keriilt, kivéve kettd mintat, melyeknek
aktivitasa csekély mértékben tért el a intermedier-extenziv metabolizdldo fenotipus
tartomanytol. A CYP2C19*17 allélvarians vad tipusnal magasabb génexpresszidja

kovetkeztében a heterozigota (CYP2C19*1/*17) és homozigota (CYP2C19*17/*17) formaban
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12. abra. Kiilonb6z6 CYP2C19 genotipust hordoz6 human szerdonorok (N=114)
CYP2C19 aktivitasa (mefenitoin 4’-hidroxilacid). PM: gyenge metabolizalo; IM:
intermedier metabolizald; EM: extenziv metabolizalo; UM: ultra-gyors metabolizald

hordozok fenotipusat jellemzéen UM-nek becsiili az irodalom. A vizsgalatunkba bevont
CYP2C19*17  allélvarianst  heterozigota  (CYP2C19*1/*17) vagy  homozigéta
(CYP2C19*17/*17) forméaban hordoz6 donorok mefenitoin 4’-hidroxilaz aktivitasa hatalmas
eltéréseket mutatott, és csupan toredékiik (8/38) bizonyult ultra-gyors metabolizdlonak. A
CYP2C19*1/*17 és a CYP2C19*1/*1 diplotipusok atlagos aktivitasa (atlag + SD) nem mutatott
kiilonbséget (37,17 + 31,12 pmol*mg™*perc? vs. 42,20 + 62,41 pmol*mg**perc?, P=0,4209),
¢és bar a CYP2C19*17/*17 genotipussal rendelkez6k magasabb atlagos aktivitast jeleztek a
homozigota vad genotipust (CYP2C19*1/*1) egyénekkel 6sszevetve (81,77 + 71,48 pmol*mg
xperc? vs. 42,20 + 62,41 pmol*mg**perc?), a kiilonbség nem bizonyult szignifikAnsnak
(P=0,0697). A CYP2C19 genotipus-alapt fenotipus becslés hatékonysagat 6sszefoglalva, az
Osszes vizsgalt donor kevesebb mint felének (40%) genotipusa alapjan becsiilt fenotipus
egyezett meg a CYP2C19 aktivitas alapjan megallapitott fenotipus kategoriaval, a genotipus
alapjan vartnal magasabb enzimaktivitds minddssze 13%-ukat jellemezte, ellenben jelentds
része (47%) a donoroknak a CYP2C19 genotipus alapjan becsiiltnél alacsonyabb mefenitoin 4°-

hidroxilaz aktivitassal birt. A vizsgalt egyének anamnézisébdl ismert, a majfunkciot illetve a
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CYP enzimaktivitdst potencidlisan csokkentd tényezok (krénikus alkoholfogyasztas,
amoxicillin/klavulansav és CYP2C19 szubsztrat/inhibitor terdpia, krénikus gyulladasos
allapot) fennallésa esetén a donorok kivétel nélkiil a vartnal alacsonyabb aktivitast mutattak,

mely tényezdk Osszességében a mintak 21%-anal kertiltek feljegyzésre (17. és 18. tablazat).

5.2.3.2 A CYP2C19 mRNS expresszio és a CYP2C19*17 allélvaridns kapcsolata

(-806C>T) korabbi tanulmanyok a CYP2C19 gén fokozott transzkripcidjaval hoztak
kapcsolatba [Li-Wan-Po et al. 2010; Sanford et al. 2013], ezért meghataroztuk a CYP2C19
MRNS szinteket CYP2C19*1 és/vagy CYP2C19*17 allélt hordozé human szervdonor (N=56)
majszovetét felhaszndlva a génfunkcié kozvetlen vizsgalatdhoz, majd Osszefiiggéseket
kerestiink a CYP2C19 mRNS expresszi6 és a CYP2C19*17 allélvarians kozott. Szignifikans
kiilonbség a CYP2C19 genotipus csoportok kozott nem volt kimutathatd (13A abra). Tekintve,
hogy nem-genetikai tényezok (gyogyszeres kezelés, taplalkozas, betegségek) fenokonverzios
hatésa jelentdsen modosithatja a majban a CYP expressziot és aktivitast [Shah és Smith 2015],
ezért azokat a donorokat, melyek anamnézise kronikus alkoholfogyasztast,
amoxicillin/klavuldnsav terapidt vagy kronikus gyulladassal jard betegséget tartalmazott,

kizartuk az értékelésbol (13B abra).
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13. abra. A CYP2C19 genotipus és mRNS expresszio kapcsolata.
Az adatok 56 human szervdonor majszdvetében mért relativ mRNS szinteket
abrazoljak (A), illetve relativ expresszids értékeket (N=44) azon donorok
kizarasa utan, amelyeknél nem-genetikai, CYP expressziot befolyasold tényezo
allt fenn (B). A doboz diagramon a median érték, also és felsd kvartilisek, illetve
a minimum ¢és maximum értékek szerepelnek. Az outliereket o jeloli. *P<0,05

50



A homozigota vad (CYP2C19*1/*1) genotipusti donorok majszévetében meghatarozott
CYP2C19 expresszioval Osszevetve a CYP2C19*1/*2, a CYP2C19*2/*17 ¢és a
CYP2C19*1/*17 genotipus csoportokat, nem talaltunk statisztikailag szignifikans kiilonbséget
a CYP2C19 mRNS szintekben, ugyanakkor a CYP2C19*17/*17 genotipus csoport
szignifikdnsan magasabb CYP2C19 mRNS expressziot mutatott, mint a homozigota vad

genotipussal rendelkezdk (P=0,0227).

5.2.3.3 Osszefiliggések a CYP2D6 enzimaktivitds és a CYP2D6 genotipus kézott

A CYP2D6 enzim aktivitas €és az egyes CYP2D6 genotipus csoportok kapcsolatat a 14. abra
jeleniti meg. Szembetling, hogy a vad allélt (CYP2D6*1) nem hordozé egyének dextrometorfan
O-demetilaz aktivitasa egységesen alacsony volt, fliggetleniil attol, hogy két teljes funkcio-
vesztést okozd allél, vagy egy csokkent aktivitast és egy teljes aktivitas-vesztést okozo allélt

hordozott a donor.
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14. abra. Kiilonbozé CYP2D6 genotipust hordozd human szervdonorok (N=128)
CYP2D6 aktivitasa (dextrometorfan O-demetilacid). PM: gyenge metabolizald; IM:
intermedier metabolizdld; EM: extenziv metabolizalé; UM: ultra-gyors
metabolizald; nf: mikodésképtelen CYP2D6 allélvarians (*3, *4, *5, *6, *4xN); red:
csokkent miikodoképességli CYP2D6 allélvarians (*10 és *41); xN: allél duplikacio
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A miikodésképtelen allélokat (nf: CYP2D6*3, *4, *5, *6) homozigdta formaban hordozok
(CYP2D6nf/nf) és az egy csokkent aktivitasu allélvarianst (red: CYP2D6*10, *41)
mikodésképtelen allél mellett hordozok (CYP2D6nf/red) atlagos aktivitasai azonosak voltak
(149,77 + 102,36 pmol*mg**perc? vs. 148,72 + 87,13 pmol*mg**perc!). Bar a pontosan egy
vad allélt (CYP2D6*1) hordozd egyének jellemzéen IM-eknek tekintendék, a mért
enzimaktivitasok alapjan - foként a csokkent aktivitast kivalté allélvariansok jelenlétének
koszonhetden - atfedés tapasztalhatd az extenziv metabolizalokkal. Mivel a mitkodésképtelen
allélvariansok duplikacidja értelemszertien nem okoz aktivitdsbéli valtozast, ezért a
CYP2D6*1/*4xN és a CYP2D6*1/*4 genotipusokat azonosnak tekintettik a fenotipus
becslésénél. EM fenotipust két funkcionald vad allél jelenlétében, azaz homozigdta vad
CYP2D6*1/*1 vagy a vad allél duplikacioja mellett funkcid-veszté mutaciot tartalmazo allél
(pl. CYP2D6*1xN/*4) esetén becsiiltink. A két vad allélt hordozé donorok a vizsgalt
populacidonak 45%-at tették ki. Koziiliik 7 donor a genotipus alapjan becsiilt EM fenotipus
helyett ultra-gyors metabolizalo fenotipust mutatott (dextrometorfan O-demetilacié >720
pmol*mg**perc?). Tovabba két donor CYP2D6*1/*1 diplotipus mellett kiugréan magas
aktivitast produkalt (1242 és 1461 pmol*mg**perc?), ami feltehetéen a prométer régié -1584
SNP-knek és a CYP2D6 fokozott transzkripcidjanak tulajdonithato. A homozigdta vad
genotipust donorok egyharmad része (12/36) azonban a genotipus alapjan vartnal alacsonyabb
CYP2D6 aktivitassal birt, melyek koziil négy esetben kronikus alkoholfogyasztas, kettd esetben
CYP2D6  szubsztrat/inhibitor  (béta-blokkold, haloperidol) illetve egy esetben
amoxicillin/klavulansav terapia allt fenn. Az UM fenotipus jellemzéen a CYP2D6 gén
duplikacigjanak/multiplikaciojanak tudhatdo be, azonban vizsgalatunkban a 13 ultra-gyors
dextrometorfan O-demetilaz aktivitast mutato donor (>720 pmol*mg**perc?) koziil csak négy
hordozott ketténél tobb vad allélt (CYP2D6*1/*1xN).

Osszességében a vizsgalt majszdvet donorok kétharmad részénél (86/128) hatékonyan tudtuk
becsiilni a fenotipust a CYP2D6 genotipus alapjan. 16 donor méajszévet mintaja (12,5%) a
vartnal magasabb aktivitast mutatott, koziilik 5 esetben volt jelen a kordbban fokozott
genotipus alapjan vartnal alacsonyabb dextrometorfan O-demetildz aktivitas némileg nagyobb
szamban fordult eld a vizsgalt populacioban (26/128), koziiliik szamos donor - dacara a kettd
vagy akar tobb vad allél jelenlétének — PM fenotipusba tartozott és meglehetdsen alacsony

enzimaktivitast (<100 pmol*mg**perc!) mutatott. Kiilsd, CYP enzim-funkciét befoly4sold
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tényez6t - mint kronikus alkoholfogyasztast, CYP2D6 szubsztrat/inhibitor vagy

amoxicillin/klavuldnsav terapidt - 17 donor anamnézise tartalmazott.

A CYP2C19 és a CYP2D6 in vitro genotipus-alapu fenotipus becslés eredményeit a 17. és a
18. tablazat foglalja 0ssze.

17. tdblazat. A genotipus-alapu fenotipus becslés hatékonysaga

Alulbecsiilt Elfogadhato Feliilbecsiilt

fenotipus becslés fenotipus

N % N % N %
CYP2C19 15 13,2 46 40,3 53 46,5
CYP2D6 16 12,5 86 67,2 26 20,3

18. tablazat. Nem-genetikai tényezok feltételezett fenokonverzios hatasa

Kroénikus CYP2C19/2D6 Amoxicillin/klavulansav | Kronikus

alkoholfogyasztas | szubsztrat/inhibitor | terapia gyulladasos allapot
S EMoIM (N=3) LAl IM—PM (N=2)
O  UM—EM (N=1) EM—PM (N=3) EM—IM (N=2)
N - _

- EM—IM (N=1) UM—EM (N=1) -

& UM—IM (N=1) UM—IM (N=3) UM—EM (N=2)
O  UM—PM (N=2) UM_PM (N=1) UM—PM (N=1)
o IMOPM(N=D) b
Q EMoIM(N=2) g To
S EM—PM (N=2) ~ UM—PM (N=1) -
~ - EM—PM (N=1)
O | UM=IMIN=2) G v N=1)

UM—PM (N=3)

PM: gyenge metabolizalo; IM: intermedier metabolizalé; EM: extenziv metabolizalo; UM: ultra-gyors
metabolizald

5.3 A CYP fenotipus becslés klinikai alkalmazhatosaga

Az in vitro CYP genotipus-alapu fenotipus becslés vizsgalatok eredménye kozvetlen
informaciot szolgaltat arrol, hogy a CYP genotipus milyen mértékben hatdrozza meg az adott
enzim fenotipusos kifejezodését. Ezen tilmenden vizsgalatainkat kiterjesztettiik klinikai mintak
elemzésével, igy képet kaphatunk arrdl, hogy az in vitro kisérleti koriilményekbdl nyert
tapasztalataink mennyiben érvényesek a Iényegesen bonyolultabb in vivo koriilmények kozott,
¢s ezek a tapasztalatok felhasznalhatok-e a klinikai gyakorlatban. Két atipusos
antipszichotikum, a klozapin és az aripiprazol vérszintje valamint a betegek CYP2C19 és
CYP2D6 genotipusa kozti dsszefiiggéseket vizsgaltuk. In vitro vizsgalatok alapjan a klozapin
metabolizmusaban a CYP2C19 szerepe feltételezhetd a CYP1A2, CYP3A4 ¢és CYP2D6
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mellett. Ugyanakkor in vivo jelent6sége nem tisztazott, ezért a CYP2C19 genotipus, az mRNS
expresszid €s a klozapin vérszintek kapcsolatat vizsgaltuk pszichidtriai betegek vérmintait
felhaszndlva. Szamos kozlemény igazolta, hogy az aripiprazol lebontdsat foként a CYP2D6 és
kisebb mértékben a CYP3A enzimek végzik. Ezért elsésorban a betegek CYP2D6
genotipusanak szerepére fokuszaltunk, illetve ezt egészitettiikk ki a CYP3A genotipus illetve
mRNS expresszio, és az aripiprazol és dehidro-aripiprazol vérszintek Osszefiiggéseinek
vizsgalataval. Végiil - a fenokonverzidé egy lehetséges forrasaként - az aripiprazol mellett
gyakran alkalmazott hatoanyagok esetleges CYP2D6 gatld hatdsanak jelentOségét vettiik

szamba.

5.3.1 CYP2C19 genotipus-alapu fenotipus becslés alkalmazhatdsaga klozapin terapia soran

A vizsgalatba bevont 116 pszichiatriai beteg klozapin dozis és vérszint adatait, valamint
CYP2C109 statuszat a 19. tablazat tartalmazza. A genotipusok alapjan a betegcsoport CYP2C19
allélgyakorisagai (CYP2C19*1 62,9%; CYP2C19*2 12,9%; CYP2C19*3 1,3%; CYP2C19*4
1,7%; CYP2C19*17 21,1%) nem tértek el a kaukazusi populaciot jellemz6 gyakorisagoktol (az

irodalmi adatokat Id. a 3. tablazatban).

19. tablazat. Klozapinnal kezelt betegek dozis, vérszint adatai és CYP2C19 statusza

N %

Klozapin dézis (mg/nap)” 175 (12,5; 700)

Vérszint (ng/ml)

Klozapin® 181 (3,3; 1400)
Norklozapin® 145 (4,5; 894)
Klozapin N-oxid" 80,2 (0; 383)

CYP2C19 genotipus 116 100
CYP2C19*1/*1 45 38,8
CYP2C19*1/*2 21 18,1
CYP2C19*1/*3 2 1,7
CYP2C19*1/*4 4 34
CYP2C19*2/*2 1 0,9
CYP2C19*2/*3 1 0,9
CYP2C19*1/*17 29 25,0
CYP2C19*2/*17 6 5,2
CYP2C19*17/*17 7 6,0

CYP2C19 mRNS expresszio 83 100
alacsony expresszalok 23 27,7
atlagos expresszalok 36 43,4
magas expresszalok 24 28,9

“medi4n (min; max)
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15. abra. A CYP2C19*17 hatasa a CYP2C19 mRNS expressziora
(N=61). vonal: median; *P<0,05

A betegek kevesebb mint 40%-a hordozott homozigota vad genotipust, a két leggyakrabban
eléforduld polimorf diplotipus a CYP2C19*1/*2 (18,1%) és a CYP2C19*1/*17 (25,0%) volt,
miga CYP2C19*3 és CYP2C19*4 allélvariansok csak elvétve fordultak eld. A 116 vérmintabol
83 esetben tudtunk CYP2C19 mRNS expressziot mérni, mivel néhany beteg vérmintaja csak
korlatozott mennyiségben allt rendelkezésiinkre. Egyértelmli trend mutatkozott a
feltételezhetden fokozott génexpresszidval jard6 CYP2C19*17 allélvarianst homozigobta,
heterozigdta formaban hordozok, illetve a varidnst nem hordozok CYP2C19 mRNS szintjeit
vizsgalva (15. abra), miszerint a homozigota vad genotipushoz (CYP2C19*1/*1) képest
mérsékelten, de nem szignifikdnsan magasabb expresszio jellemezte a CYP2C19*1/*17
diplotipust hordozokat (P=0,2), mig - az in vitro eredményeinkkel 6sszhangban - a kiilonbség
a CYP2C19*17/*17 diplotipus esetén mar statisztikailag szignifikansnak bizonyult (P=0,03).
Ezenfeliil a CYP2C19*17 hordoz6 betegek gyakrabban keriiltek magas CYP2C19 expresszios
kategdéridba, mint a homozigota vad genotipussal rendelkezék (16/33 vs. 6/31; P<0,05).
Eredményeink a betegek CYP2C19 metabolikus kapacitasa tekintetében azt mutatjak, hogy a
CYP2C19*17 allélvarianst hordozok korében jelentdsen megnd a magas CYP2C19 expressziod
valdsziniisége, ami extenziv metabolizalo fenotipushoz vezet.

Korabbi tanulmanyokban a CYP2C19 enzim szerepe a klozapin in vitro metabolizmusaban
[Linnet és Olesen 1997], valamint a CYP2C19 genotipus szerepe a klozapin vérszint (in vivo)

kialakulasaban [Jaquenoud Sirot et al. 2009] is felvet6dott, ezért megvizsgaltuk a pszichiatriai
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16. abra. A CYP2C19 genotipus (N=116), mRNS expresszio (N=58) és a klozapin,
norklozapin, klozapin N-oxid szérum koncentracié kapcsolata. Mivel a
CYP2C19*2 és *3 allélvariansok expresszidja nem befolyasolja a fenotipust, ezért

ezen allélvariansokat hordozokat kizartuk az mRNS expresszids vizsgalatokbol.
vonal: median; mut: CYP2C19*2, *3, *4
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betegek vérmintajat felhasznalva a CYP2C19 genotipus, illetve a CYP2C19 mRNS expresszio
kapcsolatat a betegek szérum klozapin, norklozapin és klozapin N-oxid koncentracioival (16.
abra). Statisztikailag szignifikans kiilonbséget a klozapin, norklozapin és a klozapin N-oxid
vérszintekben sem az egyes diplotipusok, sem a CYP2C19 expresszios kategoridk kozott nem
talaltunk. Bar a CYP2C19 alacsony expresszalok némileg magasabb klozapin vérszinteket
mutattak az atlagos expresszalokhoz viszonyitva, ez nem bizonyult szignifikans eltérésnek
(P=0,055). Osszességében megallapithatd, hogy a klozapin metabolizmusaban a CYP2C19
genotipusnak és a CYP2C19 expresszionak, igy a CYP2C19 metabolikus kapacitasnak nincsen

szamottevo szerepe.

5.3.2 CYP2D6 genotipus-alapu fenotipus becslés alkalmazhatdsaga aripiprazol terdpia soran
A vizsgalatokba 93 aripiprazol terapian 1évé pszichiatriai beteget vontunk be. A betegek koziil
52 hordozott legaldbb egy miikodésképtelen (CYP2D6*3, CYP2D6*4, CYP2D6*5,
CYP2D6*6) vagy csokkent miikodoképességli (CYP2D6*10, CYP2D6*41) allélvarianst,
ezenkiviill 5 betegnél a CYP2D6 vad allél duplikacidjat (CYP2D6*1/*1xN) detektaltuk,
amelynek jelenlétében a gén fokozott expresszidjat feltételezhetjiik (20. tablazat).

A CYP2D6 genotipus szoros 0sszefliggést mutatott a normalizalt aripiprazol vérszintekkel (17.
abra). Szignifikdnsan magasabb normalizalt aripiprazol szérum koncentraciokat figyeltiink meg
a mukddésképtelen vagy csokkent mikddoképességii CYP2D6 allélokat hordozd betegek
esetén (CYP2D6*1/nf, CYP2D6*1/red, vagy CYP2D6nf/nf, CYP2D6nf/red), mint a homozigéta
vad genotipust (CYP2D6*1/*1) vagy duplikaciot (CYP2D6*1/*1xN) hordozoknal (1421 +
384,3; 1379 + 466,5 vagy 2221 £+ 1003,7; 2191 £+ 682,7 vs. 494,3 + 158,3 vagy 543,6 + 148,7
[ng/ml]/[mg dozis/kg]; P < 0,0001). Tovabba szignifikans kiilonbség mutatkozott az egy ¢és a
két miikodésképtelen vagy csokkent mitkodoképességli allélt hordozok kozott (P <0,01). Bar
CYP2D6*1 duplikacié jelenlétében nem tapasztaltunk alacsonyabb aripiprazol vérszinteket a
homozigéta vad genotipusu betegekhez képest, a duplikaciot hordozok alacsony szdma miatt
ez a megallapitas mindenképp megerdsitésre szorul. Mivel a CYP2D6*1/nf és a CYP2D6*1/red
diplotipusok, illetve a CYP2D6nf/nf és a CYP2D6nf/red diplotipusok aripiprazol szérumszintjei
kozott nem volt szignifikdns kiilonbség, ezért ezen genotipus csoportokat a tovabbiakban
osszevontuk, és rendre a CYP2D6*1/mut, illetve a CYP2D6mut/mut csoportokat alkottak. fgy
a késobbiekben a CYP2D6*3, CYP2D6*4, CYP2D6*5, CYP2D6*6, CYP2D6*10 és a
CYP2D6*41 allélvariansokra egyarant a CYP2D6mut jelolést alkalmaztuk.
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20. tablazat. Aripiprazollal kezelt betegek dozis, vérszint adatai és CYP statusza

Aripiprazol dozis (mg/nap)” 15 (5; 30)
Vérszint (ng/ml)
Aripiprazol” 193 (6,2; 819)
Dehidro-aripiprazol” 86,8 (4,94; 284)
CYP genotipus N %
CYP2D6
CYP2D6*1/*1 36 38,7
CYP2D6*1/nf™ 26 28,0
CYP2D6*1/red™ 14 15,0
CYP2D6nf/nf™ 7 7,5
CYP2D6nf/red™ 5 5,4
CYP2D6*1/*1xN 5 54
CYP3A4
CYP3A4*1/*1 80 86
CYP3A4*1/*1B 4 4,3
CYP3A4*1/*22 9 9,7
CYP3A5
CYP3A5*1/*3 8 8,6
CYP3A5*3/*3 85 91,4
CYP3A4 mRNS expresszio
alacsony expresszalok 14 15,0
atlagos expresszalok 77 82,8
magas expresszalok 2 2,2

“median (min; max); “*CYP2D6nf: miikodésképtelen allélvarians (*3, *4, *5, *6, *4xN);
CYP2D6red: csokkent mitkoddképességii allélvarians (*10 és *41)
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17. abra. A CYP2D6 genotipus hatasa a normalizalt aripiprazol
vérszintekre (N=93). vonal: median; nf: mikodésképtelen CYP2D6
allélvarians (*3, *4, *5, *6, *4xN); red: csokkent mikod6képességii
CYP2D6 allélvarians (*10 és *41); xN: allél duplikacio; ns:
statisztikailag nem szignifikans; *P<0,01; **P<0,0001

Az aripiprazol metabolizmusaban a CYP3A enzimek szerepe szamos tanulmanyban felvetddott
[Kirschbaum et al. 2008; Bachmann et al. 2008; Griinder et al. 2008], ezért az aripiprazol
szérum koncentraciok és a pszichiatriai betegek CYP3A statuszanak kapcsolatdt szintén
vizsgaltuk. A CYP3A4 gén fokozott transzkripcidjaval Osszefiiggésbe hozott CYP3A4*1B
allélvarians négy, mig a csokkent transzkripcidval jaré CYP3A4*22 allél kilenc betegnél fordult
eld, azonban ezek a genetikai polimorfizmusok nem magyaraztak a CYP3A4 expresszio
nagyfoku egyéni eltéréseit, melynek hatterében a CYP3A4 gén expresszidjat szamottevoen
befolyasold egyéb, nem-genetikai tényezOk hatasat feltételezhetjiik. A mért CYP3A4 mRNS
szintek alapjan a betegek tobb mint 80%-a atlagos expresszioval birt (20. tablazat).
Mindazonaltal a CYP3A4 expresszio €s a betegek aripiprazol vérszintjei kozott osszefiiggés
nem mutatkozott (18. dbra). Tovabba a miikodoképes CYP3A5 allélt (CYP3A5*1) hordozok ¢€s
a CYP3A5-t nem expresszaldé homozigota (CYP3A5*3/*3) egyének aripiprazol szérum
koncentracioi kozott nem talaltunk kiilonbséget. Mivel feltehetd, hogy a CYP3A4 szerepe az
aripiprazol metabolizmusban kizarolag mitkodésképtelen vagy csokkent mikodoképességii
CYP2D6 all¢lokkal rendelkezd betegeknél érvényesiil, ezért a betegek CYP2D6 genotipus
szerinti csoportositasat kdvetden is megvizsgaltuk a CYP3A4 expresszio és az aripiprazol

vérszintek kapcsolatat. Nem talaltunk kiilonbséget a CYP2D6*1/mut diplotipust hordozo
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18. abra. A CYP3A statusz (CYP3AS genotipus és CYP3A4 mRNS
expresszi0) hatdsa a normalizalt aripiprazol vérszintekre (N=93). A
beillesztett diagramon kizarolag a CYP2D6*1/mut genotipust hordozok
szerepelnek. vonal: median; A: CYP3A5*1 hordozé

alacsony ¢és atlagos CYP3A4 expresszalok kozott (1337,5 + 355,5 vs. 1430,3 + 4232
[ng/ml}/[mg/kg]; P=0,5729) (18. abra, beillesztett diagram), mig a CYP2D6mut/mut genotipust
hordozo betegek mindegyikét atlagos CYP3A4 expresszid jellemezte, igy utobbi esetben a
CYP3A4-nek az aripiprazol metabolizmusaban képviselt jelent6ségérol kovetkeztetést nem
vonhatunk le.

Az aktiv metabolit dehidro-aripiprazol szérum koncentraciok széles tartomanyban valtoztak a
betegeknél (4,94-284 [ng/ml]/[mg/kg]), és képzdodése kizardlag a CYP2D6 genotipussal
mutatott Osszefiiggést (19A abra), mig a dehidro-aripiprazol/aripiprazol aranyok az alacsony,
atlagos és magas CYP3A4 expresszioval rendelkezd betegek kozott nem tértek el (19B abra).
A CYP2D6 homozigéta vad (CYP2D6*1/*1) vagy duplikaciot hordozok (CYP2D6*1/*1xN)
dehidro-aripiprazol/aripiprazol aranyai szignifikinsan magasabbak voltak az egy vagy két
mikodésképtelen, illetve csokkent miikodoképességii allélokat hordozd (CYP2D6mut)
betegekkel osszevetve (0,9 + 0,191 vagy 0,967 = 0,310 vs. 0,346 £+ 0,099 és 0,232 + 0,085;
P<0,0001). Tovabba kismértékii, de statisztikailag szignifikans eltérés volt kimutathat6 az egy
¢s a két milkddésképtelen vagy csokkent miikodOképességii allélokat hordozok kozott

(P<0,001).
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19. abra. A CYP2D6 genotipus (A) és a CYP3A4 mRNS expresszio (B)
hatésa a dehidro-aripiprazol/aripiprazol szérum koncentracio aranyra. vonal:
median; mut: miikddésképtelen vagy csokkent miikodoképességii CYP2D6
allélvarians (*3, *4, *5, *6, *4xN, *10 és *41); xN: allél duplikacio; ns:
statisztikailag nem szignifikdns; *P<0,001; **P<0,0001; o : CYP3A5*1

hordozo
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céljabol PLS modellezést alkalmaztunk, melynek fliggetlen valtozoi a betegek testtomege, a
napi aripiprazol doézis, a CYP3A statusz (CYP3A4 ¢és CYP3AS genotipus, illetve CYP3A4
mRNS expresszio) ¢és a CYP2D6 genotipus, mig fliggd valtozdja az aripiprazol szérum
koncentracidja (ng/ml) volt (20A abra). A végleges modellben csak azokat a fliggetlen
valtozokat vettiik figyelembe, amelyek - a fokomponens analizis soran kapott egyiitthatok
alapjan — szignifikdns mértékben hozzdjarultak a fiiggd valtozo kialakitasaban.
Kovetkezésképp, mint fiiggetlen valtozot kizartuk a modellbél a CYP3A4 genotipust, hiszen a
CYP3A4 mRNS szint tiikrozi a CYP3A4*1B ¢és CYP3A4*22 allélvariansok esetleges hatéasat.
Ezenkiviil a CYP2D6*1/*1 és a CYP2D6*1/*1xN diplotipus csoportokat dsszevontuk, mivel
ezen csoportok kozott az 6sszehasonlitd vizsgalatok eredményei alapjan nem volt kimutathatd
eltérés az aripiprazol szérum koncentraciok tekintetében. Igy a PLS modell végsé fiiggetlen
valtozoi a betegek testtdmege, az aripiprazol dozis, valamint a CYP2D6 genotipus maradtak,
melyek felhasznalasaval a kovetkezd linearis Osszefliggést kaptuk az aripiprazol vérszint

predikciojahoz:

CCaripiprazol = 133,57 — 0,556 X ttmg + 8,77 X D + konstanscypzpe

ahol CCaripipprazol @ modell alapjan becsiilt aripiprazol szérum koncentracidé (ng/ml), ttmg a
betegek testtomege (kg), D a napi aripiprazol dozis (mg), konstanscyrzps pedig a kiilonbozo
CYP2D6 genotipusokra jellemzd egyiitthato, amelyeket a 21. tablazat foglal dssze. A regresszid
pontossagat jellemzd paraméterek (R?=0,82; Q%=0.,8) alapjan a modell igen hatékony
predikcioval bir. Tovabba a modellen sikeresen végeztiik el a permutacios tesztet, mely jelzi,
hogy a fliggd valtoz6 rendkiviil érzékeny a fiiggetlen valtozdkra, és — ebbdl kifolydlag — a
modell predikcios ereje nagy. Az R? és Q? értékek alapjan az aripiprazol szérum
koncentraciokban mutatkoz6 variabilitds legnagyobb része (>80%) az aripiprazol do6zisbol, a

betegek testtomegébdl és CYP2D6 genotipusabol eredeztethetd, mig az eltérések kevesebb mint

21. tablazat. Az aripiprazol vérszintek becslésére alkalmazott
modell egyiitthatoi

CYP2D6 genotipus  *1/*1(xN)  *L/mut  mut/mut

Konstanscyp2ps -132,89 32,52 210,94
mut: CYP2D6*3, *4, *5, *6, *4xN, *10 és *41; xN: allél duplikacio

62



20%-4t nem magyarazta a modell (20B abra). A CYP2D6 genotipus jelentdségét tamasztja ala,
hogy utobbi tényezd nélkiil a predikciés modell az aripiprazol vérszintek variabilitdsanak alig

13%-at magyarazta.

A

o

3 [

S |

§ 0,54

<

[}

=

g jl-.

S

S

e-

B o0 { o R, S

N [ I

o

e

[}

N

w

=

®

©

= T

'015 T T T T T T T T T
> N 3 3 S (] @ & %)
§ N 3 s & N S
F Y R
& \ § 0§ , CYP3AS5 genotipus
CYP2D6 genotipus CYP3A4 expresszid
B
800

600

400

200

Mért aripiprazol koncentracio
(ng/ml)

0 200 400 600
Becsiilt aripiprazol koncentracié (ng/ml)

20. abra. Az aripiprazol szérum koncentraciét befolyasolo tényezok
PLS modellezése. FOkomponens analizis az  aripiprazol
dozis/testtomeg, CYP2D6 és CYP3AS genotipus, valamint a CYP3A4
mRNS expresszio fliggetlen valtozokkal (A). Aripiprazol szérum
koncentracid becslése PLS modell segitségével (B). ttmg: testtomeg
(kg); mut: CYP2D6*3, *4, *5, *6, *4xN, *10 és *41
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5.3.3 A parhuzamosan alkalmazott gyogyszeres kezelés és az aripiprazol expozicid

A vizsgalatba bevont 93 beteg koziil minddssze 15 beteg részestilt aripiprazol monoterapiaban,
a betegek nagyobbik része parhuzamosan egyéb antipszichotikum (quetiapin, klozapin,
haloperidol, risperidon) vagy antikonvulzans (lamotrigin, valproat, klonazepam) kiegészitd
kezelést is kapott. Béta-blokkoloval (metoprolol, propranolol) 36, mig metforminnal 10 beteget
kezeltek (ld. 4.3.1 fejezet, 11. tablazat). A parhuzamosan alkalmazott CYP2D6 gatlo
hatéanyagok modosithatjdk az aripiprazol farmakokinetikdjat, ezért CYP2D6 genotipus
csoportok szerint vizsgaltuk a risperidon, metoprolol és propranolol, mint potencialis CYP2D6
gatld hatast vegyliletek hatdsat a normalizalt aripiprazol szérum koncentraciokra. Az egyes
tartalmazza. A legalabb egy CYP2D6*1 allélt hordozé betegek esetén risperidon, illetve a béta-
blokkol6 metoprolol vagy propranolol aripiprazollal torténé egyiittes adasa jelentGsen
befolyasolta az aripiprazol vérszinteket, ellenben a potencialis gatldszer parhuzamos terapiaja
két CYP2D6mut alléllal rendelkezok esetében nem idézett el valtozast a vérszintekben (21.
abra). CYP2D6 inhibitor hatasara CYP2D6*1/*1 ¢s CYP2D6*1/*1xN genotipusu betegeknél
hozzavetbleg 50%-kal (P<0,0001), CYP2D6*1/mut genotipusuaknal 20%-kal (P<0,05)
magasabbnak adodott az atlagos aripiprazol szérum koncentracié. Ezenkiviil a risperidon,
metoprolol és propranolol parhuzamos alkalmazasa a CYP2D6 vad allélt hordozé betegeknél

megnovelte a kiugréan magas aripiprazol koncentraciok kialakuldsanak gyakorisagat.

CYP2D6*1/*1 és *1/*1xN CYP2D6*1/mut CYP2D6mut/mut
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21. é4bra. CYP2D6 gatloszerek (risperidon, metoprolol, propranolol) parhuzamos

cres

érték, alsé és felsd kvartilisek, illetve a minimum és maximum értékek szerepelnek. A
betegek szamat (N) jeloltiik. mut: CYP2D6*3, *4, *5, *6, *4xN, *10 és *41; xN: allél
duplikacio; ns: nincs szignifikans kiillonbség; *P<0,05; **P<0,0001
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A CYP2D6 gatloszerrel kezelt betegeknél gyakrabban fordult eld 300 ng/ml-nél magasabb
szérum aripiprazol koncentracid a gatldszerrel nem kezelt betegekhez viszonyitva (8/37 vs.
2/44; P=0,0378). A két miikkodésképtelen vagy csokkent miikodoképességi allélt hordozok
(CYP2D6mut/mut) kivétel nélkiil magas aripiprazol vérszintekkel rendelkeztek, fliggetleniil a
parhuzamosan alkalmazott potencialis CYP2D6 inhibitor kezeléstol.

A risperidon és f6 metabolitja, a 9-hidroxi-risperidon, a metoprolol, valamint a propranolol
aripiprazol metabolizmusara gyakorolt hatasat in vitro koriilmények kozott, human maj
mikroszoma frakciot felhasznalva szintén vizsgaltuk (22. tablazat). A risperidon és a 9-hidroxi-
risperidon jelentGsen csokkentette a dehidro-aripiprazol és a hidroxi-aripiprazol képz6dését, és
a kompetitiv gatlast 8,4 és 13,9 uM kozotti Kj értékek jellemezték. A risperidon az aripiprazol
N-dealkilaciojat is gatolta, bar a dehidrogénezéshez ¢és hidroxilezéshez képest egy
nagysagrenddel magasabb K érték mellett. A risperidonnal szemben a metoprolol és a
propranolol kizarélag az aripiprazol dehidrogénezését gatolta kompetitiven, mig nem gatolta a
hidroxilaciot és az N-dealkilaciét. Az inhibicids konstansok alapjan az aripiprazol
dehidrogénezés gatlasaban szamottevd kiilonbséget tapasztaltunk a két béta-blokkolo kozott,
hiszen a propranololra jellemz6 K; érték 3,5-szer magasabbnak bizonyult a metoprolol K;

értékénél, ami a metoprolol 1ényegesen erdsebb gatld hatasat jelzi.

22. tablazat. Az aripiprazol metabolizmus in vitro gatlasanak K; értékei (uM)

Risperidon ?lsiledrl;g)(;ln Propranolol Metoprolol
Dehidro-aripiprazol 8,4+2,64 9,3+2,97 48,249,16 13,4+2,80
Hidroxi-aripiprazol 9,1+1,70 13,94+0,26 - -
N-dealkil-aripiprazol 57,0£7,11 - - -

Mivel a valproat CYP3A indukal6 hatassal bir [Zanger és Schwab 2013], ezért szintén hatéssal
lehet az aripiprazol metabolizmusara. Azonban sem az aripiprazol vérszintek, sem a CYP3A4
mRNS szintek nem tértek el a valproat parhuzamos terapia alatt 1év6 betegeknél a valproatot

nem kapo betegekkel dsszevetve.
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6 EREDMENYEK ERTEKELESE

A betegek gydgyszer-metabolizalo képességének eltérései nagymértékben befolyasolhatjak egy
adott hatdanyag terapias hatékonysagat és a karos mellékhatasok megjelenését, igy rendkiviil
nagy igény van a betegek metabolizal6 kapacitasat meghatarozo tényezok beazonositasara €s
megismerésére. A személyre szabott gyogyaszat kiemelkedo teriilete a gydgyszeres terapiahoz
a betegek genetikai informacidit felhasznalé farmakogenetika, melynek segitségével
viszonylag egyszerli DNS-analizissel juthatnak fontos informdcidhoz a kezel6orvosok.
Azonban a genetikai tulajdonsagokon feliil szamos nem-genetikai, endogén illetve kdrnyezeti
faktor befolyasolja a gydgyszer-metabolizmusban résztvevo enzimek fenotipusat, expressziojat
¢s mukodését. Munkank soran a két legnagyobb mértékii polimorfizmussal rendelkez6 CYP
enzim, a CYP2CI19 és a CYP2D6 genotipus-alapi fenotipus becslésének lehetdségeit
vizsgaltuk in vitro rendszerben human maj mikroszoma frakciot felhasznalva, majd a donorok
anamnézise alapjan igyekeztiink a genotipus-alapu fenotipus becslés ellentmondasait feloldani.
Tapasztalatainkat in vivo kisérleti koriilmények kozott hasznaltuk fel antipszichotikumokkal
kezelt betegeknél. Az antipszichotikum terapia soran fellépd hatas-elmaradasnak jelentOs
kovetkezményei vannak, ezenkiviil az antipszichotikumok kifejezett mellékhatasainak
koszonhetden a betegek kezeldorvossal valo egyiittmiikodése gyakran sériil, ezért az
antipszichotikum kezelés soran rendkiviil fontos az optimalis doézis €s a terapids szérum
koncentraci6 mihamarabbi beallitdsa. Vizsgalatainkba 116 klozapinnal kezelt pszichiatriai
beteget vontunk be, ugyanis a klozapin metabolizmusanak in vitro vizsgalata soran a CYP2C19
szerepe, valamint a klozapin vérszint kialakulasaban a CYP2C19 genotipus szerepe is felmeriilt
[Linnet és Olesen 1997; Jaquenoud Sirot et al. 2009]. Mivel az aripirazol metabolizmusa a
CYP2D6 ¢s CYP3A enzimeken keresztiil torténik [Casey és Canal 2017], ezért a CYP2D6 ¢és
CYP3A genotipus, illetve CYP3A4 expresszid és az aripiprazol vérszintek kapcsolatat

igyekeztiink tisztdzni 93 pszichiétriai beteg bevonasaval.

6.1 A CYP2C19 genotipus szerepe a fenotipus kialakitdsdban és a klozapin

farmakokinetikajaban

A CYP2C19 genotipus és fenotipus Osszefiiggéseinek felderitése céljabol magyarorszagi
szervdonorok majszovetébdl izolalt mikroszoma frakcié mefenitoin 4’-hidroxilaz aktivitasat,
mint az egyének CYP2C19 fenotipusat jellemeztiik, tovabba SNP genotipizalassal
meghataroztuk a donorok CYP2C19 genotipusat a kaukazusi populacidban leggyakrabban

eléforduld allélvariansokra fokuszalva. Az allélvariansok eléfordulasi gyakorisaga nem tért el
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a kaukazusi populaciora jellemzé gyakorisagoktol [Zhou et al. 2017], egyszersmind megfelelt
a magyar populaciorol korabban k6zolt gyakorisagokkal [Rideg et al. 2011]. A Rideg és mtsai.
altal jegyzett tanulmanyban a CYP2C19*2 all¢lgyakorisaga kozel azonosnak bizonyult a
szervdonoroknal tapasztalt allélgyakorisaggal (16,5% vs. 18,4%), ugyanakkor e korabbi
tanulmany a CYP2C19*17 vizsgalatara nem terjedt ki. A CYP2C19*3 és CYP2C19*4
allélvariansokat egyik donor sem hordozta, ami alatamasztja a kaukazusi populaciora jellemz6
1% alatti el6fordulast. A CYP2C19*17 némileg gyakrabban fordult el6 a majszovet donoroknal
az irodalomban a kaukazusi populacidkban kimutatott gyakorisaggal 6sszevetve (26,3% vs. 20-
22%) [Zhou et al. 2017, Fricke-Galindo et al. 2016], azonban ez - tekintettel a viszonylag alacsony
mintaszamra — nem feltétlentil jelent szignifikéns eltérést.

A CYP2C19*2/*2 diplotipust szamos in vivo tanulmanyban &sszefiiggésbe hoztak kiilonb6zo
CYP2C19 szubsztratok (pl. klopidogrél, diazepdm, omeprazol) csdkkent metabolizmuséaval
[Zanger és Schwab 2013; Goldstein 2001], miszerint a homozigota CYP2C19*2 diplotipusra
jellemzdé CYP2C19 enzimhidny mellett kockazatos ezen hatdanyagok alkalmazéasa. A donorok
kozott csupan egyetlen CYP2C19*2/*2 genotipussal rendelkezé egyén volt, mely bar alacsony
mefenitoin 4’-hidroxilaz aktivitast és PM fenotipust mutatott, diplotipus csoportokkal valo
Osszehasonlitdsdra nem volt lehetdségiink. A miikodésképtelen allélvarianst heterozigota
formaban hordozok fenotipusa nem volt megbizhatéan becstilhetd (13/27). Koziiliik kilenc
donor extenziv, egy ultra-gyors metabolizalonak bizonyult annak ellenére, hogy nem hordoztak
tovabba anamnézisiikben nem talaltunk olyan hatbanyaggal torténd kezelést, amely a
CAR/PXR vagy GR szabalyzé utvonalon keresztiill a CYP2C19 transzkripcio indukciojat
idézhette volna eld. A 36 homozigéta vad (CYP2C19*1/*1) genotipussal rendelkezé donor
koziil négy UM volt mefenitoin 4’-hidroxildz aktivitasa alapjan a genotipusuk szerint
becsiilhetd EM fenotipus helyett. A genotipus alapjan a vartnal magasabb CYP2C19 aktivitas
mogott feltehetden olyan hatdanyag jelenléte allhat, amely a nukledris receptorok aktivalasa
utjan fokozhatta a CYP2C19 transzkripcidt, ellenben nem szerepelt a donorok klinikai
anamnézisében.

A vizsgalt 114 donor koziil 53 mutatott a CYP2C19 genotipus alapjan becsiiltnél alacsonyabb
mefenitoin 4’-hidroxilaz aktivitast, koziiliik 16 rendkiviil alacsony aktivitassal birt, mely PM
fenotipust jelent, hasonloan a két mikodésképtelen allélvarianst hordozokhoz. Ez a
megfigyelés egybecseng kordbbi tapasztalatokkal, nevezetesen, hogy egy populaciéban a PM
fenotipussal rendelkezdk aranya meghaladja a genotipus alapjan vart PM-k aranyat (ezzel

kapcsolatos dsszefoglald kozleményt jegyeznek Fricke-Galindo és mtsai [Fricke-Galindo et al.
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2016]). Mivel szamos in vivo tanulmany mutatott r4 a gyenge metabolizaldé fenotipus
[Hulot et al. 2006; Harada et al. 2017; Sofi et al. 2011; Furuta et al. 2004; Uckun et al. 2015;
Steimer et al. 2005], ezért rendkiviil fontos lenne beazonositani azokat a genotipus és a
fenotipus kozotti ellentmondasok hatterében 1€évé tényezoket, melyek fenokonverzidhoz,
ezaltal &tmeneti PM fenotipushoz vezetnek egy vagy tobb miikodoképes allél jelenléte ellenére.
Ezért a genotipus-alapu fenotipus becslés modszerét kiegészitettiik a donorok anamnézisében
szereplé olyan nem-genetikai faktorok bevonasaval, melyek ismerten befolyasoljak a
CYP2C19 aktivitasat vagy a majfunkciot. CYP2C19 szubsztrat vagy inhibitor terapia
csokkentheti a CYP2C19 enzim metabolikus kapacitasat, ¢s atmenetileg az egyén PM
fenotipusahoz vezethet, ennélfogva kiilonb6z6 gyogyszer-interakciok forrasa lehet [Rost et al.
1995; Yucel et al. 2016]. A vizsgalt szervdonorok koziil egy homozigéta vad genotipussal
rendelkezé donor mefenitoin 4’-hidroxilaz aktivitasa alapjan IM fenotipust mutatott, azonban
klinikai adatai szerint kronikus ranitidin és karbamazepin terapiaban részesiilt. A ranitidin egy
Ho-receptor (hisztamino-receptor) antagonista, melyet széleskorben alkalmaznak bél- illetve
gyomorfekély kezelésére. Demetilezése elsdsorban CYP2C19-, CYP1A2- ¢és CYP2D6-
medialta reakciokban torténik [Chung et al. 2000]. Bar az antiepileptikum karbamazepin egy
jolismert, a CAR/PXR utvonalon keresztiil hatd induktora szamos CYP génnek [Liu et al.
2015], Lakehal és mtsai. kimutattak, hogy a karbamazepin és metabolitjai képesek a CYP2C19
szubsztratok metabolizmusat gatolni [Lakehal et al. 2002]. Ugyan a karbamazapin és a
ranitidine kompetitiv inhibitora a CYP2C19 enzimnek, tehat nem kovalensen kotddnek, a
gyenge fenokonverzids hatasban szerepiik lehet a mikroszoma preparatumban jelen 1évo
gatloszereknek. A kronikus alkoholfogyasztids €s az amoxicillin/klavulansav kezelés szintén
feleldssé tehetd a CYP2C19 fenotipus atmeneti megvaltoztatasaért. Az amoxicillin egy
antibiotikum, melyet klavulansavval kombinacioban elterjedten alkalmaznak kiilonb6z6o
bakterialis fert6zések kezelésére. Mind az etanol, mind az amoxicillin/klavulansav ismerten
hepatotoxikus [Fontana et al. 2005; Ersoz et al. 2001], azonban ezek CYP aktivitasokra
gyakorolt  hatdsar6l keveset tudunk. Eredményeink azt sugalljak, hogy az
amoxicillin/klavulansav kezelés, illetve a kronikus alkoholfogyasztds aspecifikus hatésa
hozzéjarulhat a CYP2C19 aktivitas-csokkenéshez, amely végsd soron hibas genotipus-alapu
fenotipus becsléshez vezet. Kronikus alkoholfogyasztas vagy amoxicillin/klavulansav terapia
16 donor esetében allt fenn, ezeknél kivétel nélkiil a genotipus alapjan varhatonal alacsonyabb
CYP2C19 aktivitast mértiink, koziiliik hét donor - az egy, esetleg két vad vagy CYP2C19*17
allél ellenére - gyenge metabolizadlonak bizonyult. Végiil a gyulladassal jaré kronikus
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megbetegedések fennalldsat szintén figyelembe vettik az értékelésben. A gyulladésos
folyamatokban felszabadul6 faktorok kozvetve befolyasoljadk a majfunkciot, igy rendkiviil
fontos szerepe lehet a CYP fenokonverzi6 jelenségében [Shah és Smith 2015]. Csokkent CYP
expressziot vagy metabolikus kapacitdst szamos tanulmany hozott kapcsolatba kiilonb6z6
patologias allapotokkal, igy jelentds CYP2C aktivitas-csokkenést talaltak eldrehaladott
daganatos betegségben [Helsby et al. 2008], stlyos szivelégtelenségben [Frye et al. 2002],
epilepsziaban [Toth et al. 2015; Monostory et al. 2019] illetve majbetegségben [Rost et al.
1995; Frye et al. 2006] szenved6knél. Patologias allapotban a CYP2C19 gén represszidja
gyanithatoan bizonyos gyulladasi citokineknek koszonheté, azonban a folyamat pontos
mechanizmusa egyelére nem ismert [Shah és Smith 2015; Frye et al. 2002; Aitken és Morgan
2007]. Az altalunk vizsgalt donorok koziil 7 egyénnél diagnosztizaltak kronikus gyulladassal
jar6 betegséget (epilepszia, gasztrointesztindlis perforacio, rheumatoid arthritis), koziiliik kettd
mutatott PM fenotipust. Osszesen 29 donornal a CYP2C19 genotipus alapjan becsiiltnél
alacsonyabb CYP2C19 aktivitast sem genetikai, sem nem-genetikai tényezével nem tudtuk
alatamasztani. Gyulladassal jard koros elhizas, illetve a lipidek felhalmozddasa a majsejtekben
szintén kockazati tényezének tekinthetd a CYP2C19 expresszio ¢és aktivitds
megvaltoztatasaban, azonban a méjszdvetek hisztopatologidja nem utalt zsirmajra, kivéve egy
donort, akinél krénikus alkoholfogyasztas is fennallt. Feltehetéen a korelézményekbdl nem
ismert, egyéb tényezOk is befolyasolhattdk a fenotipusos megjelenést. Eredményeink
Osszhangban vannak a Shirashaka és mtsai. kozelmultban megjelent tanulméanyaval, melyben
szintétn human mikroszoma frakciot ¢és mefenitoin probaszubsztratot alkalmaztak.
Kovetkeztetésiik szerint a CYP2C19 fenotipus egyéni eltéréseit csak részben tamasztja ald a
genotipus, azonban nem talaltak Osszefiiggéseket a klinikai adatokkal, bar tanulmanyukban a
korel6zményekre vonatkoz adatok a donorok jelentds részénél hianyoztak [Shirashaka et al.
2016]. Hasonl6 megallapitasra jutottak Gao és mtsai., miszerint a CYP genotipus csak
korlatozott informaciot ad a fenotipusos megjelenésrél, ami egyéb fontos tényezoket sejtet az
egyéni eltérések hatterében [Gao et al. 2016]. Az ellentmondasoknak tovabbi forrasa lehet a
fenotipus kategoridk atfedése. Az altalunk EM-nek becsiilt donorok CYP2C19 aktivitasai
nagyon széles tartomanyban valtoztak, igy az EM és az IM tartomanyok atfedésébdl adodoan
tovabbi hibasan becsiilt fenotipusok szarmazhattak.

A CYP2C19*17 allélt korabban emelkedett CYP2C19 enzimaktivitassal hoztak 0sszefiiggésbe,
melyet fokozott génexpresszionak tulajdonitanak a promoter régioban talalhato SNP-nek
koszonhetden [Sim et al. 2006], ezért a CYP2C19*17 allélvarianst hordozok mRNS szintjeit
Osszevetettilk a homozigota vad genotipussal rendelkezdk csoportjaval. A CYP2C19*17/*17
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hordozok szignifikdnsan magasabb mRNS szintet csak abban az esetben mutattak, amennyiben
az Osszevetésbol kizartuk azokat a donorokat, akik anamnézise kronikus alkoholfogyasztast,
amoxicillin/klavulansav terapiat vagy kronikus gyulladast - mint a CYP2C19 expressziot
aspecifikusan csokkentd tényezoket - tartalmazott. Az eredmények részben megfelelnek
Sanford és mtsai. munkéajaban kozoltekkel, miszerint a CYP2C19*17/*17 mellett a
CYP2C19*1/*17 diplotipussal rendelkezdk is szignifikdnsan magasabb génexpressziot
mutattak a homozigéta vad mintakhoz képest, azonban a CYP2C19 enzimaktivitasok nem
tiukrozték az emelkedett expressziot [Sanford et al. 2013].

Bar a klozapin metabolizmusaban elsésorban a CYP1A2 és a CYP3A enzimek vesznek részt,
jelen munkaban kizarolag a CYP2C19 genotipus jelentdségére fokuszaltunk, ezért az eldbbi
enzimek szerepét itt nem fejtem ki. Néhany tanulmany ugyanis felvetette a CYP2C19 enzim
szerepét [Linnet és Olesen 1997] és CYP2C19 genotipus jelentéségét [Jaquenoud Sirot et al.
2009] a klozapin lebontasaban. Ebbdl kifolyolag a CYP2C19 genotipus és mRNS expresszio,
valamint a klozapin vérszintek 0Osszefliggéseinek tanulmanyozasahoz - mint in vivo
modell - klozapinnal kezelt pszichiatriai betegek vérmintait hasznaltuk. A CYP2C19*17
allélvarians és a CYP2C19 génexpresszio kapcsolata in vivo tokéletesen tiikkrozte az in vitro
gyljtott tapasztalatainkat, miszerint a homozigéta vad mintdkkal Osszevetve szignifikdnsan
magasabb mRNS szintet csak a CYP2C19*17/*17 diplotipust hordozok mutattak, mig a
heterozigotaknal (CYP2C19*1/*17) csak kismértékii emelkedés volt megfigyelhetd. Ez a trend
a fenotipust tekintve egyértelmiien jelzi, hogy a CYP2C19*17 allélvarians jelenlétében megnd
a kockdzata a fokozott expresszido és ultra-gyors metabolizalo képesség kialakulasanak,
azonban ezt egyéb, nem-genetikai faktorok erésen befolyasoljak. A CYP2C19*1/*1,
CYP2C19*1/*17 és CYP2C19*17/*17 diplotipusok mRNS szintjének jelentds atfedése
azonban megkérddjelezi annak az elterjedten alkalmazott becslési eljarasnak a helyességét,
miszerint minden CYP2C19*1/*17 és CYP2C19*17/*17 genotipust hordoz6 egyén - egyéb
nem-genetikai tényezok figyelembevétele nélkiil - ultra-gyors metabolizalonak tekintendd.

A klozapin szérum koncentracidja nagymértékben fligg a betegek metabolizal6 kapacitasatol,
azonban a klozapin metabolizmusaban résztvevd egyes CYP enzimek szerepe egyelére nem
teljesen tisztazott. In vitro cDNS-expresszalt enzimekkel végzett vizsgalatok a CYP1A2,
CYP3A4, CYP2D6 és CYP2C19 enzimek szerepét vetették fel a klozapin lebontasaban [Linnet
és Olesen 1997; Olesen és Linnet 2001], ellenben a CYP2D6 és a CYP2C19 részvételét
kétségbe vontak a human mikroszomaval végzett kisérletek [Fang et al. 1998]. Mindemellett
egy in vivo tanulmanyban Osszefliggést talaltak a CYP2C19*2/*2 diplotipus és az emelkedett
klozapin szintek kozott [Jaquenoud Sirot et al. 2009]. A CYP2C19 genotipus és a CYP2C19
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expresszio alapjan azonban nem tudjuk alatimasztani, hogy a CYP2C19-nek barmilyen szerepe
lenne a klozapin metabolizmusaban és a vérszint kialakulasaban. A klozapin dozissal és
testtomeggel normalizalt vérszintje, illetve a norklozapin/klozapin €és a klozapin N-
oxid/klozapin vérszint-aranyok nem mutattak szignifikans Osszefiliggést sem az egyes
CYP2C19 diplotipusokkal, sem a CYP2C19 expresszioval. A Jaquenoud Sirot és mtsai. altal
kozoltekkel valo ellentmondast egyrészt az magyarazhatja, hogy utobbi munkaban a vérszintek
normalizalasanal a betegek testtomegét nem vették figyelembe. Masrészt az in vitro és in vivo
eredményeink alapjan megallapithatd, hogy a CYP2C19 genotipus az egyének csak kis része
esetén magyarazza a CYP2C19 metabolikus kapacitast, koszonhetéen annak, hogy a gén
Osszetett szabalyzas alatt 4ll, igy a nem-genetikai és kornyezeti hatdsok Iényegesen

befolyasoljak a fenotipusos megjelenést.

6.2 A CYP2D6 genotipus szerepe a fenotipus kialakitdsaban és az aripiprazol

farmakokinetikdjaban

A CYP2D6 az egyik legfontosabb gydgyszer-metabolizald6 CYP enzim, mivel rendkiviil sok
hatdéanyag lebontasdban részt vesz. Aktivitdsdban mutatkozo szamottevd egyéni eltéréseknek
sulyos kovetkezményei lehetnek a betegek gyogyszeres terdpidja soran. A CYP2D6 gén
szabalyz6 régidjabol hidnyoznak azok a tobbi CYP génre jellemz6 nuklearis receptor kotd
szakaszok (pl. CAR/PXR, GR), amelyek az indukcidos mechanizmusban vesznek részt,
ennélfogva jelenlegi ismereteink szerint a CYP2D6 gén expresszidja nem indukalhato
xenobiotikumokkal [Ingelman-Sundberg 2005; Teh és Bertilsson 2012]. Ennek kdszonhet6en
az aktivitasaban tapasztalhatd egyéni eltérések hatterét rendkiviili genetikai polimorfizmusara
vezetik vissza, a sok-sok kiilonb6z6 allélvarians azonban megneheziti a diplotipusok helyes
fenotipusos kategorizaldsat. Munkank soran humdn méj mikroszoma frakcid segitségével
igyekeztiink felderiteni a CYP2D6 genotipus és fenotipus kozotti kapcsolatokat a kaukazusi
populaciora jellemzo6 allélvariansokra fokuszalva. A vizsgalt donorok az irodalmi adatokkal
megegyez0 allélgyakorisagokat mutattak, kivéve a génduplikdcio el6fordulasat, mely
jelentésen magasabbnak bizonyult mind a kaukazusi [Ingelman-Sundberg 2005; Sachse et al.
1997], mind a magyar [Rideg et al. 2011] populaciorol korabban kozoltekkel Gsszevetve,
azonban ezt nem tudtuk Osszefliggésbe hozni a betegekrdl hozzaférhetd klinikai adatokkal. A
halalt legtobb esetben agyvérzés vagy baleset okozta, sajnos azonban a balesetek
kortiilményeirdl csak korlatozott informdacidink voltak: sok esetben auto6-, motor- vagy

kerékparbalesetet jegyeztek fel, emellett néhany donor haldla fulladas, ongyilkossag illetve
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roham kovetkeztében kovetkezett be. Erdemes megemliteni, hogy a génduplikéacié gyakorisaga
nem mutatott kiilonbséget az irodalmi adatokhoz viszonyitva kizarolag a stroke ¢s daganatos
betegségek kovetkeztében elhunyt donorokat tekintve.

CYP2D6 miikodésképtelen allélt (nf: CYP2D6*3, *4, *5, *6) homozigdta formaban hordozok
¢és az egy mitkodésképtelen mellett csokkent mitkodoképességi allélvarianst (red: CYP2D6*10,
*41) hordozok CYP2D6 aktivitasai kozott kiilonbséget nem tapasztaltunk, egységesen alacsony
aktivitas jellemezte a két diplotipus csoportot (CYP2D6nf/nf és CYP2D6nf/red), ezért
megallapithatjuk, hogy kozottilk nem sziikséges kiillonbséget tenni kategorizalaskor. Ez azt
jelenti, hogy CYP2D6 szubsztrat terapia esetén mindkét genotipus csoportnal (CYP2D6nf/nf és
CYP2D6nf/red) egységesen javasolhato a dozis-csokkentés. Bar mind a CYP2D6nf/nf, mind a
CYP2D6nf/red genotipus kategéridkra a PM mellett IM fenotipus is jellemzd volt, ez
magyarazhatdé a Hicks és mtsai. [Hicks et al. 2014], illetve Gaedigk [Gaedigk 2013] altal
leirtakkal, miszerint adott genotipus csoport metabolikus aktivitasai sok esetben két fenotipus
kategoriat is lefedhetnek. Egy miikddoképes allél mellett a donorok tobbnyire a becsiilt IM
aktivitast mutattdk. Bar harom mintdnal EM dextrometorfan O-demetilaz aktivitdst
tapasztaltunk, amelyek hordoztdk a korabban fokozott transzkripcioval Osszefliggésbe
hozott -1584C>G SNP-t [Llerena et al. 2013; Dorado et al. 2009], igy az feltehet6en szerepet
jatszott az EM fenotipus kialakitasaban. A CYP2D6*1/red diplotipus jellemzden szintén IM
kategoriaba sorolandd, azonban eredményeink alapjan a csokkent miikodoképességii allélnak
koszonhetben kissé magasabb aktivitast mutathatnak, mint a CYP2D6*1/nf donorok, ezaltal az
IM és EM tartomanyokat atfed6 fenotipussal rendelkeztek [Hicks et al. 2014; Gaedigk 2013].
A CYP2D6*1/*1 genotipust hordozok tobb mint fele a becsiilt EM kategoriaba esett. A két,
extrém magas dextrometorfan O-demetildz aktivitassal bird, homozigota vad genotipusu
donor -1584C>G baziscserét hordozott (egyik homozigota, masik heterozigota formaban), ami
feleldssé tehet6 az UM fenotipusért. A homozigota vad genotipusu (CYP2D6*1/*1) és a
duplikaciot hordozok (CYP2D6*1/*1xN) jelentds része a becsiilt EM és UM fenotipusnal
lényegesen alacsonyabb aktivitast mutatott. A donorok anamnézise szamos esetben tartalmazott
CYP2D6 aktivitast, illetve a majfunkciot befolyasold koriilményt. Ertékelésiinkbe — a
CYP2C19-nél taglaltakhoz hasonléan — a CYP2D6 szubsztrat/inhibitor (metoprolol,
propranolol, haloperidol) ¢és amoxicillin/klavulansav terdpia, valamint a kronikus
alkoholfogyasztas fennallasat is bevontuk. Feltehetoen a vartnal alacsonyabb CYP2D6 aktivitas
szamos esetben tulajdonithaté ezen kiilsé faktoroknak, melyek fenokonverzids hatdsuknak
kdszonhetden a becsiilt extenziv (EM) vagy ultra-gyors metabolizalo (UM) fenotipus helyett

intermedier (IM), vagy akar gyenge metabolizald (PM) fenotipust idéznek eld.
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Osszefoglalva, a genotipus-alapu fenotipus predikcié a donorok mintegy kétharmadanal
helyesnek bizonyult. A vartndl némileg magasabb aktivitds, mely a mintadk 12,5%-ara volt
jellemzd, szarmazhatott egyrészt a fenotipus kategoridk atfedésébdl, masrészt a promoter
régidban el6fordulo -1584C>G SNP expressziot fokozd hatdsabol, mely bar szamos esetben
tarsult extrém magas aktivitassal, a teljes populaciot tekintve egyértelml Osszefiiggést nem
talaltunk a -1584G SNP és fokozott CYP2D6 enzimaktivitas kozott, igy a polimorfizmus pontos
szerepének tisztdzdsa tovabbi vizsgalatokat igényel. A vizsgalt mintdk tobb mint egydtode
(20,3%) a becsiiltnél alacsonyabb CYP2D6 aktivitast mutatott, melynek hatterében allhat az
altalunk esetleg nem kimutatott polimorf allél jelenléte, hiszen munkank soran csak a kaukéazusi
populacidban leggyakrabban eléfordulod variansokra fokuszaltunk, vizsgalatunk egyéb, ritkan
el6forduld allélvaridansokra nem terjedt ki. Tovabba eredményeink alapjan egyértelmii szerep
tulajdonithaté a CYP2D6 aktivitds meghatdrozasaban olyan kiilsd, nem-genetikai tényezdknek,
mint a CYP2D6 szubsztrat/inhibitor terdpia, vagy a kronikus alkoholfogyasztds és az
amoxicillin/klavulansav terapia aspecifikus majkarositd hatasa. A CYP2D6 genotipus-alapu
fenotipus becslés jelentdsen hatékonyabbnak bizonyult a CYP2C19 esetében tapasztaltakhoz

képest (67% vs. 40%), ami magyarazhatd a két gén eltérd szabalyozasi mechanizmusaival,

crer

befolyasold xenobiotikum-érzékeny szakaszok (CAR/PXR, GR), addig a CYP2D6 szabalyzo
régidjabol ez utobbiak hianyoznak.

Koszonhetden annak, hogy az aripiprazol metabolizmusaban részt vevd enzimekre nagy egyéni
variabilitds jellemz0, a hatas-elmaradas és a karos mellékhatasok elkeriilése érdekében ajanlott
az aripiprazol vérszintek folyamatos nyomon kovetése [Kirschbaum et al. 2008; Hiemke et al.
2018]. Az aripiprazol lebontasaért a CYP2D6 és a CYP3A enzimek tehetdk feleldssé. Korabbi
munkakban kapcsolatot talaltak a CYP2D6 polimorfizmus és az aripiprazol steady-state szérum
koncentracidja kozott, azonban a CYP3A polimorfizmusok szerepe nem bizonyitott [Azuma et
al. 2012; Hendset et al. 2007; Suzuki et al. 2014]. A CYP3A5*3 a leggyakrabban eléforduld
allélvarians, ami a kaukazusi populacioban kb. 90%-ban a CYP3AS5 fehérje hianyahoz vezet,
ezenkiviil a CYP3A4*1B és CYP3A4*22 a CYP3A4 expressziot befolyasold jelentds polimorf
allélok. A genetikai polimorfizmus dnmagéban azonban nem magyarazza CYP3A aktivitasban
mutatkoz6 nagy egyéni eltéréseket. Ezért nem meglepd, hogy kizarélag a CYP3A genetikai
polimorfizmust vizsgalva nem talaltak 0sszefiiggést az aripiprazol szérum koncentracioival
[van der Weide K és van der Weide J 2015; Belmonte et al. 2018], amibdl azonban nem lehet
a CYP3A enzimeknek az aripiprazol metabolizmusaban betoltott szerepére vonatkozoan

egyértelmii kovetkeztetést levonni. A CYP3A expressziot jelentésen befolyasoljak nem-
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genetikai tényezok, igy a kor, hormonalis allapot, illetve a CYP3A induktorok (pl.
karbamazepin, valprodt) hattérbe szoritjdk a genetikai jellemzOk expressziot meghatarozo
hatasat [Zanger és Schwab 2013; Spina és de Leon 2014]. Mindazonaltal a CYP3A4 szerepének
felderitését célszeribb a CYP3A4 expresszioval vald osszefliggések alapjan megallapitani. A
kutatocsoport korabbi eredményei szerint a fehérvérsejtek CYP3A4 mRNS expressziojanak
meghatarozasaval felmért metabolikus kapacitas alkalmas a maj CYP3A4 aktivitdsanak
becslésére kiilonbozd CYP3A szubsztratok esetén (pl. takrolimusz, ciklosporin, klonazepam)
[Monostory et al. 2015; Té6th et al. 2016].

Eredményeink megerdsitik azokat a korabbi tapasztalatokat, hogy a CYP2D6 genotipusnak
meghataroz6 szerepe van az aripiprazol dozissal normalizalt vérszintjeire [Suzuki et al. 2014;
van der Weide K és van der Weide J 2015; Belmonte et al. 2018; Hendset et al. 2014], bar a
genotipus kategoriak kozott némi atfedés mutatkozott. Az in vitro kisérleteinkkel 6sszhangban
a CYP2Dénf/nf és CYP2D6nf/red diplotipusok kozott kiilonbséget nem tapasztaltunk, holott
elébbit rendszerint PM-ként, utobbit IM-ként kategorizaljak [Gaedigk 2013]. A CYP2D6*1/red
genotipus a CYP2D6*1/nf csoporttal megegyez6 aripiprazol vérszinteket mutatott, tovabba
szignifikdnsan magasabb vérszinteket a homozigota vad (CYP2D6*1/*1) betegekhez
viszonyitva. A duplikacid latszolag nem volt hatassal az aripiprazol farmakokinetikajara.
Eredményeink megerdsitik a Hendset és mtsai. altal kozolteket, miszerint a CYP2D6red
allélvarians jelenléte a CYP2D6nf allélekhez hasonldé mértékben csokkenti az aripiprazol
metabolikus aktivitast [Hendset et al. 2013]. A CYP3A statusz (CYP3A4 és CYP3AS5 genotipus,
valamint CYP3A4 expresszid) azonban nem befolyasolta a normalizalt aripiprazol szérum
koncentraciot. A fékomponens analizis eredménye alapjan egyértelmiien a CYP2D6 genotipus
az aripiprazol elimindci6 f6 meghatarozd tényezdje, mig a CYP3A aktivitas szerepe
elhanyagolhat6. A dehidro-aripiprazol metabolit képzddése szintén CYP2D6 genotipus-fiiggd
volt. A dehidro-aripiprazol koncentracio a CYP2D6*1/*1 és a CYP2D6*1/*1xN diplotipus
(CYP2D6*1/mut) 35%-at, a polimorf allélra homozigota (CYP2D6mut/mut) betegek esetén
minddssze 22%-at tette ki az aripiprazol koncentracionak. Tehat mikodésképtelen allélok
jelenlétében a magasabb aripiprazol koncentraciot alacsonyabb dehidro-aripiprazol
koncentracio kiséri.

Az aripiprazol és dehidro-aripiprazol szérum koncentraciok és a CYP2D6 genotipus szoros
Osszefiiggésébdl adoddoan felvetddik, hogy az aripiprazol farmakokinetikajat erdsen
befolyasolhatjdk a CYP2D6 gatloszerek. A klinikai gyakorlatban gyakran alkalmaznak

tobbkomponensli  terapidt  pszichidtriai  betegségek  kezelésére, ezért  egyéb
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antipszichotikumokkal, antidepresszansokkal, esetleg - a betegek jarulékos betegségeit
kezelendd - egyéb hatdéanyagokkal torténd terdpia esetén megnd a gyogyszer-interakcid
kialakulasanak kockazata. Szelektiv szerotonin visszavétel gatld hatdéanyagokat gyakran
alkalmaznak depressziv epizodok kezelésére, melyek koziil néhanynak erés CYP2D6 gatld
hatasa jol ismert (pl. fluoxetin, paroxetin, szertralin, duloxetin). Ezek alkalmazéasakor
atmenetileg a CYP2D6 szubsztratok gyenge metabolizmusa alakul ki a vegyiiletek
fenokonverzios hatasanak koszonhetéen [Patteet et al. 2016]. Az aripiprazol clearence jelentds
csokkenésérdl szamoltak be paroxetin vagy fluoxetin parhuzamos terapiaja soran [Azuma et al.
2012; Waade et al. 2009], azonban az altalunk vizsgalt betegcsoportban ezen hatbanyagokat az
akathisia kialakuldsdnak fokozott kockazata miatt nem alkalmaztdk. A vizsgalt betegeknél
parhuzamosan alkalmazott, potencialis CYP2D6 gatlo hatassal bird hatéanyagok kozott
emlithetjiik a risperidon, metoprolol és propranolol esetleges fenokonverziés hatasat [Prakash
et al. 2000; Yamamoto et al. 2003; Obach et al. 2006; Turpeinen et al. 2006]. Megfigyelésiink
alapjan a risperidon, metoprolol és a propranolol parhuzamos alkalmazasa soran magasabb
aripiprazol szérum koncentraciok alakultak ki a betegeknél. A risperidon mind a
dehidrogenacid, mind a hidroxilacié metabolikus ttvonalat gitolta, az inhibicidt jellemzd K;
értek hozzavetdleg megegyezett a kordbban a CYP2D6-fiiggd bufuralol 1’-hidroxilacid
gatlasanal tapasztaltakkal (6,9 = 4,1 uM) [Prakash et al. 2000]. Bar Eap és mtsai. a risperidont
in vivo gyenge CYP2D6 inhibitorként jellemezték a dextrometorfan O-demetilaz reakcid
gatlasa alapjan, a vizsgalatukban részt vevd alanyok a risperidont a klinikai gyakorlatban
szokasos dozisnal alacsonyabb dozisban kaptak [Eap et al. 2001]. A risperidonhoz hasonlo
mértékii gatlast fejtett ki a dehidrogenaciora ¢s hidroxilaciora a 9-hidroxi-risperidon, mely a
risperidon f6 metabolitja. Ez azt jelenti, hogy a risperidon hidroxilacidja nem sziinteti meg a
CYP2D6 gatlé hatast. Erdemes megemliteni, hogy a 9-hidroxi-risperidon a risperidon
farmakologiailag aktiv metabolitja, melyet paliperidon néven hoztak forgalomba, ennélfogva
feltehetden a paliperidon parhuzamos terapidja szintén az aripiprazol vérszintek emelkedését
vonja maga utan. A metoprolol és a propranolol egyarant gatolta az aripiprazol metabolizmust,
tovabba a metoprolol gatlo hatasa jelentdsen er6sebbnek bizonyult. In vitro a metoprolol és a
propranolol CYP2D6 gatl6 hatasanak mértékérdl hasonld nagysagrendil értékeket kozoltek (az
ICs0 értékek 2,5 és 9,8 uM kozott valtoztak) kiilonbozé CYP2D6 probaszubsztratokat
(bufuralol, dextrometorfan) alkalmazva [Yamamoto et al. 2003; Obach et al. 2006; Turpeinen
et al. 2006]. Habar a metoprolol korabban nem bizonyult a venlafaxin metabolizmus klinikailag
jelentds inhibitoranak in vivo [Hefner et al. 2015], Kirschbaum és mtsai. szignifikansan

magasabb aripiprazol koncentraciot talaltak a metoprolollal kezelt betegeknél [Kirschbaum et
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al. 2008], ami egybeesik az altalunk tapasztaltakkal. Az in vitro gatlasvizsgalatok alapjan a
metoprolol és a propranolol kizarélag az aktiv dehidro-metabolit képzddését gatoltak, ellenben
nem befolydsoltak a hidroxilacié és az N-dealkilacio utvonalat. Mivel a hidroxi- és az N-
dealkil-szarmazékok inaktiv metabolitok, ezért a metoprolol vagy a propranolol parhuzamos
alkalmazasa az inaktivacié iranyaba tolhatja el az aripiprazol metabolizmusat, és ez
befolyasolhatja ~ az  aripiprazol = hatékonysagat.  Egyéb  masodik  generacids
antipszichotikumokkal &sszevetve az aripiprazol terapia alatt magasabb az akathisia
kialakulasanak kockazata [Thomas et al. 2015]. A klinikai gyakorlatban az akathisia kezelésére
gyakran metoprololt, illetve propranololt alkalmaznak [Miller és Fleischhacker 2000], melynek
kovetkeztében - eredményeink alapjan - a kiugréoan magas (>300 ng/ml) aripiprazol szint
kialakulasanak valoszinisége megnd. A 300 ng/ml szérum aripiprazol koncentraciot
meghalado vérszintek esetén a kozepesen sulyos és sulyos mellékhatasok kialakulasanak
fokozott kockazata van [Kirschbaum et al. 2008]. A CYP2D6 genotipus és a parhuzamosan
alkalmazott hatéanyagokra vonatkozé megallapitasainkat figyelembe véve javulhat az

aripiprazol biztonsagos klinikai alkalmazasa.
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7 TEZISPONTOK

1. A CYP genotipus-fenotipus Osszefiiggések in vitro vizsgalata soran igazoltuk, hogy a
CYP2C19 ¢és CYP2D6 genotipus csak részben hatarozza meg az egyének fenotipusat. A
CYP2C19 fenotipus becslés hatékonysaga jelentdsen elmaradt a CYP2D6 becslés soran
xenobiotikum-érzékeny szakaszoknak koszonhetd, mivel ezek a CYP2D6 transzkripcio
szabalyzasdban nem vesznek részt. Ezenkiviil olyan kiilsé, nem-genetikai tényezok,
mint a kronikus alkoholfogyasztas, amoxicillin/klavulansav terapia, CYP2C19 illetve
CYP2D6 szubsztrat/inhibitor terapia vagy gyulladassal jaré kronikus megbetegedés,
képesek lehetnek a CYP2C19 és CYP2D6 metabolikus kapacitds megvaltoztatasara, igy
téves genotipus-alapu fenotipus becsléshez vezethetnek.

2. Mind az in vitro, mind a pszichiatriai betegeken végzett in vivo vizsgalatok tapasztalatai
azt mutatjak, hogy a CYP2C19*17/*17 diplotipust hordozo egyéneknél magasabb a
kockézata a fokozott génexpresszio és a CYP2C19 ultra-gyors metabolizalo fenotipus
kialakulasanak, azonban nem-genetikai tényezok erésen befolyasolhatjak a CYP2C19
fenotipust, és modosithatjak a metabolikus kapacitast.

3. Igazoltuk, hogy a klozapin metabolizmusaban in vivo sem a CYP2C19 genotipusnak,
sem a CYP2C19 expresszidnak nincsen szdmottevd szerepe, ezaltal a CYP2C19-statusz
jelentdsége a klozapin klinikai alkalmazasaban elhanyagolhato.

4. Klinikai vizsgalataink alapjan megallapitottuk, hogy az aripiprazol steady-state szérum
koncentraciokat és a dehidro-aripiprazol képzddését elsésorban a CYP2D6 genotipus
hatarozta meg, mig a CYP3A enzimek hozzajarulasa az in vivo aripiprazol clearence-
hez nem szamottevd. Tovabba megallapitottuk, hogy a risperidon, metoprolol vagy
propranolol, mint CYP2D6 inhibitorok parhuzamos alkalmazdsa modositja az
aripiprazol expoziciot a CYP2D6 vad tipusu allélt hordozo betegeknél.

Eredményeink azt jelzik, hogy a betegek CYP2D6 genotipusa és a CYP2D6 inhibitorok
parhuzamos alkalmazasa tekinthetd a legfontosabb tényezOnek az aripiprazol
farmakokinetikai viselkedésében. Azonban tovabbi in vivo vizsgalatok sziikségesek
annak megvalaszolasdhoz, hogy a CYP2D6 genotipus és a CYP2D6 inhibitor

komedikécio figyelembevételével javithato-e az aripiprazol terapia kimenetele.
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8 KIVONAT

Az egyéni gyogyszer-metabolizald képesség becslésével lehetové valik a betegek személyre
szabott terapiaja, mellyel mérsékelhetjiik a karos mellékhatasok kialakulasanak kockazatat. A
citokrom P450 (CYP) enzimek valtozatos reakciokban alakitjdk at a gyogyszervegyiileteket. A
CYP aktivitasokat rendkivill nagy egyéni eltérések jellemzik, melyek részben a CYP gének
polimorfizmusabdl erednek. Két jelent6s genetikai polimorfizmussal rendelkez6 CYP enzim a
CYP2C19 ¢és a CYP2D6. Mig a CYP2C19 gén transzkripcidja Xenobiotikumok altal
indukalhato, addig a CYP2D6 gént konstitutiv expresszio jellemzi. Munkank soran a CYP2C19
¢s a CYP2D6 genotipus-alapti fenotipus becslés lehetéségét vizsgaltuk in vitro, tovabba
kerestiilk azokat a nem-genetikai tényezOket, melyek moddosithatjdk a fenotipust.
Tapasztalatainkat két antipszichotikum, a klozapin és az aripiprazol metabolizmusanak
tisztazasara hasznaltuk fel in vivo, pszichiatriai betegek bevonasaval.

Meghataroztuk 114 szervdonor CYP2C19-specifikus mefenitoin 4’-hidroxilaz, valamint 128
szervdonor CYP2D6-specifikus dextrometorfan O-demetilaz aktivitdsit human maj
mikroszoma frakcio felhasznalasaval. A szovet-donorok genotipusanak meghatarozasanal a
CYP2C19*2, *3, *4, *17 illetve CYP2D6*3, *4, *5, *6, *10, *41 allé¢lvariansokra fokuszaltunk,
az allélvariansokra jellemz6 SNP-k kimutatasat real-time PCR technikaval végeztik. A
fenotipust befolyasold nem-genetikai tényezOk beazonositasahoz a szervdonorok anamnézisét
tekintettiik at. Az in vivo vizsgalatokba klozapinnal (N=116) és aripiprazollal (N=93) kezelt
pszichiatriai betegeket vontunk be. Meghataroztuk a klozapinnal kezelt betegek CYP2C19
genotipusat és expresszidjat, valamint az aripiprazollal kezelt betegek CYP2D6, CYP3A
genotipusat ¢s CYP3A4 expresszidjat. Ezenkiviil mértiik a klozapin, norklozapin és klozapin
N-oxid, valamint az aripiprazol ¢és dehidro-aripiprazol szérum koncentraciokat, majd
Osszefiiggéseket kerestiink a genotipus és a vérszintek kozott.

JelentOsen hatékonyabbnak bizonyult a CYP2D6 genotipus-alapu fenotipus becslés a CYP2C19
esetében tapasztaltaknal, melynek hatterében eltéré szabdlyoz6 mechanizmusuk allhat.
Megallapitdsaink alapjan a  kronikus  alkoholfogyasztds és  megbetegedés, az
amoxicillin/klavulansav illetve a CYP inhibitor terapia a fenotipus megvaltozasat idézhetik el.
Megallapitottuk, hogy a CYP2C19*17 allélvarians emelkedett CYP2C19 expressziohoz
vezethet. A CYP2C19 genotipus és a CYP2CI19 expresszio nem befolyasolja a klozapin
metabolizmusat, mig az aripiprazol metabolizmusat a CYP2D6 genotipus és a CYP2D6
gatloszerek parhuzamos terdpidja hatarozza meg, és a CYP3A4 é a CYP3AS szerepe

elhanyagolhato.

78



9 ABSTRACT

Prediction of patients’ drug metabolizing capacity may improve the personalized medication,
avoiding adverse drug reactions. The most important Phase | drug metabolizing enzymes are
cytochrome P450s (CYPs). CYP activities show enormous inter-individual differences, which
at least partially originates from genetic polymorphism. CYP2C19 and CYP2D6 are highly
polymorphic genes. CYP2C19 gene expression is inducible via xenobiotic activated nuclear
receptors, whereas xenobiotics are not able to increase CYP2D6 transcription. In the present
work, the CYP2C19/CYP2D6 genotype-based phenotype prediction was investigated using in
vitro hepatic microsomal system, and non-genetic factors evoking phenoconversion were
attempted to identify. Our further aim was to clarify the role of CYP2C19 genotype and
expression in clozapine metabolism, and the role of CYP2D6 and CYP3A genotypes and
CYP3A4 expression in aripiprazole metabolism in vivo.

CYP2C19-selective  mephenytoin  4’-hydroxylase activity and CYP2D6-selective
dextromethorphan O-demethylase activity were measured in human liver microsomes isolated
from 114 and 128 Hungarian organ donors, respectively. Tissue-donors were genotyped by
identification of CYP2C19*2, *3, *4, *17 and CYP2D6*3, *4, *5, *6, *10, *41 allele variants
using real-time PCR method. Non-genetic factors, that might have phenoconversion potency,
were identified by reviewing the clinical history of the donors. Patients treated with clozapine
(N=116) and aripiprazole (N=93) were enrolled in our in vivo trial. CYP2C19 genotype and
expression in patients treated with clozapine as well as CYP2D6 and CYP3A genotypes and
CYP3A4 expression in patients treated with aripiprazole were determined. Serum
concentrations of clozapine, norclozapine and clozapine N-oxide as well as aripiprazole and
dehydroaripiprazole were measured by LC-MS/MS. Our aim was to investigate 1) the role of
CYP2C19 in clozapine metabolism and 2) the role CYP2D6 and CYP3A in aripiprazole
metabolism.

Phenotype prediction from CYP2D6 genotype data was more reliable comparing to CYP2C19,
which could be partly explained by the differences between the transcriptional regulation of the
two genes. Our results suggest that chronic alcohol consumption, chronic diseases, co-
medication with CYP2C19/CYP2D6 inhibitors and amoxicillin/clavulanic acid therapy could
lead to genotype-phenotype mismatches. CYP2C19*17 variant was associated with higher
CYP2C19 expression. Finally, we concluded, that neither CYP2C19 genotype nor CYP2C19
expression influenced clozapine metabolism, whereas CYP2D6 genotype and co-medication
with CYP2D6 inhibitors are the most important factors in aripiprazole pharmacokinetics, and
the significance of CYP3A4 and CYP3AS is negligible.
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12 FUGGELEK

23. tablazat. SNP kimutatashoz alkalmazott oligonukleotidok szekvenciai

CYP2C19*2 F
CYP2C19*2 R
CYP2C19*2 W
CYP2C19*2 M
CYP2C19*3 F
CYP2C19*3 R
CYP2C19*3 W
CYP2C19*3 M
CYP2C19*17 F
CYP2C19*17 R
CYP2C19*17 W
CYP2C19*17 M
CYP2C19*4 F
CYP2C19*4 R
CYP2C19*4 W
CYP2C19*4 M
CYP3A4*1B F
CYP3A4*1B R
CYP3A4*1B W
CYP3A4*1B M
CYP3A4*22 F
CYP3A4*22 R
CYP3A4*22 W
CYP3A4*22 M
CYP3A5*3 F
CYP3A5*3 R
CYP3A5*3 W
CYP3A5*3 M

Szekvencia 5'—3’

CTT AGATAT GCAATAATTTTCCCAC

GAA GCA ATC AAT AAAGTCCCG A
FAM-TGATTATTT CCC GGG AAC CCATAA C-BHQ1
CalRed610-TGATTATTT CCC AGG AAC CCA TAA C-BHQ2
AGATCAGCAATTTCT TAACTT GAT G

TGT ACT TCAGGG CTT GGT C

FAM-ACC CCC TGG ATC CAG G-BHQ1
CalRed610-ACC CCC TGA ATC CAG G-BHQ2
ATGAACAGGATGAATGTGGTAT
TCTTCTGATGCCCATCGT

FAM-TCT GTT CTC AAAGCATCT CTG ATG T-BHQ1
HEX-TCT GTT CTC AAAGTATCT CTG ATG T-BHQ1
CAA AGA GGC ACACACACTTA

CCA GAT TGA AAG GAG AAG CA

FAM-CAA GAG GAG AAG GCT TCA ATG GAT-BHQ1
HEX-CAA GAG GAG AAG GCT TCA GTG GAT-BHQ1
TCT GTAGGT GTG GCT TGT TG

AAG GGT TCT GGG TTCTTATCAG

HEX-TCG CCT CTCTCT TGC CCT TGT-BHQ1
FAM-TCG CCT CTC TCC TGC CCT TG-BHQ1

CAG AGG TAG GTC TAATTC AGT TCA
AGATCACCT TCT ATCACACTCC

FAM-ATC ACA CCC AGC GTA GGG C-BHQ1
HEX-ATC ACA CCC AGT GTA GGG CC-BHQ1

GAG AGT GGC ATA GGA GAT ACC

TGT ACG ACACACAGCAACC

FAM-TTT GTCTTT CAATAT CTC TTC CCT GT-BHQ1
CalRed610-TTT GTC TTT CAG TAT CTC TTC CCT GT-BHQ2
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Cv(nM)
300
300
100
200
300
300
100
200
300
300
100
200
400
400
200
200
300
300
200
100
400
400
200

50
300
300
100
200

Ta (°C)

60,5

58

58,5

61

62

62

60,5



Szekvencia 5'—3' Cv(nM) | Ta(°C)
CYP2D6*3 F TGG CAA GGT CCT ACG C 300
CYP2D6*3 R TCC ATC TCT GCC AGG AAG 300
CYP2D6*3W  FAM-CAC AGG ATG ACC TGG GAC C-BHQ1 100 00
CYP2D6*3 M CalRed610-CAC GGA TGA CCT GGG ACC-BHQ2 100
CYP2D6*4 F CTT CGC CAACCACTCC 300
CYP2D6*4 R GAT CACGTT GCT CACG 300
CYP2D6*4 M FAM-CCC CAA GAC GCC C-BHQ1 100 %
CYP2D6*4W  HEX-CCC CAG GAC GCC C-BHQ1 200
CYP2D6*6 F TCT CCG TGT CCACCT TG 300
CYP2D6*6 R GCG AAG GCG GC ACA 300
CYP2D6*6 W  FAM-GCT GGA GCA GTG GGT GAC-BHQ1 100 >
CYP2D6*6 M CalRed610-GCT GGA GCA GGG GTG AC-BHQ2 100
CYP2D6*10 F TGA GGC AGG TAT GGG GCT A 300
CYP2D6*10R  CAG GTT GCC CAG CCC 300
CYP2D6*10 W  FAM-GCA CGC TAC CCA CCA GGC-BHQ1 200 °
CYP2D6*10 M  CalRed610-GCA CGC TAC TCA CCA GGC-BHQ2 200
CYP2D6*41F TGGCTGACCTGTTCTCTGC 300
CYP2D6*41R  CCT GGT CAAGCC TGT GCT 300
CYP2D6*41W  FAM-GCC GAG GGA GGA AGG GTA CAG-BHQ1 100 .
CYP2D6*41 M  CalRed610-GCC GAG GGA GAA AGG GTA CAG-BHQ2 100

F: forward primer; R: reverz primer; W: vad proba; M: mutans proba; Cy: végkoncentracio; Ta: primer bekotési

homérséklet

24. tablazat. RT-PCR mérésekhez alkalmazott protokollok

Luminaris Probe gPCR MasterMix

Kapa Probe Fast gPCR

MasterMix
H"’"(i”cs)eklet 16 Ciklusszam @ Om(f,”cs)ekle’ 1d6
UDG elékezelés 50 2 perc 1 - -
Kezd6 denaturacio 95 10 perc 1 95 3 perc
Denaturacio 95 15 mp 50 95 3mp
Annellaci6/extenzié 55-65 60 mp 55-65 20 mp

Ciklusszam

1

50

UDG: Uracil-DNS Glikozilaz
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25. tablazat. mRNS expresszidé méréséhez alkalmazott oligonukleotidok szekvenciai

Szekvenciak 5'—3' Cv (nM)
GAPDHF AGCCACATCGCTCAGACAC 200
GAPDHR GCCCAATACGACCAAATCC 200
GAPDHP FAM-TGG GGA AGG TGA AGG TCG-BHQ1 150
3A4V2 F CCCACACCTCTGCCTT 200
3A4Vv2 R GAT CAT GTC AGG ATC TGT GAT 300
3A4Vv1P HEX-AGT ATG GAA AAG TGT GGG GCT T-BHQ1 200
2C19Vv2F ATCAGG ATT GTAAGCACCC 400
2C19v2R TTCTCC AAAATATCACTT TCC AT 400
2C19v2P HEX-CCACTATCATTGATT ATT TCC CGG-BHQ1 200

F: forward primer; R: reverz primer; W: vad proba; M: mutdns proba; Cy: végkoncentracio

26. tablazat. Aripiprazol mellett parhuzamosan alkalmazott hatdbanyagok pszichiatriai betegeknél

Aripiprazol mellett pirhuzamosan alkalmazott hatéanyagok

=] = g - c = =
Minta CYPZ,DG é % g_ § é éﬂ g« g g _§-
genotipus = K=} o° z =3 = = = S 2
¥ k= < & g > = g s
P8 *1/*4 + +
P9 *1/*1 + +
P19 *1/*4 + + + +
P48 *1/*4 + +
P49 *1/*1xN +
P67 *1/*1 +
P70 *3/*4 +
P90 *1/*10 +
P91 *1XN/*41 + +
P92 *1/*41 +
P95 *1/*1 +
P104 *1/*1 + +
P105 *1/*4 +
P106 *1/*1xN + + +
P113 *1/*4 +
P131 *1/*4 +
P163 *1/*1 + +
P184 *1/*1 +
P207 *1/*1 +
P213 *1/*1 + + + + +
P225 *1/*1 + +
P226 *1/*41 +
P233 *1/*1 +
P246 *1/*1 +
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Minta

P253
P258
P264
P271
pP272
P277
P278
P280
P283
P284
P285
P286
p287
P288
P289
P290
P291
P292
P293
P294
P295
P296
P297
P298
P299
P300
P301
P302
P303
P304
P305
P306
P307
P308
P309
P314
P315
P316
pP317
P318
P319
P320
P321
P322

CYP2D6
genotipus

*1/%1
*1/%4
*1/%4
*1/%41
*1/%41
*1/%1
*1/%41
*1/%1
*1/%4
*4/*41
*1/*1
*1/%1
*1/%4
*1/%4
*1/%41
*1/%4
*1/*1
*1/*5
*4%41
*1/%1
*1/%4
*1/%4
*1/%41
*1/*1
*1/%41
*1/*41
*1/*1
*1/%4
*1/%41
*3/%5
*1/*1
*1/*1
*4%5
*1/*1
*1/*1
*1/%4
*1/%1
*4]%4
*4/%10
*1/*1
*1/%1
*1/*5
*1/*3
*1/%4

Nincs

Klozapin

Haloperidol

Kvetiapin
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Risperidon

Klonazepam

Valproat

Lamotrigin

Propranolol

Metoprolol

Metformin



Minta

P323
P324
P325
P326
pP327
P328
P329
P332
P334
P335
pP337
P340
P341
P342
P343
P344
P345
P346
P347
P348
P350
P355
P357
P363
P368

CYP2D6
genotipus

*1/%4
*1/*1
*4/%10
*4/%4
*1/*1
*1/%5
*1/*1
*1/*1
*1/%4
*1/%4
*4/%4
*1/%1
*1/%1
*1/%4
*4/%4
*1/%4
*1/%41
*1/%1
*10/%10
*1/%41
*1/*1xN
*1/*1
*1/*1
*1/*41
*1/*1xN

Nincs

Klozapin

Haloperidol

Kvetiapin

+
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Risperidon

+

Klonazepam

Valproat

+

Lamotrigin

Propranolol

+

Metoprolol

Metformin
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I1. Nyilatkozatok
1. A doktori értekezés szerzdjeként

a) hozzajarulok, hogy a doktori fokozat megszerzését kovetden a doktori értekezésem €s a
tézisek nyilvanossagra keriilienek az ELTE Digitélis Intézményi Tudéstarban. Felhatalmazom
B i Doktori  Iskola  hivatalanak {igyintéz6jét
................................ hogy az értekezést és a téziseket feltdltse az ELTE Digitalis
Intézményi Tudéstarba, és ennek soran kitdltse a feltdltéshez sziikséges nyilatkozatokat.

b) kérem, hogy a mellékelt kérelemben részletezett szabadalmi, illetdleg oltalmi bejelentés
kozzétételéig a doktori értekezést ne bocsassék nyilvanossagra az Egyetemi Konyvtarban €s az
ELTE Digitalis Intézményi Tudéstarban;

¢) kérem, hogy a nemzetbiztonsagi okbol mindsitett adatot tartalmazé doktori értekezést a
mindsités (ddtum)-ig tartd idStartama alatt ne bocsdssak nyilvanossagra az Egyetemi
Ko6nyvtarban és az ELTE Digitalis Intézményi Tudastarban;

d) kérem, hogy a mii kiaddsara vonatkozé mellékelt kiado szerzodésre tekintettel a doktori
értekezést a konyv megjelenéséig ne bocsassak nyilvanossagra az Egyetemi Konyvtarban, €s
az ELTE Digitalis Intézményi Tudéstarban csak a konyv bibliografiai adatait tegyék kozz¢. Ha
a konyv a fokozatszerzést kovetdn egy évig nem jelenik meg, hozzajarulok, hogy a doktori
értekezésem és a tézisek nyilvanossagra keriiljenek az Egyetemi Konyvtarban €s az ELTE
Digitalis Intézményi Tudastarban.

2. A doktori értekezés szerzdjeként kijelentem, hogy

a) a ELTE Digitalis Intézményi Tudéstarba feltoltendé doktori értekezés és a tézisek sajat
eredeti, 6nalld szellemi munkam és legjobb tudoméasom szerint nem sértem vele senki szerzoi
jogait;

b) a doktori értekezés és a tézisek nyomtatott valtozatai és az elektronikus adathordozon
benyjtott tartalmak (szoveg és abrak) mindenben megegyeznek.

3. A doktori értekezés szerzojeként hozzajarulok a doktori értekezés és a tézisek szovegének
plagiumkeresd adatbazisba helyezéséhez és plagiumellendrzé vizsgalatok lefuttatasahoz.

Kelt: Budapest, 2019. majus 23.
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