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Roviditésjegyzek

ADH: alkohol dehidrogenaz

AFBL1: aflatoxin B1

BHQ: ,,black hole quencher”

Co: Cmin, mélykoncentracio (,,trough concentration”)

CAR: konstitutiv androsztan receptor

c¢DNS: RNS szekvenciara komplementer DNS szekvencia

Cq: kvantifikacios ciklus

CYP: citokrom P450 enzim

D: dozis

EDTA: etilén-diamin-tetraecetsav

FAM: fluoreszcein amidit

FDA: Amerikai Egyesiilt Allamok Elelmiszer és Gyogyszeriigyi hatosaga ,,U.S. Food and
Drug Administration”

GAPDH: glicerinaldehid 3-foszfat dehidrogenaz

GFR: glomerulus filtracios rata

HEX: hexakloro-fluoreszcein

IL: interleukin

KDIGO: ,,Kidney Disease Improving Global Outcome” globalis nonprofit organizaciod

Km: (Michaelis-Menten allando)

MDR1: multidrog rezisztencia fehérje 1 (P-glikoprotein)

miRNS: mikro RNS

mTOR: ,,mammalian target of rapamycin”

NADH: a-nikotinamid-adenin-dinukleotid

NADPH: a-nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat

NF-xB: nuklearis faktor kappa-B

OATP: szerves anion transzporter fehérje

OVSZ: Orszagos Vérellatd Szolgalat

PCR: polimeraz lancreakcid

P-gp: P-glikoprotein (multidrog rezisztencia fehérje 1)

PXR: pregnan X receptor

gPCR: kvantitativ PCR



RXR: retinoid X receptor

SD: szoras (standard deviation)

SNP: egypontos nukleotid polimorfizmus (,,single nucleotide polymorphism™)
TNF-a: tumor nekrozis faktor-a

Vmax: maximalis reakciosebesség



1 Bevezetés

Az élolények szamos modon kapcsolatba keriilhetnek testidegen anyagokkal,
ugynevezett xenobiotikumokkal (gyogyszerek, novényvédd szerek, tartositd szerek,
kornyezetszennyezd anyagok, stb.). Akar a 1€gkorbdl, élelmiszerekbdl vagy gyogyszer-
készitményekbdl szdrmaznak is a testidegen anyagok, az ¢l0 szervezet torekszik az
eltavolitasukra. Az evolicid soran minden ¢ldlényben kialakult egy metabolikus
rendszer, amely a xenobiotikumok lebontasaért és kitiritéséért felel [Handschin & Meyer
2003, Nakata et al. 2006, Sukhanov & Piruzyan 2010].

A betegek gyogyszeres terapiaja soran elsddleges szempont a kivant farmakoldgiai hatés
elérése mellett a karos mellékhatasok elkeriilése. A gyogyszerhatds elmaradédsa vagy a
mellékhatdsok kialakulasa napjainkban is komoly kihivasok elé¢ allitjak a
kezel6orvosokat. A terapids hatdshoz sziikséges dozisok egyénenként jelentds eltéréseket
mutathatnak, amely tobbek kozott fligg az adott szervezet gyogyszer-lebontod
képességétdl [Guengerich 2003, Guengerich 2006, Turner et al. 2015]. Az optimalis
gyogyszerhatés elérése érdekében nem elegendd a hatéanyagok hatasmechanizmusaval
foglalkozni (farmakodinamiis folyamatok), hanem elengedhetetlen a hatéanyagok
farmakokinetikai vizsgalata, illetve a betegek gyogyszer-metabolizald képességének
jellemzése, amely alapjat képezheti a személyre szabott gydgyszeres terapianak [Tucker
2017, Wilkinson 2005]. Dolgozatomban a gyogyszer-metabolizmusban mutatkozo

egyének kozti eltérésekkel fogok részletesebben foglalkozni.



2 lrodalmi attekintés

2.1 Gybgyszer-metabolizmus

A xenobiotikumok eltavolitasa a szervezetbdl tobbnyire a vesén keresztil a vizelettel,
vagy az epén keresztiil a széklettel torténik, azonban egyes anyagok exkrécidja nyallal,
verejtékkel, a kilélegzett levegbvel és az anyatejjel is bekovetkezik. A kivalasztast
gyakran (de nem minden esetben) enzimatikus atalakulas, a gyogyszer-lebont6 enzimek
altal végzett metabolizmus el6zi meg [Maddison et al. 2008, Taft 2009], amelyet mas
néven biotranszformacionak is neveziink. Az atalakulas soran a vegyliletek
vizoldékonysaga altalaban novekszik, a képz6dott metabolitok konnyebben kitiriilnek a
szervezetbdl. A biotranszformacid tobbnyire a farmakologiai hatds csokkenéséhez vagy
megsziinéséhez vezet, azonban képzddhet az anyavegyiilettel azonos hatasu, aktiv
metabolit is (erre kivalo példa a takrolimusz metabolizmusa) [Iwasaki 2007]. Van olyan
gyogyszer-vegylilet, amely nem, vagy csak kisebb mértékben rendelkezik terapias
hatassal a keletkezett metabolithoz viszonyitva (aktiv metabolit). Erre a folyamatra jo
példa a kodein enzimatikus aktivalasa (CYP2D6 enzim), melynek eredményeként jon
létre az erés analgetikus hatassal biré morfin [Zanger & Schwab 2013]. A jelenséget
bioaktivacionak nevezziik, a kiindulasi gyogyszer-vegyiiletet pedig ’prodrug’-nak
[Huttunen et al. 2011]. A xenobiotikumok bioaktivacidjanak kovetkeztében azonban
farmakologiai szempontbol nézve nemcsak aktiv metabolitok, hanem karos anyagok (pl.
citotoxikus vagy karcinogén molekulék) is képzddhetnek. Az egyik ismert példa a 14z és
fajdalomcsillapitd paracetamol vagy mas néven acetaminofen, melynek tuladagolasa
esetén a CYP (citokrom P450) enzimek aktivitasanak koszonhet6en keletkezd reaktiv
metabolit, az N-acetil-p-benzokinonimin (NAPQI) a semlegesit6 konjugacios kofaktorok
deplécioja kovetkeztében a fehérjék -SH csoportjaihoz kovalensen kotodik, ezzel pedig a
sejtek - elsdsorban a hepatocitak karosodasat okozza [Hazai et al. 2002]. A bioaktivacio
karcinogén folyamatokat indukal6 mechanizmusara egy nevezetes példa a gabonaféléken
eléforduld mikotoxin, a prokarcinogén aflatoxin B1 (AFB1). A féleg a CYP3A4 enzim
altal katalizalt AFB1 exo 7,8-epoxidacidja komoly kromoszomalis karosodast
eredményezhet az exo epoxid reaktiv DNS kotése €s interkalacidja miatt [Guengerich
2006, Zhou et al. 2009].

A xenobiotikum metabolizmus kémiai reakcioit a szakirodalom klasszikusan két tipusba

sorolja. Az un. Fazis I tipusu reakcidk (oxidacio, hidrolizis, redukcio) a szervezetbe jutod



idegen anyagok polaritasat fokozzak, ezzel az anyagok vizoldékonysaga is novekszik,
mely a kitirtilést segiti el6. A Fazis II reakciok soran a vegytiletek, vagy gyakran a mar
elézetesen polarosabba valt metabolitok konjugacios reakcioi (pl. gliikuronidacio,
glutation-, szulfat-konjugaci6é, metilacio, N-acetilacio, aminosav konjugacid stb.)
jatszodnak le [Leucuta & Vlase 2006, Wilkinson 2005]. A polarosabba valt termékek mar
konnyebben kijutnak a sejtbdl, igy a szervezetbdl valo kiiiriilésiik gyorsabban végbe
mehet. A sejtekbdl transzporter fehérjéken keresztiil torténd *efflux’ anyagaramlast egyes
szerzOk Fazis III folyamatoknak nevezik [Nakata et al. 2006]. A harom fazisa
megkozelitést még egy un. ,,0.” fazissal, az ,,uptake” transzporttal kiegészitve egy 4
fazisbol allo atfogo anyagforgalmi képet kapunk a sejtek anyagfelvételétdl a kiiiriiléséig
[Doring & Petzinger 2014] (1. 4bra).
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1. Abra Xenobiotikumok (gyogyszerek és egyéb kémiai anyagok) metabolizmusanak és
kilirtilésének vazlata. Az abra egy hepatocita vazlatos megjelenitésével mutatja be a xenobiotikum
elimindci6 1épéseit. OATP: szerves anion transzporter fehérje, CYP: citokrom P450, FMO: flavin
monooxigenaz, MAQO: monoamin-oxiddz, ADH: alkohol dehidrogendaz, MRP2: multidrog
rezisztencidhoz tarsulo fehérje 2, MDR1: P-glikoprotein/ multidrog rezisztencia fehérje 1. Doring
¢és Petzinger abraja alapjan [Doring & Petzinger 2014]



2.2 CYP enzimek

2.2.1 CYP enzimek altaldnos bemutatisa

A Fazis I reakciokban résztvevé enzimek (CYP enzimek, flavin monooxigenazok,
monoamin oxidazok, alkohol dehidrogendzok, aldehid dehidrogendzok, epoxid
hidrolazok stb.) kozil a CYP enzimcsalad szerepe a legjelentésebb a gybdgyszer-
metabolizmusban (2. abra) [Nakata et al. 2006, Wienkers & Heath 2005, Wilkinson
2005].
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2. Abra A 200 leggyakrabban felirt gyogyszer eliminacioja (2002-gs adat), A: eliminacios utak,
B: Metabolizmust katalizal6é enzim (szuper) csaladok, C: CYP fiiggd metabolizmus megoszlasa
az egyes enzimek kozt. Wienkers és Heath abraja alapjan [Wienkers & Heath 2005]

A CYP enzimcsalad a mult szazad kdzepén a hatdanyagok metabolizmus vizsgélatainak
koszonhetden keriilt be a kutatasok latoterébe. El@szor patkany és sertés majbol izolalt
mikroszoma frakciokbol irtak le, mint elkiiloniilé pigment (P) frakciot, [Garfinkel 1958,
Klingenberg 1958]. Ezt a frakciét néhany évvel késébb mar P450 névvel emliti a
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szakirodalom a redukalt enzimfehérje CO-dal képzett komplexének 450 nm-es
fényelnyelési maximuma alapjan [Omura & Sato 1962]. A ,,Cytochrome” és a P450
jelolésekbdl alakult ki a napjainkban altalanosan hasznalt CYP rovidités. Az egyes CYP
enzimeket az aminosav szekvenciajuk homologidja alapjan osztalyozzak. Fészabaly
alapjan a legalabb 40% szekvencia azonossaggal rendelkezd enzimeket egy csaladba
soroljuk és a CYP rovidités utan arab szammal jeldljiik (pl. CYP2), 55%-0s homoldgia
felett pedig az enzimek egy alcsaladba tartoznak és nagy betiivel jeloljik (pl. CYP2C)
[Nelson 2006]. Végiil az utolsé szammal az adott enzimet jelezziik (pl. CYP2C9).

A CYP enzim szupercsalad széles korben elterjedt az egész €él6vilagban, az él61ények
mind az 5 f6 rendszertani csoportjaban (orszagaban) megtalalhatok. A CYP gének szama
akar tobb szazszoros kiilonbséget is mutathat a fajok kozott, példdul mig a hasado
¢lesztdgomba (Schizosaccharomyces pombe) genomja 2, a hazi egér (Mus musculus)
genomja 103, addig a szdjabab (Glycine max) genomja 332 CYP gént tartalmaz. A human
genom 18 CYP enzimcsaladja 57 CYP fehérje kddold gént és 65 pszeudogént tartalmaz
[Nelson 2009, Nelson et al. 2013, Nelson & Nebert 2018]. Az eukariota CYP enzimek
tulnyomo tobbsége membranhoz kétddve a sima felszinii endoplazmatikus retikulumban,
valamint a mitokondriumban talalhato. A human xenobiotikum/gydgyszer
metabolizmusban elsdsorban a CYP1, CYP2 és CYP3 enzimcsalad tagjai vesznek részt
[Almazroo et al. 2017, Nelson & Nebert 2018]. Emberben a CYP enzimek altal katalizalt
metabolizmus f6leg a majban, valamint a vékonybél falaban zajlik, azonban a tiidoben,
agyban ¢s a vesében is fejezOdnek ki gyogyszer-metabolizaldo CYP-ek szamottevd
mennyiségben [Almazroo et al. 2017, Wilkinson 2005]. A majban legnagyobb mértékben
a CYP3A4, CYP2C9, CYP2EI és a CYP1A2 enzimek expresszalédnak (3. ébra). A
CYP3A4, CYP2C9 és CYP1A2 enzim nemcsak a magas expresszio miatt, hanem széles
szubsztrat specificitdsuknak koszonhetden is kiemelkedd szerepet jatszik a gyogyszer
metabolizmusban [Achour et al. 2014, Zanger & Schwab 2013]. A CYP2D6 és CYP2C19
enzim is meghatarozd szerepet tolt be a gyogyszer-metabolizmusban annak ellenére,

hogy a majban igen alacsony koncentracidoban (2-3%) expresszalodnak.

11



0,713

CYP3A CYP2E1 CYP1A2 CYP2A6 CYP2B6 CYP2D6 CYP4F2 CYP2C19
CYP2)2 egyéb

3. Abra. CYP enzimek szazalékos aranya a human majban (A) és a vékonybélben (B). Achour
és munkatarsai, valamint Paine és munkatarsai publikacioi alapjan [Achour et al. 2014, Paine et
al. 2006]

A CYP enzimek emldsokben kiilondsen sokrétii szerepet toltenek be az endogén oxidativ,
peroxidativ és reduktiv folyamatok katalizalasaval; részt vesznek példaul a koleszterin és
a tromboxdn Az, valamint zsirsavak, szteroidok, retinoidok, vitamin szarmazékok,
epesavak, porfirinek, prosztaciklinek, eikozanoidok ¢és egyéb lipidmediatorok
metabolizmusaban is. A CYP enzimek azonban nemcsak endogén komponensek
atalakitasaban jatszanak szerepet, hanem a testidegen vegyi anyagokat is atalakitjak -
beleértve a gydgyszereket, novényvédd szereket, taplalékkiegészitoket, szamtalan
kornyezeti szennyezd anyagot, természetes novényi termékeket, s6t még a bél
mikrobiomjabol szarmazo bakterialis metabolitokat is [Nelson & Nebert 2018]. A

specifikusan CYP génekre vonatkozd repozitoriumot a https://drnelson.uthsc.edu/

weboldalon lehet elérni.

12


https://drnelson.uthsc.edu/

2.2.2 CYP enzimek szerkezete, miikodése

Eddigi ismereteink szerint a CYP enzimek szerkezete meglehetésen konzervativ,
valamint az enzimcsalad egyediségét tamasztja ala, hogy nincs olyan, hemet nem
tartalmazé enzim, mely hasonlé konformacioval rendelkezne, mint a CYP enzimek. A
polipeptid legkonzervativabb részei az enzim aktiv helyénél, a hem prosztetikus csoport
koriil elhelyezkedé masodlagos fehérjeszerkezettel rendelkez6 szakaszok [Poulos &
Johnson 2015]. A CYP enzimeket a természet legsokoldalibb biokatalizatorainak
tekintik, a leggyakoribb CYP katalizalt reakciotipus az oxidacio; a CYP enzimek tobb
mint 20 kiilonb6z0 tipust kémiai oxidacids reakcioban vesznek részt, beleértve az aromas
¢s alifas hidroxilezést, az epoxid képzddést, a dekarboxilezést, az N- O- és S-dealkilaciot,
N- és S-oxidéciot. Az oxidacids reakciokon tul redukcids reakciok katalizalasaban is
vesznek részt CYP enzimek. JO példa ez utobbira az antikonvulziv klonazepam
enzimatikus nitroredukcidja, mely soran primer metabolitként 7-aminoklonazepam
keletkezik [Li et al. 2020, Munakata & Tsuchiya 2008]. A CYP enzimek Sszubsztrat
specifitisa meglehetdsen széles, azaz egy enzim tobb kiilonb6zé szubsztratot képes
atalakitani és tobbféle reakciot is képes katalizalni, illetve atfedd, vagyis egy adott
reakciot tobb kiilonbozé CYP enzim is katalizalhat [Zanger et al. 2008].

A CYP enzimek mikodéséhez sziikség van molekularis oxigénre, NADPH-ra
(a-nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat), valamint az elektrontranszportot biztositd
NADPH-citokrom  P450-oxidoreduktazra. Egyes CYP enzimek NADH-rol
(a-nikotinamid-adenin-dinukleotid) a NADH-citokrom b5 reduktaz, valamint a citokrom
b5 enzimen keresztiil is képesek elektront fogadni [Hannemann et al. 2007, Li et al. 2020].
Az 4ltalanos reakcid séma alapjan a szubsztrat eldszor a CYP enzim nyugalmi allapota
ferri (Fe*") ionjahoz poziciondlodik, ezzel a 1épéssel kiszoritva az aktiv helyen 1évé
vizmolekulat. A szubsztrat bekdtédése megkonnyiti a ferri vas Fe?* (ferro) vassé torténd
redukcigjat. Az elektron-atmenetet a NADPH-r61 a NADPH-citokrom P450-
oxidoreduktaz biztositja, a redukci6 pedig mar lehetdvé teszi a molekularis oxigén vashoz
vald kotodeését. Ezt kovetden egy masodik elektron felvétel redukalja a dioxigén ferro
atmeneti allapotot, melyet a vashoz nem k6t6dott oxigén atom proton felvétele kovet, igy
a molekularis oxigén egyik atomja viz formdjaban tavozik. A kovetkezd lépések sordn a

molekularis oxigén masik atomja beépiil a szubsztratba, felszabadul a hidroxilalt termék
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¢és egy viz molekula koordinacidjaval az enzim visszanyeri nyugalmi allapotat [Li et al.

2020, Shebley et al. 2009].

2.3 A human CYP enzimaktivitast befolyasolo tényezdk

Az emberi gyogyszer-metabolizmus nagy egyéni (inter- és intra-individualis) variabilitast
mutat, mely tobb tényezoére vezethetd vissza: a genetikai polimorfizmus mellett a nem-
genetikai faktoroknak koszonhetd enzim expresszid valtozas (indukcid/szuppresszio),
valamint a kdzvetleniil az enzimfehérjét befolyasold gatlo mechanizmusok is jelentdsen
befolyasolhatjak a gyodgyszer-metabolizald képességet [Klomp et al. 2020, Song et al.
2021]. Az egyes enzimek expresszidjanak mértéke sok esetben nagysagrendi eltéréseket
mutathat idében egy egyénen beliil, vagy az egyének kozott [Zanger & Schwab 2013,
Zanger et al. 2008].

2.3.1 A human CYP gének polimorfizmusa

A gydgyszer-metabolizal kapacitdsban mutatkozo interindividudlis kiilonbségek szamos
esetben a nagyfoku genetikai polimorfizmusra vezetheték vissza. A CYP gének
leggyakrabban pontmutaciot, mas néven SNP-t (egypontos nukleotid polimorfizmus
/”Single Nucleotide Polimorphism”) hordoznak, amely egy bazis kicserélodését vagy
deléciojat/inszerciojat jelenti. A muticio a genetikai kod degeneraltsdga miatt sokszor
nem manifesztalodik a fenotipusban [Martiny & Miteva 2013, Zhou et al. 2009],
esetenként azonban csokkent enzim aktivitashoz, illetve teljes enzimhidnyhoz, vagy
fokozott expresszidohoz, ezaltal pedig emelkedett enzimaktivitashoz is vezethet. Az
inszercid és delécio szerencsés esetben csak aminosav kiesést, vagy extra beépiilést okoz
a polipeptid lancban, egy esetleges frameshift mutacié azonban az enzim vagy funkcioja
teljes hianyat is okozhatja (1. tablazat). Az egyes gének teljes hidnya vagy
tobbszorozodése (multiplikacidja) fontos fenotipusbeli kiilonségek forrasa lehet [Meyer
2004, Zanger & Schwab 2013, Zhou et al. 2009]. Bizonyos CYP enzimek (pl. CYP2D6,
CYP2C19) az emberben oly nagymértékben polimorf megjelenésiiek, hogy kiilon
gyogyszertervezési feladat olyan hatéanyagok bevezetése, melyek ezen polimorf CYP
enzimekt6l fiiggetleniil, vagy csak részben rajtuk keresztiil metabolizalodnak [Bienfait et
al. 2021, Guengerich 2003]. Erdekes és egyben klinikailag jelentds eloszlas figyelhetd
meg a fontos gyogyszer-metabolizald szereppel bird enzim, a CYP3AS5 két
legelterjedtebb allélvariansa a CYP3A5*1 és a CYP3A5*3 kozt.
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Az allél-gyakorisdgokban igen markans foldrajzi-demografiai eltérés rajzolodik ki. Az
Osinek tartott, vad allélnak nevezett CYP3A5*1 szekvencia az afrikai kontinens szub-
szaharai részén, illetve az afroamerikai szarmazast populéciokban uralkodé allél-
gyakorisaggal rendelkezik. A jelenség hatterében valdsziniileg a CYP3AS5 enzim kortizol
metabolizmusban bet6ltott szerepe allhat, ugyanis a kortizol részt vesz a vese so és
vizvisszatartasanak szabalyzasaban, melynek a forrd éghajlati viszonyok kozt kitlintetett
jelentdsége van. A vilag tobbi részén a funkcidvesztdé mutacidt kodold CYP3A5*3 allél
az elterjedtebb, legnagyobb allél-frekvenciaval az eurdpai populacié rendelkezik,
melyben szinte mar rogziilt a polimorfizmus [Bains 2013, Bains et al. 2013]. Egy 2017-
ben publikalt, populacié szintli szekvenaldsi adatokat feldolgozd metaanalizis a
kiilonb6z6 populaciok CYP3A5*3 allél-frekvenciajara vonatkozoan az alabbi értékeket
kozolte: kaukazusi: 94,3%, afrikai: 18%, kelet-azsiai: 71,3%, dél-azsiai: 66,8%, és
(heterogén) amerikai: 79,7 % [Zhou et al. 2017]. A gyogyszertervezésen feliil a klinikai
gyakorlatba is beépiilt a terapids szempontbol jelentds genetikai variansok
figyelembevétele a gyogyszeres kezelések soran. A CYP enzimek meghatarozo
gyogyszer-metabolizald szerepét és ezzel egyiitt az enzimekre jellemzdé nagyfoki
polimorfizmus klinikai jelentdségét jol illusztralja az Amerikai Egyesiilt Allamok
Elelmiszer és Gyogyszeriigyi Hatésaga (FDA) altal rogzitett adatbazis

(https://www.fda.gov/drugs/science-and-research-drugs/table-pharmacogenomic-

biomarkers-drug-labeling), mely 2015-ben még csak 157 farmakogenetikai biomarker

alapu ajanlast tartalmazott, melynek kozel 40%-a CYP génekre vonatkozott [Fujikura et
al. 2015]. Napjainkban ez az adatbazis mar 457 gyogyszer-alkalmazasi ajanlast tartalmaz,

melynek tobb mint 25%-a CYP enzimekkel kapcsolatos.
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1. Tablazat Néhany, klinikai kovetkezményekkel jaré6 CYP polimorfizmus. Az enzim neve utan
lathaté * motivum és az azt kovetd szam az allélvaridns azonositdja. A vad tipusként
szamontartott szekvencia a ,,*1” jelzést viseli. Zanger és Schwab kozleménye alapjan [Zanger &
Schwab 2013]

Allélvarians Mutacié Transzkripciora | Allél-gyakorisag | Funkcionalis hatas
pozicidja és transzlaciora az europai
(azonositoja) | gyakorolt hatas populaciéban
3608C>T csokkent enzim
* —170,
CYP2co=2 (rs1799853) R144C 10-17% aktivitas
42614A>C erésen csokkent
* 0
CYP2C9”3 (rs1057910) 1359L 6% enzim aktivitas
19154G>A | intron kivagodasi . .
* -1H0,
CYP2C19*2 (rs4244285) defektus 6-15% ninecs expresszio
17948G>A . .
* _10 7
CYP2C19*3 (rs4986893) W212X 0-1% nincs expresszio
CYP2D6*1xn | rekombinécié gen 1-9% fokozott expresszio
multiplikacio ¢s aktivitds
olvasasi keret
CYP2D6*3 2549delA eltolodas ~1% nincs expresszio
(rs35742686) .
(frameshift)
1846G>A | intron kivagodasi . .,
* -250,
CYP2D6*4 (53892097 defektus 15-25% nincs expressziod
CYP2D6*5 | rekombinacio gén delécio 3-6% nincs expresszio
olvasasi keret
cyp2pe*s | ,L707delT eltolodas ~1% nincs expresszi6
(rs5030655) .
(frameshift)
6986A>G | intron kivagodasi nincs enzim
* -970
CYP3AS™3 | (15776746) deffektus 88-97% aktivitas

2.3.2 A human CYP enzim expresszio indukcidja

A CYP enzimek genetikai polimorfizmusa csak részben ad magyarazatot a gyogyszer-
metabolizmusban mutatkozo egyéni kiilonbségekre. A CYP gének transzkripcidjanak
indukcioja, szuppresszidja vagy a CYP enzimek gatlasa (mitkddésének csokkenése vagy
megsziinése) metabolikus gyogyszer-interakciot eredményez. A CYP  gének
kifejez6dését szamos folyamat egymasra hatdsa szabalyozza, melyek lehetnek kiilsé
(gyogyszeres kezelés, alkoholfogyasztas, dohanyzas), illetve belsé tényezok is (nem,
¢letkor, hormonalis allapot, betegségek). Az expresszid és/vagy az aktivitds valtozasa igy
a CYP genotipus fenokonverzidjahoz vezet [Klomp et al. 2020, Shah & Smith 2015].

Indukcié hatisara novekszik a CYP enzimek expresszioja, melynek kovetkeztében az
enzimszint, valamint az enzimaktivitas is megnovekedik. Xenobiotikumok, vagy egyes

endogén anyagok (pl. hormonok) hatasara bekovetkezd fokozott CYP gén transzkripcid
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receptor-fiiggd folyamat, valamely nuklearis receptor aktivacidjaval jon 1étre. A nuklearis
receptor alaphelyzetben a citoszolban taladlhatd fehérjékkel asszocidltan, az asszocialt
fehérjék megakadalyozzak a receptor sejtmagba torténd belépését. Ha induktor jelenik
meg a sejtben, kozvetlentil kotddik a receptorhoz vagy szignal transzdukcidval aktivalja
azt, mely igy belép a sejtmagba. A nuklearis receptor a sejtmagban a megfeleld

crer

nukledris receptor felismerd helyre indukalva ezzel a CYP gén transzkripciojat (4. dbra)

[Honkakoski et al. 2003, Monostory & Pascussi 2008].

nuklearis CYP mRNS transzkripcié
receptor
2\
5 3
xenobiotikum érzékeny —_ 5
3'

4. Abra. Nuklearis receptorok szerepe a CYP indukcidban. A rézsaszin csillag a nuklearis
receptorhoz kotott xenobiotikum ligandot jelzi. Tamasi és munkatarsai abraja alapjan [Tamasi et
al. 2003]

Szamos, a CYP1-3 csaladba tartozo gén atirodasat befolyasoljak a nuklearis receptorok.
Az alabbiakban (2. tablazat) néhany példaval bemutatom, hogy az egyes CYP gének

expressziojanak szabalyzasdban mely receptorok toltenek be kulcsszerepet.

2. Tabldzat Néhany, a drog metabolizmus szempontjabol fontos nuklearis receptor és az altaluk
szabalyozott CYP gének. Monostory és Pascussi kézleménye alapjan [Monostory & Pascussi
2008].

CYP expressziot szabalyozé receptor célgén
AhR (Aromas szénhidrogén Receptor) CYP1Al, CYP1A2, CYP1B1
PXR (Pregnan X Receptor) CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19, CYP3A4
CAR (Konstitutiv Androsztan Receptor) CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19, CYP3A4
GR (Gliikokortikoid Receptor) CYP2C9, CYP2C19, CYP3A4

Az tn. CYP indukcids valasz gydgyszer-interakciok kovetkeztében alakulhat ki és

befolyasolhatja a CYP fliggd gydgyszer-metabolizmust, ezzel pedig hatast gyakorol a
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gyogyszerek farmakokinetikai és toxikologai viselkedésére. A gyogyszeres kezelés soran
emelkedett CYP enzimszintek kovetkeztében az adott gyodgyszer metabolizmusa
fokozodik, emiatt eléfordulhat, hogy a vérszint nem éri el a terapids koncentracio
tartomanyt és a vart gyogyszerhatas elmarad. Vagy épp ellenkezdleg, prodrug
hatéanyagok alkalmazésa esetén a CYP indukcio miatt bekovetkezd gydgyszer interakciod
fokozott gyogyszerhatast, mellékhatasokat is eredményezhet. Ilyen esetekben az adott
gyogyszer dozisat modositani kell, a vérszint rendszeres monitorozasa pedig segithet a
megfelelé dozis beallitasaban [Hukkanen 2012, Jiang et al. 2012, Tompkins & Wallace
2007]. Egy klasszikus példa az enzim indukcid okozta klinikai problémara az orbancfii
készitmények, valamint a kalcineurin inhibitor ciklosporin és takrolimusz hatéanyagok
interakcidja. Az orbancfii készitmények fogyasztasa a CYP3A4 enzim és a P-glikoprotein
(P-gp) efflux transzporter indukciojahoz vezet, amelynek hatasara a kalcineurin
inhibitorok felszivodasa a bélbodl csokken, valamint a majban torténé metabolizmusa
fokozodik. Az indukcid kovetkeztében a graft miikkddés szempontjabdl esszencidlis
immunszuppresszans hatbanyag vérszintje lecsokken, melynek kritikus kdvetkezményei
(a beliltetett szerv kilok6dése) lehetnek [Borrelli & 1zzo 2009]. Az enzimindukcid
altalaban késleltetett hatasu, dozis fliggd folyamat és az indukcios hatas is lassan szlinik
meg az induktor vegyiilet eliminacidja utdn, hiszen enzimfehérje szintézis, illetve

lebomlas jatszodik le [Hukkanen 2012, Tompkins & Wallace 2007].
2.3.3 A human CYP enzim expresszid szuppresszioja

Az emberi gének szabalyzasaban, az indukcié mellett az expresszid aktiv csokkentése
(szuppresszid) is alapvetd szerepet tolt be. Egy jo példa erre a gyulladasi folyamatok
eredményeképp csokkené6 CYP3A4 mRNS transzkripcié. Inflammatorikus folyamatok
soran lipopoliszacharid (LPS) expozicié és/vagy TNF-a (tumor nekrozis faktor-o)
felszabadulas kovetkeztében megnd az NF-kB (nuklearis faktor kappa-B) expresszidja.
Egy 2006-os tanulmanyban kimutattdk, hogy a fokozott expressziét mutatdé NF-xB
megbontani az aktiv heterodimer nuklearis receptor PXR-RXR komplexet, mely igy nem
képes a célgének (pl. CYP3A4) transzkripcojanak aktivalasara, a folyamat ereddjeként
tehat a célgének szuppresszidja valosul meg [Gu et al. 2006]. Epigenetikai hatasok is,
mint példaul a mikro RNS-ek (miRNS) is csokkenthetik a CYP gének expresszidjat akar

kozvetleniil vagy kozvetetten. Direkt mechanizmus esetén a miRNS-ek a CYP gének
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csokkenését eredményezve (pl. CYP3A4: miRNA-27b, PXR receptor gén/NR1I2:
miR-148a) [Kim et al. 2014]. Az in vitro és in vivo rendszerben is leirt, inflammatorikus
citokinek (pl.: IL-6) altal kozvetitett CYP3A szuppressziot a Megbeszélés rész 6.2
alfejezetében a 75. oldalon fogom részletesebben targyalni [Dickmann et al. 2012,
Enokiya et al. 2021].

2.3.4 A human CYP enzimek gatlasa

A Klinikai alkalmazas és a gyogyszer-fejlesztés soran is 1ényeges feltarni a gyogyszer-
hatéanyagok CYP enzim gatld sajatsagait. Azéltal, hogy egy gyodgyszer-hatbanyag
csokkenti a gyogyszer-metabolizdldo CYP enzimek aktivitdsit, a nem-kivant
mellékhatasok fokozott megjelenését, esetenként komoly egészségkarosodast okozhat.
Szemben az enzimindukcidval, az enzimgatlas azonnal éreztetheti hatasat, ugyanis
kozvetleniil az enzimfehérje mitkodését befolyasolja. A gyogyszer-vegyiileteken kiviil a
taplalékkal, valamint egyéb gydgyészati szerek alkalmazidsa sordn keriilhetnek a
szervezetbe specifikus CYP gétldo molekuldk. CYP enzim inhibitor vegytiletek talalhatok
példaul a grépfratban (Citrus x paradisi), melyek jelenléte nagyban befolyasolhatja a
klinikai gyogyszeres terapia kimenetelét (CYP3A4 gatlas: 6'-7'-dihidroxibergamottin,
bergamottin) [Girennavar et al. 2007, Seden et al. 2010].

Az enzimkatalizis gatlasanak két alapvetden kiilonb6zd modja 1étezik: a reverzibilis és az
irreverzibilis gatlas. A reverzibilis gatlds egyik valtozata a kompetitiv gatlds, amelynek
soran a szubsztratok versengenek az enzim aktiv helyéért. A reakcidoban részt vevo
anyagok metabolizmuséanak sebességét az egyes szubsztratok koncentracidja, valamint az
enzim aktivhelyéhez valo kotddés erdssége hatarozza meg. Kompetitiv gatlas esetén a
Vmax (maximalis reakcidsebesség) nem valtozik csak a Km (Michaelis-Menten allando)
érvényre. Reverzibilis nem-kompetitiv gatlas soran a gatldoszer nem a katalitikus helyhez
kotédik, hanem egy masik pozicioban, allosztérikus modon konformécid valtozast
indukal az aktiv helyen, ezaltal csokkentve a szubsztrat termékké alakulasanak
sebességét. A nem-kompetitiv gatlas soran hosszan tartd inhibicié és Vmax csokkenés

figyelheté meg, a Km nem véltozik, tehat a szubsztrat koncentracid novelésével sem nd
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a reakcio katalizis sebessége [Deodhar et al. 2020, Pelkonen et al. 1998]. CYP katalizis
nem-kompetitiv gatlasara j6 példa a piperin CYP3A4 enzimre gyakorolt hatasa [Volak et
al. 2008], valamint a fluvoxamin CYP2C19 enzimre gyakorolt gatlasa. A kompetitiv és a
nem-kompetitiv gatlo tulajdonsagok természetesen egyszerre is jellemezhetnek (kevert
gatlas), er6sebb gatld hatast kivaltva mint kilon-kiilon (pl: a CYP3A enzimek
ketokonazolal torténd kevert gatlasa) [Deodhar et al. 2020].

A reverzibilis tipusu gatlasokon tal az id6 filiggd, vagy mechanizmus alapti gatlasok
jatszanak fontos szerepet a CYP enzimek mikodésében. A gatloszer vagy annak
metabolitja kovalensen kotddhet az enzimhez hosszan tartd gatlast okozva. Az id6 fiiggd
gatlasok sordn a szubsztrat atalakulas sebességével parhuzamosan a gatolt enzimek
aranya is novekszik, mely egy id6 utan plato fazisba ér (maximalis gatoltsag) [Lin & Lu
1998, Riley et al. 2007]. A szakirodalom ,,kvazi irreverzibilis gatlasként” emliti a katalizis
soran keletkezd, anyagcseretermék komplexek (MIC=metabolite intermediate complex)
erds kotodését az enzim katalitikus helyének kozelében, mely ugyan nem jelent végleges
kovalens kapcsolatot, de fiziologids koriilmények kozt szinte teljesen inaktivalja az
enzimet. A gatldo koztitermék jelenségre klasszikus példaként emlitheté a makrolid
antibiotikum eritromicin és klaritromicin kotédése a CYP3A4 enzim aktiv helyéhez
[Deodhar et al. 2020, Lin & Lu 1998]. A mechanizmus alapt gatlas masik formaja a
ténylegesen irreverzibilis gatlas, mas néven ,,0ngyilkos szubsztrat” okozta gatlas. Az
irreverzibilis gatlashoz vezetd reakcioban, a katalizis eredményeként egy reaktiv
koztitermék keletkezik, mely erés kovalens kotéseket képez az enzimmel. A kovalens
kotések 1étrejotte miatt az enzim konformacios szerkezete megvaltozik, igy az enzim
szerkezetileg és funkciondlisan is sériil. Valddi irreverzibilis gatlasra példa az
esomeprazol CYP2C19 enzim gatlasa [Deodhar et al. 2020].

A reverzibilis és az irreverzibilis gatlasok 6sszehasonlitasaként elmondhato, hogy a
reverzibilis gatlasok esetén a gatlas addig tart, amig a gatloszer jelen van, tehat a gatloszer
visszavonasa, eliminacidja utan az enzim ,,regeneralodik”. Irreverzibilis gatlas esetében
viszont 1j, idéigényesebb de novo fehérjeszintézisre van sziikség az enzimaktivitas
visszaallitasahoz. A gydgyszeres terdpidk sordn fellépd mechanizmus alap gatlasok
(dozirozastol fiiggden) igencsak nagy kihivast jelentenek mind a klinikusok mind pedig
a betegek szamara [Lin & Lu 1998].
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2.4 A gybgyszer-metabolizmus és a CYP enzimek jelentésége a klinikali
gyakorlatban

2.4.1 CYP enzim expresszi6 €s aktivitas jelentdsége végstadiumu vesebetegség esetén
A f61d népességének koriilbeliil egy tizede kronikus vesebetegséggel €l egyiitt [Bikbov et
al. 2020, Jha et al. 2013], ezt az aranyt inkabb feliilr6l kozelitik az eurdpai adatok, ahol a
regionalis viszonyok fiiggvényében 4,1% ¢és 25,5% kozt mozog a vesebetegséggel €16k
részaranya [Hill et al. 2016, Stel et al. 2017]. Az curdpai kontinensre vonatkoz6 2018-as
jelentés szerint a kronikus vesebetegek 0,1-0,2%-a végstadiumu veseelégtelenségben
szenved [Kramer et al. 2021]. A végstadiumu vesebetegség egy irreverzibilis allapot,
amivel a glomerulus filtracios rata drasztikus csokkenése és gyakran proteinuria is jar
[Stevens & Levin 2013]. A kronikus vesebetegség jelenleg globalisan hasznalt
meghatarozasa a KDIGO (’Kidney Disease Improving Global Outcome’) 2012-es
iranyelvein (Clinical Practice Guideline for the Evaluation and Management of Chronic
Kidney Disease) alapul. Az iranyelv alapjan a kronikus vesebetegség definicidja: a vese
struktirdjanak vagy mitkddésének rendellenessége, amely legalabb 3 hénapja fennall,
egészségiigyi kovetkezményeket okozva. A glomerulus filtracios rata (GFR) csokkenését
kivaltd okok, a fennallo idétartam és az albuminuria mértékének figyelembevétele a
megfeleld prognozis kialakitasdhoz kiilondsen fontos. Legalabb 3 honapja fennéallo 60
mL/percnél alacsonyabb 1,73 m? testfeliiletre viszonyitott GFR esetén mar az egyéb
vesekarosodast jelzd markerek jelenlététol/meértekétdl fiiggetleniil megallapitand6 a
krénikus vesekarosodds fennallasa. A ,,KDIGO” utmutaté a kronikus vesebetegség ot
stadiumat allapitja meg a beteg GFR-kapacitdsa alapjan. Az utolsd, legrosszabb
veseparaméterekkel rendelkezd fazist (G5) nevezik veseelégtelenségnek, ahol a GFR
alacsonyabb, mint 15 ml/perc 1,73 m? testfeliiletre viszonyitva [Stevens & Levin 2013].

A veseelégtelenségben szenvedd betegeknél vese-potld kezelésre van sziikség, ami
dializist vagy a vese atiiltetését foglalja magéaba. Ez utdbbi természetesen csak abban az
esetben, ha nem varhat6 végzetes kimenetel a miitéti beavatkozas kovetkeztében. Habar
hosszutavon a vesetranszplantacidé a vese-potld terapia optimalis modja mind a
veseelégtelenség kialakuldsa utani tulélés, mind pedig az egészségiigyi ellatorendszerre
gyakorolt terhelés szempontjabol, vilagszinten a betegek tobbsége mégis csak dializisen
(hemo vagy peritonedlis) keresztiil jut hozza a vese-potld kezeléshez, elssorban a

transzplantalhato szervek hianya, az egészségiigyi infrastruktura minésége vagy esetleg
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kulturalis szokasok miatt [Romagnani et al. 2017, Vanholder et al. 2014]. A kronikus
dializis természetesen javitja a betegek varhatd élettartamat; azonban a dializisek kozti
idében a toxinok csokkent triilése, valamint az elektrolitok és vizeleti toxin szintek
ingadozasa tovabbi szovédményeket okozhat, példaul vérnyomas-ingadozast,
miokardialis ¢és agyi perfuzidé csokkenést, valamint neuroldgiai szovédményeket
[Karunaratne et al. 2018, Rizzo et al. 2012, Shafiee et al. 2017]. A tarsbetegségek miatt a
kronikus vesebetegségben szenvedd paciensek kezelése az Osszes kronikus beteg
populacio kozt a legmagasabb gyogyszerterheléssel jar. A vesefunkcid progressziv
visszaesése csokkenti a renalis gyogyszer clearance-et, ezért a gyogyszerek adagolasa
modositast igényel. Azonban egyre inkabb ugy tlinik, hogy nemcsak a renalis kitirtilés,
hanem a vesén kiviili gyogyszer eliminaci6 is csokken (pl. maj és bél metabolizmus) a
vesefunkcid kéarosodasa esetén, ami klinikailag jelentds valtozasokat eredményez a
gyogyszer-expozicioban [Ladda & Goralski 2016, Urquhart & Nolin 2020].

A kronikus veseelégtelenség soran az extrarenalis gyogyszer eliminacioban megfigyelt
valtozas pontos mechanizmusai még nem tisztdzottak. A legvaldszinlibb magyarazat
szerint a kronikus elégtelenség modosithatja a metabolikus és transzport folyamatokat,
példaul a CYP enzimek aktivitasat az enzimek kozvetlen gatlasaval és/vagy a
veseelégtelenség soran felhalmozod6d urémids toxinok, medidtorok transzkripciot
csokkentd szabalyozasaval [Ladda & Goralski 2016, Lalande et al. 2014, Yeung et al.
2014]. Az urémias toxinok ko6zé sorolandd tobbek kozt a paratiroid hormon, egyes
citokinek, indoxil-szulfat,  p-krezol, = CMPF  (3-karboxi-4-metil-5-propil-2-
furanpropansav) [Dreisbach 2009, Lalande et al. 2014, Watanabe et al. 2017]. Az FDA
felmérése szerint a 2003 és 2007 kozott vizsgalt gyogyszer engedélyeztetési folyamatok
30%-ban megvaltozott farmakokinetikat detektaltak az extrarenalis eliminacioval iiriild
gyogyszerek alkalmazasa soran kronikus veseelégtelenségben szenvedd betegeknél
[Zhang et al. 2009]. Habar meggy6z6 ex vivo bizonyitékok szolgalnak az urémia altal
kivaltott gyogyszer eliminéaciobeli valtozasokra, klinikai vizsgalatokbdl egyeldre nincs
még egyértelmil, kdzvetlen megerdsitd eredmény. Ezért kiilonos figyelmet kell forditani
a patkdny hepatocitdkbol ¢és az wurémids dallatmodellekb6él nyert eredmények

crcr

vonatkozoan [Yeung et al. 2014].
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2.4.2 Szervtranszplantacio

A szervatiiltetés a 20. szdzadi kisérleti megkdzelitésbol, mara a klinikai gyakorlatban
vilagszerte elterjedt végleges kezelési lehet6séggé wvalt a végstadiuma szervi
elégtelenségben szenvedd betegek szamara [Black et al. 2018]. A ,,Global Observatory
on Donation and Transplantation (GODT)” szervezet ,,Organ Donation and
Transplantation Activities 2019 Report.” jelentése alapjan 2019-ben a vilagon 153863,
hazankban pedig 440 szervatiiltetést végeztek el [GODT 2021, OVSZ 2020]. Az elmult
évtizedekben a gyorsan novekvo szervtranszplantacios aktivitasnak koszonhetden, egyre
tobb szerv kertilt fel a transzplantacios palettara, az utobbi évtized 6t leggyakoribb szerv
atiiltetése: a vese, maj, sziv, tiido és a hasnyalmirigy transzplantacio volt mind az USA-
ban mind pedig az Eurotransplant hal6zathoz csatlakozott orszagokban [Eurotransplant
2019, Rana et al. 2015] (5. abra).

3500
3000
2500

2000

Lin..

vese tiidé sziv hasnyalmirigy

Szervatiltetések szama 2019-ben

5. Abra. Az Eurotransplant orszagok (kék) és ezen beliill Magyarorszag (piros) 2019-es
transzplantacids aktivitasa az elhunyt donorbol szarmazoé szervatiiltetések vonatkozasdban. Az
Eurotransplant és az Orszagos Vérellatdo Szolgalat (OVSZ) 2019-re vonatkozo éves jelentése
alapjan. [Eurotransplant 2019, OVSZ 2020]

Az elvégzett szervatiiltetések szama azonban sajnos mindig alacsonyabb, mint az
¢letmentd vagy életmindség javitd transzplanticiéra szoruld betegek szama. A
varodlistakon szerepld betegek szamara nincs elég megfeleld, beiiltethetd szerv, még az

elmult évek betiltethetéségi kritériumokra vonatkozo bévitései ellenére sem.
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Européaban évente a vardlistadkon 1évo betegek 15-30%-a nem jut id6ben beiiltethetd
szervhez [Lewis et al. 2021, Toniutto et al. 2017]. A magyar viszonyokat vizsgalva
megallapithat6, hogy orszagunk transzplanticios teljesitménye a 2010-es évek els6
felében markansan megugrott az addigi aktivitashoz képest. A latvanyos ndvekedés egyik
(ha nem a) legjelentésebb tényezdje az Eurotransplant nemzetkézi nonprofit donor

allokacids szervezethez torténd csatlakozas volt [Hartyanszky et al. 2018, Langer 2018].

2.4.3 A sziv-és mgj transzplantacid rovid bemutatasa

2019-ben a magyarorszagi transzplantacids aktivitds tobb mint egyharmadat a mdj és
szivatiiltetés adta [OVSZ 2020]. Mind a sziv mind pedig a maj atiiltetése esetében
életmentd beavatkozasrol beszélhetiink, a szervek terminalis funkcidvesztésének
kialakulasa miatt [Black et al. 2018]. Az ,European Liver Transplant Registry,,
adatbazisa alapjan az eurdpai felndtt majtranszplantalt recipiensek egy éves atlagos
tulélése 83,8%, mig a 3 éves tulélési értékek majdnem elérik a 77%-ot (76,9%)
(http://www.eltr.org/Recipient-data.html). A jelenlegi magyar adatok alapjan a hazai 3

éves tulélés 85% folott van [Bihari L. et al. 2021]. A fenti adatok értelmezéséhez
mindenképp sziikséges megemliteni, hogy a nemzetkdzi majtraszplantaciora vonatkozo
adatok az elmult évtizedeket reprezentaljak (1988-2020), mig a magyarorszagi statisztika
csak a legfrissebb eredményeket mutatja be.

A Nemzetkozi Sziv-és Tiid6transzplanticios Tarsasdg adatai alapjan egy négyéves
vizsgalati periodusban (2013-2016) az eurdpai felnétt szivtranszplantaltak egy éves
atlagos tulélése 80,5%, a 3 éves talélés pedig 75,5% volt. A globalis statisztikak
valamelyest magasabb tulélési szazalékokat mutatnak: 86,2% 1 éves és 80,3% 3 éves

talélést  (https://ishlt.org/research-data/reqistries/ttx-reqistry/ttx-quarterly-data-report).

Ordmteli eredmény, hogy a legtjabb magyarorszagi eredmények alapjan a talélési arany
vilagviszonylatban is jonak szamit, az egy éves talélés ekvivalens (>90%) a legmagasabb
nemzetk6zi aranyokkal [Hartyanszky et al. 2018]. A teljes elhunyt donoros
magyarorszagi sziv- és majtranszplantacios aktivitas kozelmultbeli valtozésait a 6. dbran

illusztralom.
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6. Abra A teljes elhunyt donoros magyarorszagi sziv- és majtranszplantacios aktivitas 2000 és
2020 kozt [OVSZ 2018a, OVSZ 2018b, OVSZ 2020].

2.4.4 Transzplantaciot koveté immunszuppresszios terapia

A kiilonb6z6 szervtranszplantaciok novekvo sikeressége mellett, a posztoperativ talélést
negativan befolyasold tényezok, példaul a rejekcio, a fertézések és a gyogyszer toxicitas
tovabbra is kihivast jelentenek a klinikusok szamara [Black et al. 2018, Martin-Gandul et
al. 2015, Rossi & Vella 2016]. A hosszii tava poszttranszplantacids kilatasok
szempontjabol a szervek elokészitésén és tarolasan, az operacio sebészeti technikajan és
az intenziv osztalyos kezelésen tul a rejekcio (szerv-kilokédés) kivédését célzod
immunszuppresszios terapia mindsége kiilondsen fontos tényezdje a szervatiiltetés
eredményességének [Holt 2017, Monostory 2018]. A recipiensek multidrog terapiaja a
metabolikus gyogyszer-interakciok kialakulasat tekintve komoly kockazati tényezo, ezért
az immunszuppresszans kezelés folyamatos monitorozdsa ¢€s optimalizalasa
elengedhetetlen feladat. A genetikai és nem-genetikai hatteri, a gydgyszer-
metabolizmusban megnyilvanul6 egyéni kiilonbségek miatt 1ényeges, hogy a terapia a
betegek egyéni gydgyszer-lebontd kapacitasdhoz igazodjon a lehetséges mellékhatasok,

valamint a hatastalansag elkeriilése érdekében [Maldonado et al. 2021, Monostory 2018].
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Az immunszuppresszid optimalis beallitasa nehéz feladat, ugyanis mig alacsony
immunszuppresszans vérkoncentracio mellett a recipiensnél a kilokddés veszélye all
fenn, addig a tOlzott immunszuppresszi6 sulyos mellékhatasokat eredményezhet,
melynek kovetkeztében fertézések, daganatok és szervi diszfunkciok (pl.: vesekarosodas)
is el6fordulhatnak [Maldonado et al. 2021, Soderlund & Radegran 2015].

Az egyes immunszuppresszans hatéanyagok terapids alkalmazasara természetesen
megvannak a kidolgozott nemzetkozi iranyelvek, illetve a komplett immunszuppresszios
terapia protokollja, azonban az egyes transzplanticidés centrumoknal eltéré lehet a
transzplantalt recipiensek posztoperativ kezelése [Black et al. 2018, Charlton et al. 2018,
Soderlund & Radegran 2015]. A kiilonbdz6 szolid szervtranszplantaciokat (pl. a sziv és
a maj) kovetden a gyogyszeres immunszuppressziv terapia tobbé-kevésbé hasonlo
felépitésti. Alapveté célja, hogy a sejtes, valamint a humoralis immunvalasz
kovetkezményekkel jarhat. Az esetek tilnyomd részében legalabb egy
immunszuppresszans hatéanyagot a recipiensnek élete végéig szednie kell a graft normal
miikodése érdekében [Black et al. 2018, Holt 2017].

A szervranszplantaciok egy részében, szervtol fliggden, vagy a magas akut rejekcios
kockazattal, esetleg gyenge vesefunkcioval rendelkezé paciensek esetén a perioperativ
vagy a korai posztoperativ id6szakban egy intenziv profilaktikus Un. ,,indukcids” terapiat
alkalmaznak, melynek jellemz6 komponensei a nagy dozisu kortikoszteroid gyogyszerek,
valamint a poliklonalis és monoklonalis antitestek. Az indukcios terapiat nem alkalmazo
terapia soran pedig mar kozvetleniil a miitét utan kezddédik az élethosszig tartdo un.
»fenntartd” immunszuppressziv terapia [Holt 2017, Kim et al. 2018, Moini et al. 2015].
Jelenleg a legtobb transzplantacios centrum harmas gyogyszeres kezelést Un. , triple drug
regime”-et alkalmaz, amely kalcineurin inhibitort (takrolimuszt vagy ciklosporint),
antiproliferativ mikofenolsav szarmazékot (mikofenolsavat vagy mikofenolat mofetilt) és
kortikoszteroidot (leggyakrabban prednizont, prednizolont vagy metilprednizolont)
tartalmaz. Természetesen specidlis indikdci6 esetén helyzet fiiggben mas
hatéanyagot/hatdéanyag kombinaciot is alkalmaznak (pl.: mTOR/,,mammalian target of
rapamycin” gatlok).

A kalcineurin inhibitorok ¢€s a kortikoszteroidok molekularis kdlcsonhatasait a 7. abra

illusztralja sematikusan.
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7. Abra Kalcineurin inhibitorok és kortikoszteroidok immunszuppresszios hatdsmechanizmusa
vazlatosan megjelenitve. AP-1: aktivator protein 1, CAR: konstitutiv androsztan receptor, CS:
ciklosporin, FKBP: takrolimusz ko6t6 protein, GR: gliikokortikoid receptor, IL-2: interleukin-2,
JNK: c-Jun N-terminalis kindz, MAP3K: mitogén-aktivalt protein 3 kinaz, MPK-1: mitogén-
aktivalt protein kinaz 1, NFAT: az aktivalt T-sejtek nuklearis faktora, PXR: pregnan X receptor,
TAC: takrolimusz. Monostory Katalin abraja alapjan [Monostory 2018]

A hatdanyagokat a beiiltetett szerv fliggvényében gondosan valasztjak meg, a dozirozast
pedig egyénileg, titralva €pitik fel a kilokddés és a karos hatasok elkeriilése érdekében. A
posztoperativ iddszak korai szakaszdban a fenntartd6 immunszuppressziv kezelés
altalaban nagyobb do6zisban, magasabb cél terapias vérszinttel alkalmazzak, majd a
miitétet kovetd egy év sordn hatdéanyagok dozisat fokozatosan csdkkentik (esetenként
elhagyjak) a mellékhatasok minimalizalasa érdekében [Baraldo et al. 2014, Holt 2017,
Kobashigawa & Luu 2017, Moini et al. 2015]. A széles korben elterjedt és alkalmazott
harom-komponensii immunszuppresszans terapidk ellenére gyakori problémat és vezetd
halalokot jelent a paciensek korében az akut allograft kilokddés. Ilyen esetekben gyakran
egy bolus vagy ahogy a nemzetkdzi szakirodalomban nevezik ,,pulse” szteroid terapiat
alkalmaznak, miszerint a paciensek sokszor parenterdlis tton szuprafarmakologiai
dozisban kapnak kortikoszteroidot (pl. 3-5 napig 10 mg/ttkg metilprednizolon i.v.) [Kim
et al. 2018, Massad 2004].
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2.4.5 Kalcineurin inhibitorok

A ciklosporin és a takrolimusz immunszuppressziv hatasat a kalcineurin foszfataz enzim
gatlasaval ¢éri el, ezért ezt a két hatdéanyagot kalcineurin inhibitornak nevezi a
szakirodalom [Sommerer et al. 2012]. 1978 utan a ciklosporin bevezetésének
kdszonhetden a szervtranszplantaciot kovetd immunszuppressziv terapidban forradalmi
valtozasok kovetkeztek be. A ciklosporin alkalmazasa a fenntartd terapiakban
csokkentette az akut és kronikus graft rejekciok eléfordulasat igy névelve a paciensek
tulélési esélyeit [Dandel et al. 2010]. A ciklosporint a Tolypocladium inflatum Gams nevii
gombatorzs allitja eld, szerkezetét tekintve egy ciklikus endekapeptid. Lipofil
tulajdonsagai miatt gyakran ricinusolajhoz kdtik, hogy intravénasan is adagolhat6 legyen.
A ciklosporin szelektiven és reverzibilisen gatolja a T-sejt fiiggd immunvalaszt,
Immunszuppresszans, mint a takrolimusz, a ciklosporint manapsag is alkalmazzak, foként
olyan betegeknél, akik a takrolimusszal szemben intoleransak. Szdmos kedvezdtlen
mellékhatdsa (vese- és madjtoxicitas, vérnyomds emelkedés) mellett, a takrolimusszal
ellentétben fokozott szérnovekedést és foginyvérzést is okoz [Soderlund & Radegran
2015].

A takrolimusz napjainkban igen széles korben alkalmazott, és a modern
immunszuppresszio sarokkovének, alapvetd gyogyszerének szamit [Brunet et al. 2019,
Maldonado et al. 2021]. A takrolimuszt (korabbi munkanevén FK-506-0t), mely egy
makrolid lakton szerkezetli molekula, a Streptomyces tsukubaensis nevii baktérium
torzsbol izolalva fedezték fel 1984-ben. A klinikai gyakorlatban hasonléan a
ciklosporinhoz, kalcineurin inhibitor tulajdonsagai miatt alkalmazzak. A takrolimusz
nagysagrendekkel hatékonyabb immunszuppresszans, mint a ciklosporin, ez€rt manapsag
a takrolimusz hasznalata elterjedtebb. A kalcineurin inhibitorokat elsédlegesen a
szervatiiltetések (tiid6, vese, m4j, sziv stb.) utan, a rejekcio elleni védekezésben
hasznaljak, de egyéb indikaciok esetén pl. gyulladasos bélbetegségek és autoimmun
rendellenességek esetében is alkalmazzak [Baumgart & Sandborn 2007, Harrison et al.
2007].

Mindkét hatébanyag mellékhatas profiljaban szembetiinG a vesetoxicitas fokozott
kockézata, ugyanakkor a takrolimusz hasznalatakor a diabétesznek és a neurotoxikus

reakcidknak nagyobb az eléfordulasi valoszinlisége.
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Takrolimusz kezelés esetén viszont ritkdbb a magas vérnyomas, a hiperlipidémia, és a
malignus daganatok eléforduldsa, valamint alacsonyabb a bél- és hormonalis problémak
megjelenésének valdsziniisége [Denton et al. 1999, Farouk & Rein 2020]. A diabétesz,
hiperlipidémia és a magas vérnyomas mind komoly val6sziniisito tényezdje lehet a sziv
allograft vaszkulopatia kronikus korkép megjelenésének, mely atlagosan minden
masodik szivatiiltetésen atesett betegnél eléfordul a transzplantaciot kdvetd 10 évben

[Ramzy et al. 2005].

A takrolimusz szlik terapias tartomanya €s az egyének kozotti nagy farmakokinetikai
ellendrzése az optimalis terapias hatékonysag érdekében [Brunet et al. 2019, Han et al.
2019, Monostory et al. 2015]. A kiegyensulyozatlan, szuboptimalis terapia allograft
kilokddéshez vezet, mig a szupraoptimalis terdpia nephrotoxicitdst, neurotoxicitast vagy
a fert6zések iranti fokozott fogékonysagot eredményezhet. Ezért minden olyan tényezo,
amely modosithatja az immunszuppresszansok, kiilondsen a takrolimusz
2015, Monostory 2018, Soderlund & Radegran 2015]. A takrolimusz szubsztratja a P-gp
transzporternek (ABCBL1 gén altal kodolt fehérje) és a CYP3A enzimeknek [Dai et al.
2006, Saeki et al. 1993], ezért a takrolimusz farmakokinetika jelentés interindividualis
variabilitasa feltételezhetden 0Osszefiigg a P-gp efflux transzporter és a gyodgyszer-
metabolizald6 CYP3A enzimek genetikai valtozatossagaval [Hesselink et al. 2003,
Provenzani et al. 2013]. Szamos klinikai vizsgalatban tanulmanyoztik az ABCB1
nincs meggy06z0 bizonyiték az ABCB1 variansok és a takrolimusz biohasznosulésa kozti
Osszefiiggésre [Brunet et al. 2019, Tron et al. 2019, Zhang et al. 2018]. Valoszinisitheto,
hogy az ABCB1 polimorfizmusai helyett els6sorban a maj, valamint esetlegesen a bél

takrolimusz-metabolizal6 képessége befolyasolja a takrolimusz biohasznosulasat.
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2.4.6 CYP3A enzimek szerepe az immunszuppresszansok metabolizmusaban

A CYP3A enzimek (CYP3AS, CYP3A4) domindns szerepet jatszanak a takrolimusz
metabolizmusaban, ebbdl kifolyolag a CYP3A enzimek genetikai polimorfizmusai
jelentdsen hozzajarulhatnak a betegeknél tapasztalhaté takrolimusz ,.clearance”
variabilitasahoz [Brunet et al. 2019, Hesselink et al. 2003, Saiz-Rodriguez et al. 2020,
Zhang et al. 2018]. A kaukazusi populacioban a leggyakrabban eléforduld allél a
CYP3A5*3 (6986A> G, rs776746), ahol egyetlen nukleotid tranzicidja RNS splicing
defektust hoz létre, a polimorfizmus csonkolt MRNS-t és a funkcionalis CYP3AS5 enzim
hianyat eredményezi [Kurose et al. 2012, Lamba et al. 2002]. A ,Clinical
Pharmacogenetics Implementation Consortium” a CYP3A5 genotipus alapjan beallitott
takrolimusz dozirozast javasolja az optimalis vérkoncentracido gyors és biztonsagos
elérése érdekében [Birdwell et al. 2015]. A szakirodalomban tovabbi CYP3A
allélvariansokra vonatkoz6 javaslatokat is taldlunk a takrolimusz-metabolizal6 képesség
eldrejelzésével Osszefiiggésben, példaul a CYP3A4*1B ¢és a CYP3A4*22 allélokra
vonatkozoan [Brunet et al. 2019, Elens et al. 2013, Werk & Cascorbi 2014]. A
CYP3A4*1B (392A>G, rs2740574) az irodalmi adatok szerint hozzajarul a CYP3A4 gén
fokozott transzkripcidjahoz, jollehet a vad tipusi CYP3A5*1 ¢és a CYP3A4*1B allélok
kozotti szoros genetikai kapcsoltsag egy jol alatamasztott jelenség, mely megneheziti a
CYP3A4*1B takrolimusz metabolizmusban jatszott szerepének egyértelmiisitését
[Birdwell et al. 2012, Shi et al. 2015]. Irodalmi adatok alapjan a CYP3A4*22 (15389C>T,
1s35599367) allél alacsony CYP3A4 expresszioval és csokkent aktivitassal jar [Okubo et
al. 2013], a lényeges interindividualis vagy akar az egyénen beliili metabolikus
variabilitds azonban aligha tulajdonithato pusztan a CYP3A enzimek genetikai
polimorfizmusainak. A CYP3A genotipus egyfajta intrinzik genetikai kapacitast hataroz
meg a CYP3A enzimek expresszidjara vonatkozdan, mig a nem-genetikai tényezok,
példaul a parhuzamosan alkalmazott CYP3A-induktor (pl. gliikkokortikoidok, rifampicin)
kezelés, vagy a gyulladasi folyamatok mind eldsegithetik a fenokonverzio
megvalosulasat, amely soran valtozhat a CYP3A expresszid és ezaltal a takrolimusz
,»clearance” is [Hukkanen 2012, Shah 2017, Shah & Smith 2015]. Korabbi tapasztalatok
szerint a betegek kalcineurin inhibitor metabolizald képességét a CYP3A-statusz
meghatarozasaval (CYP3A5 genotipus ¢és CYP3A4 expresszio) jellemezhetjiik
[Monostory et al. 2015]. A CYP3A5 genotipus meghatarozasaval beazonosithatjuk a
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CYP3AS expresszalokat vagy nem expresszalokat, és a leukocitdkbol mért CYP3A4
expresszio alapjan képesek vagyunk megbecsiilni a méaj CYP3A4 aktivitdsanak
csokkenését vagy fokozodasat [Temesvari et al. 2012]. Kutatocsoportunk
majtranszplantalt betegeknél sikeresen alkalmazta ezt a komplex diagnosztikai rendszert
(CYPtest™), ami egyértelmiien aldtimasztotta, hogy a CYP3A-statusz altal iranyitott
takrolimusz terapia jelentdsen csokkentette a hibas dozirozas okozta akut kilokédés és
nephrotoxicitas kockazatat [Csikany et al. 2021].

Az immunszuppresszans gyogyszerek (mTOR gatlok, kortikoszteroidok €s kalcineurin
inhibitorok) metabolizmusaban kulcsszerepet jatszanak a CYP3A enzimek [Groll et al.
2017, Sparkes et al. 2019]. A CYP3A enzimek és kortikoszteroidok relaciéja nem meriil
ki egy egyszerli enzim-szubsztrat viszonyban. A kortikoszteroidok nemcsak hogy
szubsztrat sajatsagaik miatt kompetitiv inhibitorként géatoljadk a CYP3A enzimeket
[Zhang & Yang 2009], hanem induktor tulajdonsagaik kovetkeztében a CYP3A gének
transzkripcidjat is fokozzak. Az aktivalt gliikokortikoid receptor egyrészt fokozza a
CYP3A gének transzkripcidés szabalyozdsdban részt vevd nukledris receptorok
talalhatd gliikokortikoid érzékeny régido kozvetleniil képes kotni az aktivalt
gliikokortikoid receptort, mely fokozza a CYP3A gén transzkripcidjat. A CYP3A enzimek
széles gyogyszer-metabolizald skéldja, a maj €s bélfal nagy enzimtartalma ¢és az
expressziojuk-aktivitasuk Osszetett szabalyzasa kovetkeztében metabolikus gyogyszer-
kolcsonhatasokra lehet szamitani, ha az egyidejiileg alkalmazott gyogyszerek
metabolizmusahoz CYP3A aktivitas sziikséges [Gibson et al. 2002, Monostory & Dvorak
2011]. A CYP3A enzimek genetikai polimorfizmusa, valamint a fenokonverzi6 jelensége
lényegesen befolyasolhatja az immunszuppresszans hatéanyagok vérszintjét, éppen ezért
a transzplantalt betegek CYP3A-statuszanak folyamatos monitorozasa hozzajarulhat a

terapia optimalizalasahoz [Klomp et al. 2020, Monostory 2018].
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3 Célkituzések

A betegek multidrog terapiaja a metabolikus gydgyszer-interakciok kialakulasat tekintve
komoly kockazati tényezd. A genetikai és nem-genetikai hatteri, a gyogyszer-
metabolizmusban megnyilvanuld egyéni kiilonbségek miatt 1ényeges, hogy a terapia a
betegek egyéni gyogyszer-lebonto kapacitdsdhoz igazodjon a lehetséges mellékhatasok,
valamint a hatastalansag elkeriilése érdekében. A gyogyszer-metabolizald kapacitasban
mutatkozo interindividualis kiilonbségek szamos esetben a nagyfoka genetikai
polimorfizmusra vezetheték vissza, azonban a CYP enzimek genetikai polimorfizmusa
csak részben ad magyarazatot a gyogyszer-metabolizmusban mutatkoz6 egyéni
kiilonbségekre. A CYP gének kifejezodését szamos folyamat egymasra hatasa
szabalyozza, melyek lehetnek kiils6 (gyogyszeres kezelés, alkoholfogyasztés,
dohanyzas), illetve belsd tényezdk is (nem, életkor, hormonalis allapot, betegségek). A
génexpresszid és/vagy az enzimaktivitads valtozasa pedig a CYP genotipus
fenokonverzidjahoz vezethet. A CYPtest™ komplex diagnosztikai rendszer a CYP gének
klinikailag relevans mutacidinak integrativ elemzésén és a f6 gyogyszer-metabolizald
CYP enzimek mRNS-expresszid6 mérésén alapul, hasznalataval becsiilhetd a betegek
gyogyszer-metabolizald képessége. A CYPtest™ modszer kelléktarat felhasznalva

célunk volt, hogy:

. a betegek gyogyszer-metabolizalo képességének becslésére fejlesztett CYPtest™
diagnosztikai rendszert, az alacsony CYP mRNS expresszio szintek (pl. végstadiumi
vesebetegségben szenvedd paciensek) €s a korlatozott mennyiségben rendelkezésiinkre
allo bioldgiai mintdk miatt, a pontos és megbizhaté mérés érdekében optimalizaljuk,

finomitsuk;

. végstadiumu vesebetegségben szenvedd betegeknél és Osszehasonlitasképp
egészséges szervdonoroknal meghatarozzuk a 4 legfontosabb gyogyszer-metabolizalo
CYP enzim (CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19 és CYP3A4) mRNS expresszidjat a

CYPtest™ eljaras optimalizacié eredményeképp kapott modszerrel;
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. megvizsgaljuk  kettd, a  kaukdzusi populdcioban legalabb  1%-0s
allélgyakorisaggal megtalalhato CYP3A4 polimorfizmus, a CYP3A4*1B ¢s CYP3A4*22
allélokra jellemz6é mutaciok hatdsat a CYP3A4 enzim mRNS expresszidjara

szivtranszplantalt betegeknél,

. felmérjiik szivtranszplantalt betegeknél a korai posztoperativ idészakban a
CYP3A-statusz (CYP3A5 genotipus és CYP3A4 mRNS expresszio) Osszefiiggését a
és a dozis/testtomeggel normalizalt vérszintek, valamint a terapias vérszint eléréséhez

sziikséges takrolimusz dézisok kozt;

. megvizsgaljuk, hogy szervatiiltetés utdn kdzvetleniil, valamint a miitétet kdvetd
15 hoénapban milyen hatdsa van az id6 fliggvényében valtozd kortikoszteroid
dozirozasnak a CYP3A4 enzim mRNS expresszidjara €s ebbdl kifolydlag a CYP3 A4 altal

katalizalt takrolimusz-metabolizmusra;

. majtranszplantalt betegeknél szerettiik volna megvizsgalni a donor maj-graft és a
recipiens gasztrointesztinalis traktusaban a CYP3A5*1 jelent6ségét a takrolimusz vérszint

kialakulasaban a korai posztoperativ idészakban.
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4 Mobdszerek

4.1 CYP mRNS expresszio mérési modszer optimalizacioja

4.1.1 Vérmintak

A szervdonoroktol (N=110) és a végstadiumu vesebetegségben szenvedd betegektdl
(N=105) szarmaz6 vérmintdk a Semmelweis Egyetem Transzplantacios €s Sebészeti
Klinikajarol érkeztek laboratériumunkba. A Természettudomanyi Kutatokézpont
Metabolikus Gyogyszer-kolcsonhatasok Kutatocsoportja rendelkezik az Egészségiigyi
Tudoméanyos Tanacs, Tudomanyos és Kutatasetikai Bizottsaganak engedélyével human
szervdonor és vese recipiens vérmintak tudomanyos célbdl torténd felhasznaldsahoz
(4799-0/2011-EKU). A vizsgalatot a vonatkoz6 iranyelveknek és rendeleteknek
megfelelden végeztikk (Az egészségiigyrol sz616 1997. évi CLIV. térvény, a 23/2002. (V.
9.) EGiM rendelet, Helsinki Nyilatkozat). Minden vizsgalatban résztvevd beteg, a
tajékoztatast kdvetden irdsos beleegyezését adta a vizsgalatban valod részvételhez. Az
egészséges  vesefunkcidval  rendelkezoének  tekintett  szervdonorok és a
veseelégtelenségben szenvedd betegek egységesen az eurdpai fehér populaciohoz
tartoztak, demografiai adataik a Fiiggelékben talalhatok (8. tablazat). A vérmintak
levétele a donorok esetén a szervkivétel idején, a vesebetegeknél pedig a reggeli

gyogyszerelés eldtt tortént.

4.1.2 Leukocita izolalas

A vérmintak hiitve, EDTA (etilén-diamin-tetraecetsav) alvadasgatlot tartalmazo vérvételi
csovekben érkeztek a Természettudomanyi Kutatokozpontba. A vérmintak feldolgozasa
soran 500 pul alvadasgatolt vérhez 1 ml vordsvértest lizis puffert (155 mM NH4Cl; 10 mM
KHCOs; 0,1 mM EDTA,; pH=7,4) adtunk, majd 10 perces, lassu kevertetést kovetéen
centrifugaltuk (5 perc, 1000xg). A centrifugalast kdvetden kitilepedett fehérvérsejteket
tovabbi 1 ml lizis pufferben szuszpendaltuk, majd a centrifugalé 1épést megismételtiik (5
perc, 1000xg). A feliilisz6 eltavolitdsa utdn a vordsvértestektdl megtisztitott
fehérvérsejtek kb. egytizedét PBS (foszfat tartalmt s6oldat) pufferben szuszpendaltuk, a
fennmarado részt pedig RNS izoldlo reagensbe tettiik, és felhasznalasig -80°C-on

taroltuk.
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4.1.3 RNS izolalas

Hat kereskedelmi forgalomban kaphato, folyadék-folyadék extrakcion alapuldé RNS
izolalo reagenst hasonlitottunk 0ssze a kinyert termék tisztasaga, a teljes RNS kitermelés
¢és a pénziigyi vonzat szempontjabol. Mind a hat reagens fenol és guanidin-izotiocianat
elegyét tartalmazza: (1.) TRIzol™ reagens (Invitrogen/Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA), (2.) TRI Reagent® (Molecular Research Center Inc., Cincinnati, OH),
(3) Trizolate Reagent® (UD-GenoMed Medical Genomic Technologies Ltd., Debrecen),
(4.) RiboZol® RNS extrakcios reagens (Amresco LLC/VWR Life Scientific, Solon, OH),
(5.) RNAzol® RT reagens (Molecular Research Center Inc.) és (6.) NucleoZOL reagens
(MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG, Diiren, Németorszag). A hat RNS izolald
reagens megfeleld dsszehasonlithatosaga érdekében az RNS-t harom egészséges alanybol
osszekevert, azonos mennyiségii (107) leukocitabodl izolaltuk. A leukocitdkat 1-1 ml RNS
kivono reagensben vettiik fel, majd az RNS izolalasat a gyart6 utasitasai szerint végeztiik.
A TRIzol™, a TRI Reagent®, a Trizolate Reagent® ¢és a RiboZol® RNS extrakciods
reagens kloroform-indukalt fazis-szétvalasztast alkalmaz; mig az RNAzol® RT és a
NucleoZOL reagensek RNaz mentes vizet igényelnek a DNS és a fehérje szennyezddések
precipitaciojahoz. A tovabbi koriilmények €s 1épések, mint az RNS kicsapodast eldsegitd
2-propanol hozzaadasa, centrifugalas, a RNS precipitatum mosasa 75%-0s etanollal,
valamint az RNS visszaolddsa RN4z-mentes vizben minden egyes izolaciés folyamatban
spektruma alapjan NanoDrop 1000™ spektrofotométerrel (Thermo Fisher Scientific Inc.)
hataroztuk meg (A260/280, A260/230). A mintdkat tovabbi felhasznalasig -80°C-on

taroltuk.

4.1.4 Reverz Transzkripcid

Az izolalt total RNS reverz transzkripcidja soran 6t, kereskedelmi forgalomban kaphato
cDNS (RNS szekvencidra komplementer DNS szekvencia) szintézis készletet
hasonlitottunk 0ssze a reverz transzkripcié hatékonysaga €s a dinamikus tartomany
szempontjabol: (1.) Maxima First Strand cDNS Synthesis Kit for RT-gPCR (Thermo
Fisher Scientific), (2.) gPCRBIO cDNS Synthesis Kit (PCR Biosystems Ltd., London,
Nagy-Britannia), (3.) FastGene Scriptase Basic cDNA Kit (NIPPON Genetics Co. Ltd,
Tokid, Japan), (4.) iScript™ c¢DNS Synthesis Kit (Bio-Rad Laboratories Inc, Hercules,
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CA) ¢és (5.) SensiFAST™ cDNS Synthesis Kit (Bioline GmbH, Luckenwalde,
Németorszag). Mind az 6t cDNS szintézis termék oligo (dT) és véletlenszerii hexamer
primerek kombinaciojat tartalmazta. A mérések kozotti eltérd templat tartalmu mintak
hasznalatanak elkeriilése érdekében a cDNS szintézis termékek teszteléséhez ugyanazt az
RNS mintdt hasznaltuk, amelyet elézetesen a hdrom Onkéntes kevert leukocita
populacidjabol a TRI Reagent® reagens segitségével izolaltunk. A reverz transzkripcios
reakciokat minden esetben a gyart6 utasitasait kovetve végeztiik el. A kiindulasi teljes
RNS minta higitasaval az 51,2 pg — 4 pg templat RNS koncentracié tartomanyt
vizsgaltuk, Otszor0s higitasi faktort alkalmazva. A reverz transzkripcid hatékonysagat
cDNS templatot hasznalo polimeraz lancreakcidval (PCR) hataroztuk meg. A CYP3A4
expresszio mérését valos idejiit PCR technikaval, tn. gPCR (quantitative polymerase
chain reaction) technikaval végeztiik. A qPCR mérések Cq értékeire (kvantifikacios
ciklusszam/attorési pont) illesztett standard gorbét a higitott mintak RNS tartalmanak
tizes alapt logaritmusahoz viszonyitva abrazoltuk. Minden ¢cDNS szintézis termékre
kiilon-kiilon szamitottuk ki a készitmény-specifikus korrelacios egyiitthatokat (R?), a

standard gorbék meredekségét, valamint a reakcio hatékonysagot.

4.1.5 Relativ mRNS expresszio mérés kvantitativ valds-idejli polimeraz lancreakcioval
(gQPCR)
A cDNS amplifikacidhoz a KAPA Probe Fast qPCR kits (Universal) terméket hasznaltuk
(Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag). A CYP mRNS-ek mennyiségét a
glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz (GAPDH) referencia gén mRNS expressziojahoz
viszonyitva hatdroztuk meg ugy, hogy a vizsgidlandd mintakban a GAPDH
transzkripcidjat stabilnak tekintve 1-nek vettiik, és a CYP mRNS szintjét a GAPDH
expressziohoz viszonyitottuk. A duplex méréshez optimalizaltuk a CYP1A2, CYP2C9,
CYP2C19 és CYP3A4 primereket és probakat, melyeket a 6. tablazatban jelenitettem
meg. A fluoreszcens ,,TagMan” tipusu hidrolizis proba oligonukleotidokat FAM
(fluoreszcein amidit) fluoroforral (GAPDH) és HEX (hexakloro-fluoreszcein)
fluoroforral (CYP) jelolve rendeltiik meg (Eurofins Genomics, Ebersberg, Németorszag).
A gPCR hdprofilja az aldbbi 1épésekbdl allt: 95°C 3 perc eldzetes denaturicio, ezt
kovetden 50 ciklusban ismételve a 95°C 3 masodperc denaturacios és 58°C 30 masodperc

amplifikacios fazisokat (CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System, Bio-Rad
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Laboratories Inc). Az adatokat a CFX Maestro Software-rel elemeztiik (Bio-Rad
Laboratories Inc).

4.2 Végstadiumu vesebetegek és egészséges vesefunkcioval rendelkez6
szervdonorok CYP mRNS expressziojanak értékelése

A CYP expressziot 110 szervdonor és 105 végstddiumt vesebeteg leukocitdiban
hatdroztuk meg. A mintdk szdrmazasi leirasat és a felhaszndlasukhoz sziikséges
engedélyek adatait a Modszerek szekcié 4.1.1. Vérmintak alfejezete ismerteti. A
statisztikai elemzést a GraphPad InStat (version 3.10; GraphPad Software, San Diego,
CA, USA) alkalmazasaval végeztilkk el. Hirom CYP mRNS expresszids kategoriat
definialtunk az alacsony, atlagos és magas expressziot mutatd egyének csoportositasara.
A CYP expresszios adatok eloszlasat Kolmogorov—Smirnov teszttel elemeztiik, a
csoportok kozotti kiilonbségeket pedig Mann—Whitney U teszt segitségével vizsgaltuk. A
leukocita CYP mRNS szint kategéridk hatarértékeit korabban a maj CYP
enzimaktivitasanak (CYP1A2: fenacetin O-dealkilacio; CYP2C9: tolbutamid 4-
hidroxilacio; CYP2C19: mefenitoin 4'-hidroxilacid; CYP3A4: nifedipin oxidacid vagy
midazolam 1'- és 4-hidroxilacid) hatarértékei alapjan hataroztdk meg a kutatdcsoport
munkatarsai [Temesvari et al. 2012]. A leukocitakban megallapitott relativ CYP mRNS
expresszios hatarértékek: (CYP1A2 (10° és 5x107%), CYP2C9 (2x107° és 107),
CYP2C19 (107 és 107°) és CYP3A4 (10°° és 107%) lehetdvé teszik, hogy periférias
vérminta elemzése alapjan a betegeket besoroljuk alacsony, atlagos és magas CYP
expresszios kategoridkba. A végstadiumu vesebetegeknél az alacsony, atlagos és magas
expresszios értékek eléfordulasat Khi? teszt segitségével hasonlitottam Ossze a
szervdonorok expresszios értékeivel. A P<0,05 valdszintiséggel jellemzett kiilonbségeket

tekintettiik statisztikailag szignifikdnsnak.

43 A CYP3A-statusz osszefliggése a takrolimusz vérkoncentracioval és

dozisigénnyel szivatiiltetett betegeknél

4.3.1 Szivatiiltetett betegek

A vizsgalatba felnétt, szivatiiltetett betegeket vontunk be (N=232) a Semmelweis
Egyetem Varosmajori Sziv- és Ergyogyaszati Klinikajarol. A recipiensek CYP3A-

statuszanak tesztelését és a vizsgalati protokollt az Egészségligyi Tudomanyos Tanacs,
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Tudomanyos ¢és Kutatasetikai Bizottsaga jovahagyta (2112-2/2017/EKU, 32911-
2/2019/EKU). A vizsgalatot a vonatkozd iranyelveknek és rendeleteknek megfelelden
végeztik (Az egészségiigyrdl szo16 1997. évi CLIV. torvény, a 23/2002. (V. 9.) EiM
rendelet, Helsinki Nyilatkozat). Minden vizsgalatban résztvevl beteg a tajékoztatast
kovetden irdsos beleegyezését adta a vizsgélatban vald részvételhez. Kozvetleniil a
transzplantacid utan 232 recipiensnél hataroztuk meg a CYP3A-statuszt (CYP3A4 mRNS
expresszio és CYP3AS genotipus), valamint 163 beteget vontunk be a CYP3A-statusz és
a posztoperativ takrolimusz vérkoncentracié és dozisigény kapcsolatanak értékelésébe. A
232 vizsgalt beteg koziil 14 beteg halt meg a miitétet kovetd elsé két hétben, mig 55 beteg
vagy er0s CYP3A-gatlo kezelésben részesiilt (pl. flukonazol, itrakonazol), vagy roviddel
a transzplantdcio utan athelyezték egy masik egészségligyi intézménybe; ezért ezeket a
betegeket (N=69) kizartuk a tovabbi elemzésbdl. A vizsgalat longitudinalis utankdvetés
részeében a transzplantaciot kdvetd elsé 15 honapban 78 betegnél kovettiik és rogzitettiik
a CYP3A4 mRNS expressziot, valamint a takrolimusz kezelés paramétereit (dozis,
vérszint, teststly). A betegek demografiai és klinikai adatait a fliggelék 9. tablazata
mutatja be. A transzplantici6 utdni gyogyszeres terapidt a konvenciondlis klinikai
protokoll szerint épitették fel, amely tartalmazott immunszuppresszansokat, valamint
profilaktikus gyogyszereket, példaul antibiotikumokat (szulfametoxazol-trimetoprim,
ciprofloxacin, meropenem) ¢€s virusellenes gydgyszereket (ganciklovir, valganciklovir),
vérnyomascsokkentd szereket (lerkanidipin, ramipril, perindopril), koleszterincsdkkentot
(rozuvasztatin), savcsokkentd gyodgyszereket (famotidin, pantoprazol) és sziikség esetén
fajdalomesillapitokat (paracetamol, ibuprofen). A mitét utani késobbi iddszakban a
legtobb gyogyszert elhagytak, a takrolimuszt azonban egész életen at tartd kezelésként

alkalmazzak.

4.3.2 Immunszuppresszans terapia ¢s  takrolimusz  vérszint — monitorozas
szivtranszplantalt betegeknél

A szivtranszplantaciot kovetden azonnal megkezdddott az indukcids immunszuppressziv

terapia anti-timocita-globulinnal, nagy dozisu kortikoszteroiddal (metilprednizolon) és

mikofenolat-mofetillal, az indukcids gydgyszerelés a miitétet kovetd 4. napig tartott. Ezt

kovetden a fenntartd terapia a takrolimusz, kortikoszteroid és a mikofenolat-mofetil

hatéanyagok kombinacigjara tdmaszkodott. A kezdeti, miitét idején beadott 250 mg-0s
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kortikoszteroid dozist kovetden a dézisok fokozatosan (125-16-12 mg/nap) csokkentek
mig a transzplantacio utani 3. hét végére beallt a napi 8 mg metilprednizolon adagolas. A
kortikoszteroid dozis az elsé év végére napi 2 mg-ra csokkent, a 15. honapra pedig
teljesen elhagytak. A mikofenolat-mofetilt a korai posztoperativ idészakban 3 g-0s napi
dozisban alkalmaztak, a takrolimusz terapias vérszintjének elérésekor (>10 ng/ml) pedig
napi 2 g-ra csokkentették. A takrolimusz terapiat a szivatiiltetés utan 5 nappal kezdték el,
naponta kétszeri gyogyszerbevételt alkalmazva (Prograf, Astellas Pharma Inc., Tokyo,
Japan). A reggeli és az esti dozis Osszege adta ki a napi dozist. A reggeli dozis a
takrolimusz mélykoncentracidé (Co) méréshez sziikséges vérvétel utan, az esti dozisra
pedig a reggeli gyogyszerbevételhez képest 12 draval késébb kertilt sor. A kezdeti
takrolimusz dozist a recipiens testtomegéhez (0,1 mg/kg) igazitottdk, majd ezt kdvetden
a klinikai protokoll szerint, a reggeli dozis bevétele eldtti mélykoncentracid alapjan
folytattdk a dozirozast. Az ordlis takrolimusz dozist a terdpids céltartomanyhoz
igazitottak, mely az elsé 6 honapban 10-15 ng/ml, 6-12 honapig 8-12 ng/ml, egy évvel a
transzplantaci6é utdn pedig 5-10 ng/ml kozti koncentracié volt. A takrolimusz terdpias
gyogyszer vérszint monitorozdsat rutinszerlien végezték (a takrolimusz kezelés
megkezdése utani elsé héten minden nap, a masodik héttél minden masnap, egy honap
elteltével pedig havonta legalabb egy alkalommal), a dozist sziikség szerint modositottak,
ha a vérkoncentracio kiviil esett a terapias céltartomanyon. A takrolimusz (Co)
dozis bevétele eldtti vérvétel alapjan teljes vérbdl hatdroztdk meg. A takrolimusz
vérkoncentraciot enzim immunoesszé technikaval a Dimension® rendszeren a Tacrolimus
Flex Reagent Cartridge reagenssel mérték (Dade Behring Inc., Newark, DE). A
takrolimusz vizsgélati koncentraci6 tartomanya 1,1-33,6 ng/ml volt. A napon beliili és a

napok kozti kvantifikacios variabilitas kevesebb mint 10% volt.

4.3.3 A szivatiiltetett betegek CYP3A-statuszanak meghatarozasa

A 232 szivatiiltetett recipiens CYP3A-statuszanak megallapitasa periférias vérmintabol
tortént. A CYP3A genotipizaldshoz és a CYP3A4 expresszid méréséhez sziikséges
vérmintat az operaciot kovetd 2. napon vették le. Azoknal recipienseknél, akik részt
vettek az utdnkovetéses vizsgalatban, a CYP3A4 mRNS expresszidt a transzplantacio

utan 1, 3, 6, 12 és 15 honappal is mértiik. A periférias vérmintakbol a leukocitakat a 4.1.2.
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alfejezetben leirtak alapjan izolaltuk. A genomialis DNS extrakciot, a fehérvérsejt
izolalas soran kapott, 100 pl foszfat pufferben szuszpendalt sejtekbdl (foszfat puffer: 2,68
mM KCI, 136,7 mM NaCl 1,47 mM KH2PO4, 8,1 mM Na2HPO4 pH 7,4) Quick-DNA™
Universal Kit (ZYMO Research, Irvine, CA) DNS izolalo termékkel végeztiikk a gyartd
NanoDrop 1000™ spektrofotométerrel (Thermo Fisher Scientific Inc.) hataroztuk meg, a

DNS mintat pedig tovabbi felhasznalasig -20 °C-on taroltuk.

A CYP3A5 ¢és CYP3A4 allélokat (CYP3A5*3, CYP3A4*1B és CYP3A4*22) SNP
kimutatéssal, hidrolizis ,,TagMan” detektalasi modszerrel végeztiikk. A genotipizalashoz
sziikséges primer ¢és a fluoroforral jelolt proba oligonukleotid szekvenciakat az Eurofins
Genomics-t6l rendeltiik (Eurofins Genomics Germany GmbH, Ebersberg, Németorszag),
a qPCR reakciot pedig a ,Luminaris Probe qPCR Master Mix” polimerdz enzim
készitménnyel végeztiik a gyartd ajanlasait kovetve (Thermo Fischer Scientific Inc.). A
CYP3A genotipizalashoz sziikséges primer és proba oligonukleotid szekvencidkat, az
alkalmazott végkoncentraciokat a 3. tablazat tartalmazza. A genotipusokat poszt PCR
allél-diszkriminéacioval kiilonboztettik meg, a vad ¢és mutans allélok relativ

fluoreszcencia értékei alapjan [Monostory et al. 2015].

3. Tablazat A CYP3A genotipizalashoz hasznalt primer és a proba oligonukleotid szekvenciak
Déri és munkatarsai tablazata alapjan [Déri et al. 2021].

oligonukleotid oligonukleotid szekvencia 5°—3’ végkoncentracio

CYP3A5*3 300 nM
GAG AGT GGC ATA GGA GAT ACC

,forward” primer

CYP3A5*3 300 nM
TGT ACG ACA CAC AGCAACC

»reverse” primer

CYP3A5*3 vad | FAM-TTTGTCTTT CAATATCTCTTC 100 nM
préba CCT GT -BHQ1

CYP3A5*3 CalRed610- TTT GTC TTT CAG TAT CTC 200 nM
mutans proba TTC CCT GT -BHQ2
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3. Tabldzat (folytatas)

oligonukleotid oligonukleotid szekvencia 5°—3’ végkoncentracio
CYP3A4*1B 300 nM
TCT GTAGGT GTG GCT TGT TG
,forward” primer
CYP3A4*1B 300 nM
. AAG GGT TCTGGG TTCTTATCAG
,reverse” primer
CYP3A4*1B vad | HEX- TCG CCT CTC TCT TGC CCT TGT 200 nM
préba -BHQ1
CYP3A4*1B FAM-TCG CCTCTC TCC TGC CCT TG — 100 nM
mutans proba BHQ1
CYP3A4*22 400 nM
CAG AGG TAG GTC TAATTC AGT TCA
,forward” primer
CYP3A4*22 400 nM
_ AGATCACCTTCT ATCACACTCC
Lreverse” primer
CYP3A4*22 vad | FAM- ATC ACA CCC AGC GTA GGG C - 100 nM
proba BHQ1
CYP3A4*22 HEX- ATC ACA CCC AGT GTA GGG CC 50 nM
mutans proba -BHQ1

BHQZ1: ”Black Hole Quencher 17, BHQ2: ,,Black Hole Quencher 2”

A CYP3A4 mRNS expresszid méréséhez a teljes RNS-t Kivontuk a leukocitakbol

folyadék-folyadék extrakcios elven miikodé fenol és guanidin izotiocianat tartalmu TRI

Reagent® hasznélataval, a gyartd protokolljat kovetve (Molecular Research Center Inc.).

Az igy kapott mintabol pedig az RNS reverz transzkripciojat (5 pg) Maxima First Strand

cDNA Synthesis Kit for RT-qPCR termékkel végeztiik el a gyartd Gitmutatasait kovetve

(Thermo Fisher Scientific). A CYP3A4 mRNS expresszio vizsgalatat a genotipus

meghatarozashoz hasonldan valos ideji kvantitativ PCR segitségével végeztiik, a 4.1.5.

alfejezetben leirtak szerint.
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434 A szivatiltetett betegek CYP3A-statuszdnak ¢és a takrolimusz kezelés
Osszefiiggéseinek értékelése
A CYP3AS5 ¢és CYP3A4 allélokban taldlhato SNP-k (rs776746 ¢és rs2740574) kozti
kapcsoltsagi egyensulytalansagot (linkage disequilibrium) a Haploview szoftwer
segitségével szamitottuk ki (v4.2; Broad Institute, Cambridge, MA, USA) [Barrett et al.
2005]. A recipienseket a megallapitott CYP3A-statuszuk szerint kategorizaltuk. Azokat
a betegeket, akik legalabb egy CYP3A5*1 all¢lt hordoztak, CYP3AS5 expresszalonak
tekintettiik, mig a CYP3A5*3/*3 genotipussal rendelkezd recipienseket a CYP3AS
enzimet nem expresszalo kategoridba soroltuk. A funkcionalis CYP3AS5 enzimmel nem
rendelkezd recipienseket a CYP3A4 mRNS-szintjiik alapjan alacsony, atlagos és magas
CYP3A4-expresszald csoportokra osztottuk. A transzplantalt betegek takrolimusz
vérkoncentracios értékeit a napi dozissal és testtomeggel normalizalva, (ng/ml)/(mg
dozis/testtomeg kg) formaban fejeztiik ki. A normalizalt vérkoncentracio (Co/D) és az
optimalis terdpias szint eléréséhez sziikséges dozisigények adatait a kiilonb6zé CYP3A-
staitusz(i recipiens kategoridkban a median és az atlagtszords (SD) értékek
megjelenitésével fejeztiik ki. Meg kell jegyezni, hogy a median értékek altalaban nem
kiilonboztek az atlagértéktdl (tobbnyire 7-10% eltérés). A statisztikai elemzést a
GraphPad InStat (version 3.10; GraphPad Software) szoftver alkalmazéasaval végeztiik.
A posztoperativ. CYP3A statusz ¢és takrolimusz farmakokinetikai paraméterek
Osszefiiggéseit, valamint a CYP3A4 mRNS expresszio és a takrolimusz vérkoncentracid
idobeli alakulasat Kruskal-Wallis variancia-analizissel, majd Dunn-féle tobbszoros
Osszehasonlito teszttel értékeltiik. A P<0,05 valdsziniiséggel jellemzett kiillonbségeket

tekintettiik statisztikailag szignifikansnak.

4.4 A donor és recipiens CYP3AS5 genotipus meghatarozasanak klinikai

jelentdsége majtranszplantélt betegeknél

441 Majtranszplantalt betegek

Felnott majtranszplantalt betegek bevonasaval késziilt prospektiv vizsgalatban felmértiik
a maj-donorok ¢és a recipiensek CYP3AS5 genotipusanak hatasat a takrolimusz vérszint
kialakulasara. A CYP3AS5 donor/recipiens genotipus vizsgalatba bevont betegek (N=69)

a Semmelweis Egyetem Transzplanticios ¢€s Sebészeti Klinikdjan estek at
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majtranszplantacion. A vizsgélati csoportban csak teljes szervi és elsé majatiiltetésiikon
atesett betegek szerepelnek.

A betegek CYP3A tesztelését és a vizsgalati protokollt az Egészségiigyi Tudomanyos
Tanacs, Tudomanyos és Kutatasetikai Bizottsaga jovahagyta (4799-0/2011-EKU). A
vizsgalatot a vonatkozo6 iranyelveknek és rendeleteknek megfeleléen végeztik (Az
egészségligyrol szolo 1997. évi CLIV. torvény, a 23/2002. (V. 9.) EiM rendelet, Helsinki
Nyilatkozat). Minden vizsgalatban résztvevd beteg, a tajékoztatast kovetden irasos
beleegyezését adta a vizsgalatban valo részvételhez. A betegek demografiai és klinikai
adatain kiviil (fiiggelék 10. tablazat) rogzitettiik a takrolimusz kezelés paraméterei is
(dozirozas és Co vérkoncentraciok). Mind a donorok, mind pedig a recipiensek a
kaukazusi (fehér) populdcidhoz tartoztak. A transzplanticiod utani gyodgyszeres kezelés
magaba foglalta az immunszuppresszansokat, gyulladdscsokkentdket, valamint
profilaktikus gyogyszereket; példaul antibiotikumokat (szulfametoxazol-trimetoprim,
ciprofloxacin, meropenem), virusellenes (ganciklovir, valganciklovir) és gombacellenes
szereket (amfotericin B, flukonazol), savcsokkenté gyogyszereket (famotidin,

pantoprazol), valamint szlikség esetén fajdalomcesillapitokat/érzéstelenitdt (pl.: propofol).

4.4.2 A donor maj graftok ¢és a recipiensek CYP3A-statuszanak megallapitasa

A donor m4j graftok és a recipiensek CYP statuszanak megallapitdsa azonos mddon
tortént, mint a 4.3.3. alfejezetben leirt szivtranszplantalt betegek CYP3A-statuszanak
meghatarozasa. A 4.3.3. alfejezet a leukocita izolalassal kapcsolatban a 4.1.2. alfejezetre,

az mRNS expresszioé mérésre vonatkozoan pedig a 4.1.5. alfejezetre hivatkozik.

4.4.3 Immunszuppresszans terapia ¢és  takrolimusz  vérszint meghatarozas
majtranszplantalt betegeknél.
A majatiltetett betegek takrolimusz kezelését 6 oraval a transzplantacio utan kezdtek
meg, ezt kdvetden a takrolimuszt (Prograf, Astellas Pharma Inc.) napi kétszeri adagban
alkalmaztdk. A reggeli dozis a takrolimusz mélykoncentraci6 (Co) méréshez sziikséges
vérvétel utan kertilt bevételre, az esti dozisra pedig a reggeli gyogyszerbevételhez képest
12 oréaval késobb keriilt sor. A takrolimusz kezdd dozisat a recipiens testtomegéhez (0,1
mg/kg) igazitottak, majd ezt kovetden a klinikai protokoll szerint, a reggeli dozis bevétele
elétti mélykoncentracio alapjan folytattak a dozirozast. Az oralis takrolimusz dozist a

terapids céltartomanyhoz igazitottak, ami a korai posztoperativ iddszakban 10 és 15 ng/ml
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kozti vérkoncentraciot jelent. A napi takrolimusz dozis kiszamitasahoz a (cél Co/aktualis
Co)xaktudlis dozis algoritmust alkalmaztak.

A takrolimuszon alapulé immunszuppressziv terapiat mikofenolat-mofetil és szteroid
(metilprednizolon) harmas kombinaciojaval épitették fel. A mikofenolat-mofetilt 2 g/nap
dozisban alkalmaztdk a korai posztoperativ idészakban, mig a miitét idején beadott
kezdeti 1 grammos metilprednizolon dézist a miitét utani elsé hét soran fokozatosan
csokkentették (500-250-125-32 mg/nap), az els6 hét végére érte el a 32 mg/nap dozist,
ezt kovetden pedig napi 20 mg-os fenntartd dozist alkalmaztak. A takrolimusz vérszint
monitorozasat rutinszeriien végezték (az elsd héten minden nap, a masodik hétt6l minden
masnap), a dozist sziikség szerint modositottak, ha a vérkoncentracio kiviil esett a terapids
12 oréaval, reggel 6 ora kortil a reggeli dozis bevétele el6tti vérvétel alapjan teljes vérbol
hataroztdk meg. A takrolimusz vérkoncentracié mérése a 4.3.2. alfejezetben ismertetett

modon tortént.

4.4.4 A donor/recipiens CYP3A5 genotipus hatasanak értékelése a takrolimusz
farmakokinetikai paraméterek alakuldsara majtranszplantalt betegeknél

A donor és a recipiens CYP3A5 genotipus kombinaciok alapjan 1étrehozott csoportok

takrolimusz vérkoncentracio és dozis Osszehasonlitasat GraphPad InStat (version 3.10;

GraphPad Software) szoftverrel végeztiik. A csoportok kozotti kiilonbségek vizsgélatara

a Kruskal-Wallis variancia-analizist, ezt kovetéen pedig a Dunn-féle tobbszords

Osszehasonlito tesztet hasznaltuk. A P<0,05 valoszinliséggel jellemzett kiilonbségeket

tekintettiik statisztikailag szignifikdnsnak.
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5 Eredmények

5.1 CYP mRNS expresszio mérési modszer optimalizalasa

A CYPtest™ diagnosztikai rendszert a betegek gyogyszer-metabolizalé képességének
becslésére fejlesztették ki a Metabolikus Gydgyszer-kolcsonhatasok Kutatdcsoportban.
A modszer a CYP gének klinikailag relevans mutécidinak integrativ elemzésén és a o
gyogyszer-metabolizald6 CYP enzimek mRNS-expressziéo mérésén alapul. A periférias
vér leukocitai megfeleld biologiai mintanak szamitanak a CYP enzim fiiggd gyogyszer-
metabolizalo képesség vizsgalatdhoz, mivel minimalisan invaziv modon, kénnyen
hozzaférhetok, aktiv RNS-szintézist mutatnak és tiikrozik a CYP1A2, CYP2C9,
CYP2C19 és CYP3A4 enzimek méjban mérhetd aktivitasat [Temesvari et al. 2012]. A
maj CYP aktivitasa és a leukocitdk CYP mRNS koncentracidja atmenetileg rendkiviil
alacsony szintre csokkenhet egyes megbetegedésekben. Az alacsony CYP-expresszios
szintek korlatozott mennyiségii mintabol térténd pontos és megbizhatd méréséhez
sziikséges volt az RNS izolalas, az RNS-cDNS reverz transzkripcio és a qPCR eljarasokat

optimalizalni.

5.1.1 Folyadék-folyadék RNS extrakcidos modszerek dsszehasonlitasa

A kivalé mindségi, tiszta RNS kivonasa fontos a génexpresszio érzékeny kvantitativ
elemzésehez. A szilard fazisu extrakcidos modszerek altalaban nagy tisztasagu RNS mintat
allitanak el0; a folyadék-folyadék extrakcié azonban hatékonyabbnak tiint az alacsony
koncentracioban expresszalt transzkriptumok izoldldsdban. A magas hozama és
minéségii RNS kitermelés érdekében 6sszehasonlitottam hat, kereskedelmi forgalomban
kaphatdo RNS extrakcids reagenst ugyanazon periférias leukocita populécion (TRIzol™
reagens, TRI Reagent®, Trizolate Reagent®, RiboZol® RNS extrakcids reagens,
RNAzol® RT reagens és NucleoZOL reagens). A RiboZol-reagens hasznélataval kaptam
a legmagasabb, kinyerhet6 total RNS koncentraciot, mig az RNS kihozatal a masik 6t
reagens alkalmazasaval szignifikansan alacsonyabb volt (P <0,05) (4. tablazat). Az RNS
mintak tisztasaganak értékelésére a 260/280 és 260/230 nm-en mért abszorbancia
aranyokat alkalmaztuk, idedlis tisztasagii minta esetén a 260/280 arany 2, illetve a

260/230 hanyad a 2,0-2,2 tartomanyba esik.
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Az 6sszehasonlitott reagensekkel kinyert RNS mintak 260/280 aranya 2 koriil volt, a
RiboZol és az RNAzol® RT termékek kivételével, mig a 260/230 arany csak a TRIzol™,
Trizolate Reagent® és a TRI Reagent® termékekkel izolalt mintdkban volt az elfogadhato
tartomanyban. A kinyert RNS mennyiségét €s tisztasagat tekintve a TRIzol™, Trizolate
Reagent® és a TRI Reagent® reagensek hasonloan alkalmasnak tekinthetdk, a pénziigyi

vonzatot tekintve azonban a TRI reagens volt a legkedvezdbb valasztas (4. tablazat).

4. Tablazat: Folyadék-folyadék RNS extrakcios reagensek dsszehasonlitasa. Déri és munkatarsai

tablazata alapjan [Déri et al. 2020].

RNS
RNS extrakc“)s koncentr{lci() 260/280 260/230 200 ml I’eagens
reagens a arz’lnya arzinya ara (€)b
(ng/pl)
TRIzol™ reagens 259,54+27,43 2,002+0,031 | 2,007+0,079 580
TRI Reagent® 235,7+11,94 2,006+:0,034 | 2,115+0,007 182
Trizolate Reagent® 267,84+22,80 1,992+0,031 | 2,007+0,051 212
RiboZol reagens 336,2+37,55 1,870+0,101 | 1,640+0,321 230
RNAzol® RT reagens 250,8+41,34 1,795+0,163 | 1,150+0,330 185
NucleoZOL reagens 256,6+68,98 1,907+0,074 | 1,413+0,359 230

? hérom extrakcié atlaga + standard deviacido ugyanabbol a leukocita populaciobol. b 4
megjelenitett arak a 2019-es év végi viszonyokat tiikrozik

5.1.2 A reverz transzkripcid és a qPCR maddszer optimalizalasa

Az alacsony CYP expresszios szintek méréséhez elengedhetetlen a rendkiviil érzékeny és
hatékony reverz transzkriptaz alkalmazasa. Ot reverz transzkripcids terméket (Maxima
First Strand, qQPCRBIO, FastGene Scriptase Basic, iScript €s SensiFAST cDNS szintézis
készletet) teszteltem a leukocitakban mérhetd6 CYP3A4 mRNS expresszio alapjan (8.
abra).
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8. Abra Ot reverz transzkripcios termék osszehasonlitasa a leukocitakbol mért CYP3A4 mRNS
expresszio alapjan. A kiindulasi RNS minta ,,pool” 1:5 aranyu higitasi sorat 6t, az abran szerepld
reverz transzkripcios termékkel atirtuk, az igy kapott CONS mintakkal azonos koriilmények kozt
végeztik el a CYP3A4 mRNS expresszido mérését qPCR moddszerrel. A PCR reakciok soran
kapott Cq (kvantifikdcids ciklus) értékeket abrézoltam a logaritmizalt kiinduldsi RNS
koncentracio fliggvényében. A hatszogek és a hibasavok a hdrom parhuzamos mérés atlagat és
szorasat jelolik (atlag £ SD), a szaggatott vonalak pedig a linearis koncentracié tartomanyra
illeszkednek. [Déri et al. 2020]

Az amplifikdcid analitikai érzékenységét, linearitdsat és hatékonysagat hasonlitottuk
Ossze a kiindulasi RNS minta 1:5 aranyu higitasainak felhasznalasaval. A kiindulasi
(teljes) RNS mennyiség higitasi sora a 4 ug és 51,2 pg kozti tartomanyt fedte le. Az
amplifikacié sordn kapott Cq értékek alapjan felvett standard gorbék mindségét a
meredekség, a korrelacios egyiitthaté (R?) és az amplifikacios hatékonysag segitségével
értékeltiik. A ,,duplazodo” amplifikacios rataval elméletben exponencialisan képzddik a
PCR termék, amely -3,3 meredekségii standard koncentracié gorbét eredményez, mig az
R2> 0,9 valamint a hatékonysag 90 és 110% kozti értékei elfogadhatoak.

A legalacsonyabb, reakcionkénti 51,2 pg total RNS mennyiség reverz-transzkripcidja a
CYP3A4 mRNS kimutatési hatarat nem érte el egyik cDNS szintézis készlet esetén sem.
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A Maxima First Strand és az iScript cDNS szintézis készletekkel végzett reverz
transzkripcid esetén a CYP3A4 mRNS kimutatasi hatdra 256 pg kiindulasi RNS
mennyiség volt, a QPCRBIO, FastGene Scriptase ¢s SensiFAST cDNS szintézis készletek
esetében a kimutatasi hatar még magasabb (6400 pg total RNS) volt (5. tablazat). A cDNS
szintézis linearitdsat elemezve az RNS koncentracio—Cq standard gorbék korrelacids
egyiitthatoi (R2) a Maxima First Strand, iScript és a SensiFAST cDNS szintézis termékek
esetében magasabbak voltak mint 0,9. A gPCRBIO ¢és a FastGene Scriptase cDNS
szintézis készletek gyenge korrelaciot mutattak (8. abra; 5. tablazat). A reverz
transzkripciot kovetdé qPCR hatékonysaga és ennek kovetkeztében a standard gorbék
meredeksége a Maxima First Strand és az iScript cDNS szintézis készleteket hasznalva
volt legkozelebb az idealis elméleti értékekhez (-3,3, illetve 100%). A gPCRBIo, a
FASTgene Scriptase és a SensiFAST cDNS szintézis készletek hasznélataval kapott
cDNS templaton futtatott qPCR reakcio hatékonysaga joval meghaladta az optimalis
tartomanyt. Mivel ugyanazokat a CYP3A4 PCR-komponenseket (primerek, proba,
polimeraz és puffer) alkalmaztuk mind az 6t cDNS-szintézis készlet 6sszehasonlitasanak
értékeléséhez, a reakcid hatékonysag beli kiillonbségei maganak a reverz transzkripciods
terméknek tulajdonithatok. A CYP3A4 mRNS expresszio mérés legszélesebb dinamikus
tartomanyat a Maxima First Strand cDNS szintézis Kit-tel eléallitott cDNS termék

mutatta, ezért a tovabbiakban a reverz transzkripcios reakciokhoz ezt a Kit-et hasznaltuk.

5. Téblazat: Reverz transzkripcios (RT) termékek 6sszehasonlitasa a CYP3A4 mRNS expresszio
mérés Cq értékeire illesztett standard gorbék alapjan. Déri és munkatarsai tablazata alapjan [Déri
et al. 2020]

2 .r
reverz standard R reakeid- | gotektalasi il
o . - . . InamikKus
transzkripcios gorbe (illesztési hatékonysag | y,¢4rértek
i a a a tartomany
termék meredekség mutatd) (%) (pg RNS)
gyartod

tapasztalt altal

rogzitett

Maxima First
Strand cDNA | -3,187+0,155 | 0,996+0,002 106,2+7,08 256
Synthesis Kit

256pg—-4 | 1pg-5
ug ng
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5. tabldzat (folytatés)
2 .
reverz standard R reakcié- | gogektalasi dinami
transzkripcids gorbe (illesztési hatékonysag hatarérték namiius
a a a tartomany
termék meredekség mutatd) (%) (pg RNS)
gyartd
tapasztalt altal
rogzitett
gqPCRBIO
6400pg— | 4pg-—
cDNA -1,648+0,628 | 0,762+0,192 | 404,7+251,13 6400
o 0,8 ng 0,1 ug
Synthesis Kit
FastGene
Scriptase 6400 pg — | 1000 pg
) -1,881+£0,307 | 0,775+0,049 | 249,3+70,23 6400
Basic cDNA 0,8 ng -5ug
Kit
iScript™
1280 pg- | 0,1 pg—
cDNA -2,849+0,052 | 0,958+0,007 124,843,35 256
o 0.8 ug 1pg
Synthesis Kit
SensiFAST™
6400 pg —
cDNA -2,218+0,231 | 0,937+0,037 | 182,4+32,81 6400 08 <1 png
Synthesis Kit oK

3 harom mérés atlaga + standard deviacid, azonos leukocita populaciobol TRI Reagent®-el izolalt
total RNS harom parhuzamosan elvégzett reverz transzkripcidjanak atlagabol szamitva

A Temesvari altal leirt qPCR moddszerek a CYP mRNS expresszid6 méréshez FAM
fluoroforral jelolt probakat alkalmaztak mind a referencia mind pedig a CYP gének
méréséhez, ami nem tette lehetdvé a multiplex reakciok kivitelezését. A réaforditott 1do,
munka és a mintak, reagensek jelentds megtakaritasa mellett a sikeres multiplex PCR-
mérés a célgén relativ expresszidjanak pontosabb meghatarozasat is biztositja. Ezért a
CYPtest™ rendszer qPCR oligonukleotid komponenseit wjraterveztik, a CYP és a
referencia gének oligonukleotid probait kiilonbozé fluorofor jelzéssel (HEX és FAM)
lattuk el (6. tablazat).

A primereket 1) két egymast kovetd exon régiora terveztilk, melyek kozt a megfeleld
gDNS (genomi DNS) szakaszon az intron kelléen nagy tavolsagot jelent (CYP1AZ2,
CYP2C9, CYP2C19) vagy 2) az exon-exon hatarra atfedve 2 exon régiot (CYP3A4,
GAPDH), igy az amplikon kizarélag a CYP mRNS-r6l szarmaz6 cDNS-b6l szarmazik,
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¢s az esetleges gDNS-szennyez6dés nem torzitja a reakcid eredményét, ugyanakkor nincs

sziikség DNaz-zal torténd eldzetes emésztésre. Az Ujratervezett primer-proba
kombinaciokat és az egyes géntermékek mennyiségi meghatdrozasat otszords higitasi
faktorral késziilt templat cDNS higitasi sor elemzésével vizsgaltuk. Az amplifikacios
hatékonysag a vizsgalt gének esetén 94,8 és 106,2% kozé esett, az R? pedig mind a 4
vizsgalt, valamint a referencia gén esetén (CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP3A4 és

GAPDH), nagyobb volt mint 0,99.

6. Tdblazat A relativ mRNS expresszido mérés primer és proba oligonukleotid szekvenciai és az

alkalmazott végkoncentraciok. Déri és munkatarsai tablazata alapjan [Déri et al. 2020]

Oligonukleotid Szekvencia (5°-3°) Végkoncentracio
CYP1A2 ,forward” primer | GTC AAT GAC ATC TTT GGA GCA G 200 nM
CYP1A2 ,reverse” primer CCT GCC AATCACAGTGTCC 200 nM
HEX-TGA CAC AGT CAC CAC AGC
CYP1A2 proba 200 nM
CAT CTC C-BHQ1
AGA TAG GTATTA AGG ACATCA
CYP2(C9 ,forward” primer 200 nM
GC
CYP2C9 ,reverse” primer CCACTATGG GTT TCAGGC 300 nM
HEX-ACC AAT CTC TCA AAG GTC
CYP2C9 proba 200 nM
TAT GGC-BHQ1
CYP2C19 ,.forward”
) ATC AGG ATT GTAAGCACCC 400 nM
primer
CYP2C19 ,;reverse” primer | TTC TCC AAAATATCACTT TCC AT 400 nM
HEX-CCACTATCATTG ATT ATT
CYP2C19 proba 200 nM
TCC CGG-BHQ1
CYP3A4 , forward” primer TGT CCT ACCATAAGGGCTT 300 nM
CYP3A4 ,reverse” primer CACAGGCTGTTGACCA 300 nM
HEX-AGT ATG GAA AAG TGT GGG
CYP3A4 proba 300 nM
GCT T-BHQ1
GAPDH ,,forward” primer AGC CACATCGCTCAGACAC 200 nM
GAPDH ,,reverse” primer GCC CAATACGACCAAATCC 200 nM
FAM-TGG GGA AGG TGA AGG TCG-
GAPDH proéba 50 nM
BHQ2
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5.2 CYP mRNS expresszid végstaddiumu vesebetegeknél
A CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19 ¢és CYP3A4 mRNS expresszidjat 105 végstadiumu

vesebeteg és 110 egészséges vesefunkcioval jellemzett szervdonor leukocitaibol
hataroztuk meg (9. abra). A betegek periférias fehérvérsejtjeiben a rendkiviil alacsony
CYP expresszid6 modszer-optimalizalast igényelt a CYP mRNS-ek megfeleld
detektalasdhoz. A CYP mRNS expresszio vizsgalatat, a modszer optimalizacié soran
legalkalmasabbnak itélt reagensekkel, a ,,TRI Reagent®” RNS izolal6 és ,,Maxima First
Strand cDNA Synthesis Kit” reverz transzkripcios termékek alkalmazasaval, valamint az
ujratervezett duplex gPCR kivitelezésére alkalmas oligonukleotid szekvenciakkal

végeztik.

CYP1A2 CYP2C9 CYP2C19 CYP3A4
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9. Abra A CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19 és CYP3A4 mRNS expresszioja egészséges
vesefunkcioju szervdonorok (E) (N=110) ¢és végstadiumi vesebetegek (V) (N=105)
leukocitaiban. A CYP mRNS szintek median értékét a vizszintes vonal jelzi, a szinezett ,,doboz”
az els6 és a harmadik kvartilis kozti tartomanyt, a fliggéleges karok pedig a minimalis és a
maximalis értékeket mutatjak. A csoportok kozotti kiilonbségeket Mann-Whitney U teszttel
szamitottuk ki. * p<0,0001 [Déri et al. 2020]
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Az egészséges vesefunkcioval rendelkezd szervdonorok leukocitdiban mért CYP
expresszio értékek megoszlasa 2-3 nagysagrendnyi tartoméanyban volt megfigyelhetd,
kivéve a CYP3A4 mRNS expressziot mely sokkal nagyobb (4 és fél nagysagrendnyi)
donorok kozti kiilonbséget mutatott. A vesebetegek leukocitaiban mind a 4 vizsgalt CYP
MRNS expresszidban nagy volt az interindividualis variabilitas, 5-7 nagysagrendnyi
kiilonbség volt mérhet a legmagasabb és a legalacsonyabb érték kozott. A kronikus
vesebetegek Osszes vizsgalt CYP mMRNS szintje szignifikansan alacsonyabbnak
bizonyult, a szervdonorokban megfigyelt expresszios értékekhez képest. A vesebetegek
¢s a szervdonorok CYP expresszios medidn értékei lényeges kiilonbségeket mutattak
(P<0,0001), a legmagasabb medianbeli kiilonbség a CYP2C9 (600-szoros), a
legalacsonyabb pedig a CYP2C19 (15-szeres) expresszidban volt megfigyelheté (9.
abra).

A kutatocsoport korabbi eredményei szerint periférias leukocitakbol mért CYP
expresszio alapjan becsiilhetdé a majszovetben mérhetd enzimaktivitds a CYP1AZ2,
CYP2C9, CYP2C19 és a CYP3A4 enzimeknél [Temesvari et al. 2012]. A CYP mRNS
értékek alapjan a betegek harom expresszids kategoridba (alacsony, atlagos, magas
expresszid) sorolhatok, a kategoériak kozotti hatarértékeket a kutatdcsoport korabbi
vizsgalatai alapjan hataroztdk meg [Temesvari et al. 2012]. A szervdonorok és a
végstadiumu vesebetegek CYP expresszidjanak Osszehasonlitasa soran szignifikans
kiilonbségeket figyeltiink meg az alacsony, atlagos és magas CYP mRNS expresszalok
aranyaban (Khi?, CYP1A2: 40,2, CYP2C9: 87,9, CYP2C19: 47,2, CYP3A4: 29,9; a
szabadsagi fok minden teszt esetén 2, a P érték pedig <0,0001 volt) (10. abra). A
karosodott vesefunkcioji betegek tobbségénél alacsony volt a CYP expresszio (51-77%);
mig a magas CYP expresszalok aranya 0—7% volt.

Egészséges vesefunkcidji szervdonoroknal sokkal kisebb ardnyban volt jelen alacsony
CYP expressziot mutatd egyén (30% vagy kevesebb), valamint hangstlyos volt a magas

CYP mRNS expressziot mutatd személyek aranya is (21-31%).
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10. Abra. Az , atlagos és magas CYP mRNS expressziét mutatd egészséges

vesefunkcidju szervdonorok (E) és a végstadiumu vesebetegek (V) aranya. A leukocitakban az
alacsony, atlagos és magas CYP mMRNS expresszio megallapitasahoz a korabban meghatarozott
hatarértékeket hasznaltuk: CYP1A2: (10°és 5x107*), CYP2C9: (2x10°¢és 10°°), CYP2C19: (10
6¢s 107°) és CYP3A4: (10°° és 10*) [Temesvari et al. 2012]. Az oszlopokon feltiintetett szamok
szazalékos értékben fejezik ki az adott expresszids kategoria aranyat. [Déri et al. 2020]

5.3 A CYP3A-statusz kapcsolata a takrolimusz vérkoncentracioval és

dozisigénnyel szivatiiltetett betegeknél

5.3.1 A szivtranszplantalt betegek CYP3A-statusza

A szivatiiltetésen atesett betegeknél a kaukazusi populéaciora jellemzd, klinikailag
relevans, funkciovesztd6 CYP3A5*3 polimorfizmust vizsgaltuk. CYP3A5*3 allélra
jellemz6 mutacié hianyaban az allélt vad tipusunak, CYP3A5*1-nek tekintettiik.

232 szivtranszplantalt beteg koziil 230 hordozott legalabb egy CYP3A5*3 allélt (34
CYP3A5*1/*3 és 196 CYP3A5*3/*3 genotipusu beteg), a CYP3A5*3 allél gyakorisaga
(91,8%) pedig megegyezett a kaukazusi fehér populaciora vonatkoz6 irodalmi adatokkal
(88-97%) [Zanger & Schwab 2013] (7. tablazat).
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Azokat a recipienseket, akik hordoztak a CYP3A5*1 allélt, CYP3AS expresszaloknak
tekintettiik. A CYP3A4 gén esetén két polimorf allélt (CYP3A4*1B, CYP3A4*22)
hataroztunk meg, amelyek szakirodalmi forrasok alapjan feltételezhet6en befolyasoljak a
CYP3A4 expresszidjat. A szivtranszplantalt betegek tobbsége (tobb mint 85%-a)
homozigota CYP3A4*1/*1 genotipussal rendelkezett, mig 13,3%-a heterozigota volt (17
beteg hordozta a CYP3A4*1/*1B, 14 pedig a CYP3A4*1/*22 genotipust). Egy beteg volt
homozigota a CYP3A4*1B polimorfizmusra nézve; CYP3A4*22/*22 genotipust azonban
egyet sem talaltunk a vizsgalt 232 betegek kozt (7. tablazat).

7. Tablazat: A vizsgalt CYP3A allélok, genotipusok és mRNS expresszios kategoriak gyakorisaga
a szivtranszplantalt betegek vizsgalati csoportjaban €és a kaukazusi populdcidban [Déri et al.
2021].

Allél, genotipus és mRNS expresszio
frekvencia (%)
N szivtranszplantalt kaukazusi
betegek populacié?
CYP3AS5 allél
*3 426 91,8 88,0-97,0
CYP3A4 allél
*1B 19 4,1 3,0-5,0
*22 14 3,0 2,5-8,0
CYP3AS genotipus
*1/*1 2 0,9 0,0-3,4
*1/*3 34 14,6 7,5-17,9
*3/*3 196 84,5 82,0-92,5
CYP3A4 genotipus
*1/*1 200 86,2 88,0-93,0
*1/*1B 17 7,3 6,0-8,0
*1B/*1B 1 0,4 0,0-4,0
*1/*22 14 6,0 6,6-9,2
*22[*22 0 0,0 0,0-0,7
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7. tablazat (folytatas)
mRNS expresszio frekvencia (%)
N szivtranszplantalt kaukazusi
betegek populacié?
CYP3A4 mRNS
expresszio

alacsony 130 56,0 40,2
atlagos 100 43,1 47,3
magas 2 0,9 12,5

4Az allélfrekvencidk a kaukdzusi populacioban Zanger és Schwab alapjan [Zanger & Schwab
2013]. A kaukazusi populacié genotipus gyakorisagait tobb kiilonb6z6 publikacié alapjan
rogzitettem [Bruckmueller et al. 2015, Csikany et al. 2021, Kurzawski et al. 2014, Plummer et al.
2003, Saiz-Rodriguez et al. 2020]. A kaukazusi populaciéra vonatkozo CYP3A4 mRNS
expresszios kategoridkat a Csikany és munkatarsai altal leirtakkal hasonlitottam 0ssze [Csikany
et al. 2021].

A genetikai kapcsoltsag a CYP3A lokuszban egy mar jol jellemzett jelenség [Dally et al.
2004], vizsgalataink alapjan is szignifikans kapcsoltsagot talaltunk a CYP3A4*1B és a
CYP3A5*1 all¢lokra jellemzd SNP-k kozott (rs2740574 és rs776746) a 232
szivtranszplantalt betegnél (D'": 0,758; LOD: 9,42). A CYP3A4*22, illetve a CYP3A4*1B
allélokat, melyeknek csokkent, illetve fokozott CYP3A4 génexpresszidos hatast
tulajdonitanak [Tornio & Backman 2018], 32 betegnél azonositottunk. Nem talaltunk
Osszefiiggést a CYP3A4 genotipus csoportok és a CYP3A4 mRNS expresszio kozott,
valdszinileg a polimorf CYP3A4 allélok alacsony gyakorisaga miatt (CYP3A4*1B:
4,09%; CYP3A4*22: 3,02%) vagy egyéb, nem-genetikai tényezO6k miatt, melyek
elfedhették a CYP3A4 genotipus MRNS expressziora gyakorolt hatasat szivtranszplantalt
betegeknél (11. abra). A CYP3A4 mRNS szintek lényeges, egyének kozti kiilonbségei
azonban nem magyarazhatok kizarolag az expressziot befolyasoldo CYP3A4 allélokkal;
ezért a betegek maj CYP3A4 aktivitdsat a paciensek leukocitdinak CYP3A4 mRNS
szintjébdl becsiiltik meg, a betegeket alacsony, atlagos és magas expresszioji
csoportokba sorolva (7. tablazat). A betegek tobb mint fele (56%) alacsony CYP3A4
mRNS expressziét mutatott, egy tovabbi jelents része (43,1%) atlagos szinten
expresszalta a CYP3A4-et, mig csak 2 beteg (<1%) mutatott magas CYP3A4 expressziot

a korai posztoperativ idészakban (2 nappal a miitét utan).
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11. Abra: A CYP3A4 genotipus hatdsa a CYP3A4 mRNS expressziora szivatiiltetett betegeknél
a korai posztoperativ idészakban, 2 nappal a transzplantacio utan [Déri et al. 2021].

53.2 A szivatiltetett betegek CYP3A-statusza ¢és a takrolimusz expozicid
Osszefliggései a korai posztoperativ idészakban
A betegek CYP3A-statusza ¢és a takrolimusz vérkoncentracio kozotti dsszefliggést 163
recipiens esetében vizsgaltuk 15 nappal a transzplantaciot kovetden. A recipiensek
takrolimusz terdpidja a transzplantaciot kovetd 5. napon kezdddik és a 15. napon a
takrolimusz vérszint tobbé-kevésbé eléri a steady-state allapotot. A Korai posztoperativ
CYP3A-statusz (CYP3AS5 genotipus és a leukocitakbol mért CYP3A4 mRNS expresszio)
alapjan a betegeket két f6 kategoriaba soroltuk: CYP3AS5 expresszalok (CYP3A5*1/*3
vagy CYP3A5*1/*1 genotipussal rendelkezok) és nem-expresszalok (CYP3A5*3/*3
genotipussal rendelkezék). A CYP3AS5 enzimet nem-expresszalokat tovabbi két
alcsoportra bontottuk: alacsony és atlagos CYP3A4 mRNS expressziot mutatok. A 163
recipiens kozt nem volt olyan beteg, aki magas szinten expresszalta volna a CYP3A4

MRNS-t.
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A szivatiiltetett betegek CYP3A-stitusza, valamint a doézissal és a testtomeggel
normalizalt takrolimusz vérkoncentracioja kozott jelentds Osszefiiggést mutattunk ki (12.
abra). A CYP3AS5 enzimet expresszalé betegeknél volt megfigyelhet6 a legalacsonyabb
takrolimusz vérkoncentracié (Co/D); szignifikansan alacsonyabb volt, mint azoknak a

betegeknek a Co/D értékei, akik nem rendelkeztek mitkkodéképes CYP3AS enzimmel.
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12. Abra: A betegek CYP3A statuszanak (CYP3A5 genotipus és CYP3A4 expresszio) hatasa a
dozissal normalizalt takrolimusz vérkoncentraciora szivatiiltetett betegeknél a korai posztoperativ
id6szakban (15 nappal a transzplantaciot kovetéen). A diagram 12 6raval az esti takrolimusz
bevétel utani vérszintet, a takrolimusz mélykoncentraciot abrazolja ((ng/ml)/(mg dozis/testtomeg
kg)). A vonalak a kiilonb6z6 CYP3A csoportok median értékeit jelzik. CYP3AS enzimmel
rendelkezOk, valamint a CYP3AS enzim nélkiili atlagos és alacsony CYP3A4 expresszios
csoport *P <0,0001 [Déri et al. 2021]
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A takrolimusz vérkoncentracioja az atlagos CYP3A4 mRNS szinttel rendelkezd, de
CYP3ADS enzimhianyos betegekben koriilbeliil kétszerese volt, mig az alacsony CYP3A4
MRNS expresszioji betegek esetén négyszerese volt a CYP3AS enzimet expresszalo
betegek vérszintjének (CYP3AS expresszalok: 48,3+13,57 (ng/ml)/(mg/ttkg); atlagos
CYP3A4 expresszalok: 92,6 + 11,33 (ng/ml)/(mg/ttkg); alacsony CYP3A4 expresszalok:
192,5 + 63,60 (ng/ml)/(mg/ttkg); N=163, P <0,0001).

A viszonylag alacsony szoras mind a CYP3AS5 expresszalo csoportban, mind pedig az
atlagos CYP3A4 expressziot mutatd csoportban azt jelezte, hogy a csoportokon beliil a
betegek takrolimusz ,,clearance” értéke hasonld volt. Azonban az alacsony CYP3A4
MRNS szintet mutaté betegeknél a normalizalt takrolimusz vérszint értékek szorasa igen
magas volt. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a kezdeti takrolimusz terapia
optimalizalasa az alacsony CYP3A4 expressziot mutatd betegeknél nagy kihivast
gorditett a klinikusok elé. A szivtranszplantalt betegek kezelési rendje szerint a korai
posztoperativ iddszakban a célzott Co vérkoncentracio tartoméany 10-15 ng/ml koz¢ esik.
A terdpias vérszint tartomdany eléréséhez sziikséges takrolimusz dozis szignifikéns
Osszefliggést mutatott a recipiensek CYP3A-statuszaval. A miikodoképes CYP3AS
enzimmel rendelkezd (CYP3AS5*1 allélt hordozok) pacienseknél nagyobb takrolimusz
dozisra volt sziikség a terapias vérkoncentracio eléréséhez, mint a CYP3AS enzimmel
nem rendelkezd betegeknél (CYP3A5*3/*3) (CYP3AS expresszalok: 0,240 = 0,081
mg/ttkg; atlagos CYP3A4 expresszalok: 0,138 + 0,0283 mg/ttkg; alacsony CYP3A4-
expresszalok: 0,080 + 0,0266 mg/testtomeg-kg; N=163, P <0,0001) (13. abra).
Figyelembe véve a takrolimusz kezd6 dozisara vonatkozoé klinikai protokollt, az ajanlott
0,1 mg/testtomeg kg dozis egyetlen CYP3A-stitusz kategoria esetében sem volt
optimalis. A takrolimusz dozirozds pontositasat teszi lehetdvé a recipiens CYP3A-
statuszahoz vald igazitds. A miikodoképes CYP3AS enzimet eredményezd vad tipust
CYP3AS5*1 allélt hordozo recipienseknél a takrolimusz cél vérkoncentracidohoz

szignifikansan magasabb (2,4-szeres) dozisra volt sziikség.
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13. Abra A betegek CYP3A statuszanak (CYP3A5 genotipus és CYP3A4 expresszi6) hatasa a
terapias vérkoncentracio eléréséhez sziikséges takrolimusz dozisra szivatiiltetett betegeknél a
korai posztoperativ idészakban (15 nappal a transzplantaciot kovetden). A vonalak a kiillonb6z6
CYP3A csoportoknal alkalmazott takrolimusz dozisok median értékeit jelzik. CYP3AS5
enzimmel rendelkezdk, valamint a CYP3AS5 enzim nélkiili atlages és alacsony CYP3A4
expresszios csoport *P <0,0001 [Déri et al. 2021].

A CYP3A5*3/*3 genotipussal rendelkezd atlagos CYP3A4 expressziot mutatd betegek
esetében a dozisigény 30-40%-al volt magasabb, mig az alacsony CYP3A4 expressziot
mutatok esetében koriilbeliil 20%-al volt alacsonyabb a megfelelé dozis, mint az ajanlott
0,1 mg/testtomeg kg.

Osszefoglalva elmondhat6, hogy a recipiensek CYP3A-statusza és a takrolimusz dozissal
¢és testtomeggel normalizalt vérkoncentracio kozott szignifikans 0sszefiiggés mutathato
Ki, ami alapjan az optimalis terapias vérkoncentracido eléréséhez sziikséges dozis

meghatarozhato.
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533 A CYP3A4 mRNA expresszid6 ¢s a takrolimusz expozicio idofliggése a

szivtranszplantaciot kovetd 15 hdnapban

78 szivtranszplantalt betegnél vizsgaltuk a CYP3A-statusz (CYP3A4 expresszio ¢€s
honapban. A recipiensek CYP3A4 mRNS expresszidja szignifikansan alacsonyabb volt
a transzplantaciohoz legkdzelebb esd idépontban (a miitét utdni masodik napon), mint
barmely késobbi idépontban (1, 3, 6, 12 és 15 hoénap) (P <0,0001) (14. abra). A
transzplantacié idején a betegek tobbsége (85%) alacsony szinti CYP3A4 mRNS
expressziot mutatott, ami a CYP3A4 szubsztratok szempontjabol gyenge metabolizalo
képességet jelent; ezen kiviil a legalacsonyabb és a legmagasabb CYP3A4 mRNS
expresszio kozott tobb mint harom nagysagrendnyi kiilonbség volt megfigyelhet6. Habar
a transzplantacio utan 1 és 3 honappal még mindig széles tartomanyt olelt fel a betegek
CYP3A4 expresszios szintje, a recipienseknek mar tobb mint a fele az atlagos CYP3A4
expresszalo kategoridba esett. A longitudinalis vizsgalat késébbi idépontjaiban (6 és 12
honap) a CYP3A4 expresszio tartomanya minddsssze egy-masfél nagysagrendnyire
szukilt, és a betegek 70-85% -a az atlagos expresszaldo kategodridba tartozott. A
transzplantacié utan 15 honappal, amikor a metilprednizolon gyogyszerelést legalabb mar
egy honapja befejezték, az atlagos expressziot mutatd recipiensek aranya csak 47% volt.
A transzplanticiot kovetd 15 honapos periddus soran kialakuld CYP3A4 expressziot a
genetikai polimorfizmuson tal, nem-genetikai tényezok is befolyasoljak, mint példaul a
kortikoszteroid terapia, mely fontos faktornak bizonyult, ezért a metilprednizolon dozisait
is megjelenitettem a CYP3A4 mRNS szintek abrazoldsaval parhuzamosan (14. abra).
Mindenképp szeretném megjegyezni, hogy a transzplantacié utani 12 és 15 honapos
idopontokban a CYP3A4 mRNS expresszi6 adatok csak hidnyosan alltak
rendelkezésiinkre, ugyanis a vizsgalati csoport korabban transzplantalt pacienseinek egy
része, a személyes konzultaciordl a COVID-19 jarvanyhelyzetre valo tekintettel attért az

online kontroll vizsgélatra, igy vérminta levételre nem volt lehetdségiink.
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14. Abra: CYP3A4 mRNS expresszio szivtranszplantalt recipienseknél a miitétet kovetd 15
hénapos iddszakban. A szaggatott vonal a kortikoszteroid napi dozisat jeldli *P <0,0001 [Déri et
al. 2021]

Mivel a CYP3A5 enzimnek dominans szerepe van a takrolimusz metabolizmusaban, a
kiilon-kiilon kovettilk a CYP3AS expresszalo és a CYP3AS enzimhianyos recipiensekben
(N =13, N=65) (15. és 16. abra). A takrolimusz-kezelés altalaban a transzplantaciot
kovetd 5. napon kezd6dott; ezért az els6 vérmintavétel idopontja melybdl meghataroztuk
a perioperativ. CYP3A4 mMRNS expressziot, nem esett egybe a takrolimusz
vérkoncentracio vizsgalatara szolgald mintavétellel. A CYP3AS5 enzimet nem
expresszald betegekben (homozigota CYP3A5*3/*3 genotipus) a takrolimusz vérszint
(dozissal és a testtomeggel normalizalt) enyhe csokkenése volt megfigyelhet6 a mitétet
kovetd elsé honapban (15. abra); ez a csokkenés azonban statisztikailag nem volt
szignifikans (P> 0,05). A miitétet kdvetd elsé hat honapban a kiindulasi szinthez képest

nem volt szignifikans kiilonbség a takrolimusz dozissal és testtomeggel normalizalt Co

crer
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A transzplantacio utan 1 évvel és 15 honappal késdbb viszont szignifikansan magasabb
vérkoncentracio volt mérhetd 0sszehasonlitva a korabbi idépontok értékeivel (10 nap, 1,
3 és 6 honap), ami valosziniileg a metilprednizolon dozis jelent6s csokkenésének,

valamint megvonasanak volt koszénhetd (15. abra).
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15. Abra: A dozissal normalizalt takrolimusz vérkoncentracié a CYP3A5*3/*3 genotipussal
rendelkezé (CYP3AS5 enzimhianyos) szivtranszplantalt recipienseknél a miitétet kovetd 15
hénapos idészakban. A szaggatott vonal a kortikoszteroid napi doézisat jeloli *P <0,0001 [Déri
etal. 2021].

A CYP3AS5 enzimet expresszald szivtranszplantalt recipienseknél (CYP3A5*1/*3
genotipus) nem taldltunk szignifikans kiilonbséget a dozissal €s testtomeggel normalizalt
takrolimusz vérszintek kozt a kiilonbozo idopontokban (16. abra). A 16. abran lathato 4
kiugroan magas [125 (ng/ml/(mg dozis/testtomeg-kilogramm)] koncentracio-érték feletti
vérszint koziil 3 érték ugyanahhoz a pacienshez tartozott, akinek a CYP3A4 mRNS
expresszidja az utankovetéses vizsgalat soran végig rendkiviil alacsony volt,
elképzelhetd, hogy a CYP3AS enzim transzkripcidja is hasonldéan csokkent atirodassal

zajlott.
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16. Abra: A dozissal normalizalt takrolimusz vérkoncentracié a CYP3A5*1 allélt hordozod
(CYP3AS enzimmel rendelkez6) szivtranszplantalt recipienseknél a miitétet koveté 15 honapos
id6szakban. A szaggatott vonal a kortikoszteroid napi dozisat jel6li [Déri et al. 2021].

5.4 A donor és recipiens CYP3A5 genotipus meghatarozasanak klinikai
jelentdsége majtranszplantalt betegeknél

Korabbi kutatasi eredmények igazoltak, hogy majtranszplantalt betegeknél a donor maj
CYP3A-statuszahoz igazitott kezdeti takrolimusz terdpia csokkenti a kalcineurin
inhibitor gydgyszer tiladagolas vagy alul-dozirozas kockazatat, ami hozzajarulhat a hibas
dozirozas kovetkeztében kialakulo graft kéarosodas elkeriiléséhez a transzplantaciot
koveté korai posztoperativ idészakban [Monostory et al. 2015]. CYP3A5*3/*3
genotipussal rendelkez6 atlagos CYP3A4 mRNS expressziot mutaté donor maj beiiltetése
esetén, a recipiensek terapias vérszintjéhez sziikséges takrolimusz dozis tobbé-kevésbé
megegyezett a testtomeg alapjan kiszamolt dozissal (0,1 mg/kg). Azoknal a betegeknél,
akiket alacsony CYP3A4 expressziot mutato grafttal transzplantaltak, 1ényeges (kb. 50%)
dozis csokkentésre volt sziikség (0,047 mg/kg takrolimusz, P <0,001), mig a magas

CYP3A4 expressziot mutatd grafttal transzplantalt recipienseknél, vagy ha a donor
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genom legalabb egy kopiaban hordozta vad tipusi CYP3A5*1 allélt, a takrolimusz dozist
100% -kal (0,21 mg/kg, P <0,001) névelni kellett a testtomeg alapjan kalkulalt dozishoz
viszonyitva a megfelelé vérkoncentracio eléréséhez [Monostory et al. 2015].

A takrolimusz metabolizmusa azonban nem kizarolag a maj CYP3A enzimei altal megy
végbe, a felszivodott hatdéanyag egy része mar a bélfalban, a vékonybél CYP3A
enzimeinek segitségével atalakul [Brunet et al. 2019, Schutte-Nutgen et al. 2018].
Majtranszplantacid esetén nincs teljes szakmai egyetértés az oralis takrolimusz
készitmények farmakokinetikajaval kapcsolatban. Egyes vizsgalatok csak a graft
takrolimusz metabolizald kapacitasat talaltak meghatarozonak [Provenzani et al. 2011,
Yu et al. 2006], mig mas tanulmanyok a recipiens vékonybél metabolikus kapacitasat is
lényeges tényezéként allapitottak meg [Buendia et al. 2015, Uesugi et al. 2006].

Az imént emlitett eredmények hatdsara, a szakirodalomban jelentds takrolimusz
metabolizaloként leirt 2 szerv (a maj és a bélfal) genotipizaladsaval vizsgaltuk a
donor/recipiens CYP3A5 genotipus kombinacio hatasat a takrolimusz vérkoncentraciora,
valamint a terapias vérszint eléréséhez sziikséges dozisra majtranszplantacion atesett
betegeknél (17 és 18. abra). A dozissal és testtomeggel normalizalt takrolimusz
vérkoncentracio szignifikansan alacsonyabb volt a miikkodoképes CYP3AS5 enzimmel
rendelkezd (CYP3AS5*1 allélt hordozd) majjal transzplantalt betegekben, mint a CYP3AS
enzimet nem expresszald grafttal rendelkezd recipiensekben (CYP3AS5*3/*3). A
donor/recipiens CYP3AS5 genotipus kombinaciok vizsgalatabol kapott eredményeink
alapjan ugy tlinik, hogy a korai posztoperativ idészakban a donor mdj; CYP3AS5

genotipusa meghatdrozd, mig a recipiens CYP3AS5 genotipusa elhanyagolhat6 a

crcr
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17. Abra: A dozissal és testtomeggel normalizalt takrolimusz vérkoncentracio a kiilonbozé
donor/recipiens CYP3A5 genotipus kombinaciok fliggvényében. Nincs CYP3AS5 enzim:
CYP3A5*3/*3 genotipus; van CYP3A5 enzim: CYP3A5*1/*3 vagy CYP3A5*1/*1 genotipus.
-/- (N=49) donornak nincs/recipiensnek nincs; -/+ (N=6) donornak nincs/recipiensnek van; +/-
(N=10) donornak van/ recipiensnek nincs; +/+ (N=4) donornak van/recipiensnek van CYP3A5
enzime. *P <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001; ns = nem talaltunk statisztikailag szignifikans
kiilonbséget. Csikany és munkatarsai abraja alapjan [Csikany et al. 2021]

A donor/recipiens CYP3AS5 genotipus kombindcio €s a terapias vérszint beallitasahoz
sziikséges dozis Osszefliggésének vizsgalata alapjan az lathatd, hogy ugyancsak a donor
ma4j genotipusa a hangsulyosabb tényezd a célkoncentracid eléréséhez sziikséges dozis

mértékének meghatadrozasahoz (18. abra).
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18. dbra A terapias vérszint beallitasahoz sziikséges takrolimusz dozis a killonbozo
donor/recipiens CYP3A5 genotipus kombinaciok esetén. Nincs CYP3A5 enzim: CYP3A5*3/*3
genotipus; van CYP3AS enzim: CYP3A5*1/*3 vagy CYP3A5*1/*1 genotipus. -/- (N=49)
donornak nincs/recipiensnek nincs; -/+ (N=6) donornak nincs/recipiensnek van; +/- (N=10)
donornak van/ recipiensnek nincs; +/+ (N=4) donornak van/recipiensnek van CYP3A5 enzime.
*P <0,05; ** P <0,001; ns = nem talaltunk statisztikailag szignifikans kiilonbséget.
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6 MegbeszElés

A személyre szabott gyogyszeres kezelés megvalositasahoz elengedhetetlen, hogy
informaciokat szerezziink a betegek gyogyszer-metabolizald kapacitasarol [Shah & Shah
2012, Shah & Smith 2015]. A CYP1-3 csaladokba tartozé majenzimek, elsésorban a
CYP3A4/5, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP1A2 és CYP2B6 nagymértékben
vonatkoz6 minden informécié komoly jelentdséggel bir a gyogyszer-metabolizald
képesség becslése szempontjabol [Zanger & Schwab 2013]. A CYP statusz és a
gyogyszer-metabolizald képesség becslésének elsé 1épése a klinikailag relevans CYP
allélok azonositdsa, amelyek hianyz6, csokkent, novekedett vagy akar ultragyors
enzimaktivitast és ezaltal az atlagostol eltéré metabolizmust eredményeznek [Waring
2020, Zhou et al. 2017]. A nem-genetikai tényezok kovetkeztében a hepatikus CYP
aktivitasok atmeneti csOkkenése (vagy emelkedése) részben detektalhato a leukocitdkban
mérhetd CYP expressziobol. A CYP expresszid ¢€s aktivitas a leukocitdkban
nagysdgrendekkel alacsonyabb, mint a mdajban, a kutatocsoport kordbbi eredményei
azonban igazoltak, hogy a periférias vér leukocitaiban a CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19
¢s CYP3A4 enzimek MRNS expresszidja tiikrozi a maj aktivitasat [Temesvari et al.
2012]. Azonban azt meg kell jegyezni, hogy a periférias vér leukocitai nem megfelel6
biomarkerek a maj CYP2B6 és CYP2D6 enzimaktivitdsanak értékeléséhez, mivel nincs
Osszefiiggés a m4j aktivitadsa és a leukocita mRNS expresszio kozott [Temesvari et al.
2012]. A CYP3A-szubsztratok esetén felmeriilhet a kérdés a CYP3AS5 enzim érdemi
szerepérdl, azaz hogy a betegek CYP3A-szubsztrat-metabolizaldo képessége inkabb a
CYP3A4, vagy a CYP3AS aktivitasanak tulajdonithato. Ugyanis a CYP3A4 mennyisége
a maj CYP3A-készletében lényegesen meghaladja a CYP3AS5 enzim mennyiségét (85%,
illetve 5%) [Ohtsuki et al. 2012], masrészt a kaukazusi (fehér) populacioban altalaban a
CYP3AS enzim hianyat eredményezé CYP3A5*3 allél van csak jelen az egyénekben
(CYP3A5*3 allélfrekvencia: 88-97%) [Zanger & Schwab 2013], igy a CYP3AS
expresszid csak azokra korlatozodik, akik hordozzdk a funkciondlis vad tipust
CYP3A5*1 allélt; harmadrészt pedig a CYP3AS enzim aktivitdsanak szubsztrat-
specificitdsa nem olyan széles mint a CYP3A4 enzimnek. A funkciondlis CYP3AS
(CYP3A5*1 allél) jelenléte nem befolyasolja szamos CYP3A szubsztrat (klonazepam,

fluvasztatin, pravasztatin, karbamazepin) farmakokinetikai viselkedését, mig masok,
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példaul a takrolimusz CYP3AS enzim katalizalta metabolizmusa Iényegesen intenzivebb,
mint a CYP3A4 enzimhez kothet6 ,,clearance”; ezért a CYP3A5*1 allélt hordozo betegek
a terapids vérkoncentracié eléréséhez magasabb takrolimusz dozist igényelnek, mint a
CYP3A5*3/*3 genotipust betegek. Ez egyben azt is jelenti, hogy a magas takrolimusz-
metabolizalo képesség becsléséhez elegenddé a CYP3A5*1 azonositasa, nincs sziikség

tovabbi CYP3AS expresszios mérésekre [Monostory et al. 2015].

6.1 A CYP génexpresszido mérési modszer optimalizacioja alacsony expressziod
kimutatasara

A CYP enzimek genetikai polimorfizmusai, mint permanens variaciok és a CYP
expresszio tranziens valtozasainak kimutatasa megkoOnnyitheti a magas kockézati
betegek azonositdsat [Monostory et al. 2015, Toth et al. 2015, Toth et al. 2016, Toth et
al. 2017]. Karosodott vesemikodésti betegek leukocitdiban az urémias toxinok
potencialis felhalmozddasa miatt a CYP gének alacsony expressziot mutatnak. Ezért a
gqPCR technikat alkalmazd CYP expresszido mérés munkafolyamatainak 1épései (RNS
extrakcid, reverz transzkripcid, valamint a CYP gének qPCR mérése) megkovetelték a
Temesvari és munkatarsai altal leirt modszer finomitasat [Temesvari et al. 2012]. A
génexpresszio elemzéséhez az RNS elkiilonitése a sejt egyéb makromolekulditol (DNS,
fehérjék) folyadek-folyadék, vagy szilard fazist extrakcidval kritikus fontossagu ahhoz,
hogy megfeleld mennyiségli és mindségli RNS-t nyerjliink ki a bioldgiai mintabol.
Rendelkezéstinkre allnak kiilonféle szilard fazist extrakcids modszerek, amelyekkel nagy
tisztasagi RNS mintakat lehet izolalni. A szilard fazisu extrakcid olyan eldnyei mellett,
mint példaul a jo reprodukalhatosag, a veszélyes vegyi anyag-felhasznalds csokkentése,
valamint az egyszerti automatizalds, az RNS kitermelés alacsony hozama egy jelentds
hatrany [Ali et al. 2017, Thatcher 2015]. Szilard fazisu modszerrel gyakran nincs esély
az alacsony koncentracioban kifejezett cél RNS szekvencia kinyerésére. A folyadék-
folyadék extrakcio altalaban lényegesen nagyobb mennyiségli RNS-t eredményez, mint
a szilard fazisu extrakcios modszerek [Tesena et al. 2017]; nagy tisztasagli RNS-mintak
eldallitasdhoz azonban sziikséges a legmegfelelébb folyadék-folyadék extrakcios
modszer megfontolt Kivalasztasa. A leggyakoribb folyadék-folyadék extrakcios
modszerek a fenol - guanidin-tiocianat reagens part hasznaljak, kloroform hozzaadassal

indukalt fazis-szétvalasztassal vagy anélkiil.
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Bar a jelen vizsgélatban alkalmazott RNS extrahalé termékek ugyanazokat a 1épéseket
kovették, mint a vizes fazisbol szarmazo RNS kicsapasa 2-propanollal, valamint az RNS
etanollal torténé tisztitasa [Chomczynski et al. 2013, Rio et al. 2010, Shukla et al. 2017],
a leukocitak RNS-hozama és tisztasaga eltérd volt. A RiboZol® reagenssel volt kinyerhetd
a legnagyobb mennyiségii RNS; a TRIzol™, Trizolate Reagent® és TRI Reagent®
reagensekkel pedig a legalacsonyabb szennyezddési rataval extrahédltuk az RNS-t.
Minden paramétert (RNS kitermelés, tisztasag és koltségvonzat) Gsszevetve a TRI
Reagent® alkalmazasa volt a legeldnydsebb a pénziigyi raforditast is figyelembe véve. A
gDNS (genomi) szennyezddések az RNS mintdkban jelentdsen befolyéasolhatjak a gPCR
kimenetelét, ami a vizsgalni kivant mRNS expresszid ,.felilméréséhez” és pontatlan
mRNS expresszios eredményekhez vezethet. A gDNS szennyezddése megbecsiilhetd
PCR vizsgalatokkal, (kihagyva a reverz transzkripcio 1épését) parhuzamosan a reverz
transzkripciot kovetd qPCR 1épésekkel; azonban ez a kiegészitd vizsgalat koltséges, és a
korlatozott mennyiségben rendelkezésre allo6 RNS minta addicionalis felhasznalasa sem
elhanyagolhat6 tényezd. Alternativ modszerként megemliteném az RNS-mintak (RNaz-
mentes) DNaz-emésztését a reverz transzkripcid és a qPCR 1épések elott. Bar a DNaz
kezelés, és az ezt koveté DNaz inaktivalas jelentdsen csokkentheti a gDNS
szennyezOdeést, ezek a tovabbi 1€pések jelentdsen meghosszabbitjdk a minta eldkészités
idotartamat. A gDNS szennyezésre érzéketlen reakcid Osszedllitdsa a megfeleld
oligonukleotid primerek tervezésével ido- és reagens-takarékos alternativ modszer, amely
szamos eukariota génre alkalmazhato [Kuang et al. 2018]. Ha az oligonukleotid primer
szekvenciat az eukariota gén exon—exon hataréara tervezziik, vagy a ,,forward” és a reverz
primerek altal kijelolt szekvencia egy nagy intron régiot is tartalmaz, akkor az
amplifikacidhoz sziikséges templatot kizardlag a reverz transzkripcié soran atirddott
cDNS-bdl biztosithatjuk, ezért a gDNS szennyezés nem fogja zavarni a génexpresszio
elemzését. Mivel a CYP gének és a referencia gén GAPDH multi-exon gének, ezért meg
tudtuk tervezni a megfelel6-gDNS szennyezésre érzéketlen qPCR méréseket.

Az RNS templat reverz transzkripcidja egy masik eszencidlis 1épés a génexpresszio
kvantitativ vizsgalata soran. A reverz transzkriptdz enzim daltalanossdgban széles
dinamikus tartomanyban mondhaté hatékonynak, képes cDNS-¢ atirni mind a magas
mind pedig az alacsony koncentracioban 1évé kiindulasi RNS templatot [Levesque-

Sergerie et al. 2007, Okello et al. 2010, Picard-Meyer et al. 2015]; a gyartok specifikacioi
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azonban csupan a kiindulési minta teljes RNS tartalméra vonatkozoan tdjékoztatnak, és
nem a specifikus templat szekvencia mennyiségére vonatkozoan, amelyet az adott enzim
képes atirni. Ezenkiviil a gyartok tajékoztatoi ritkdn adnak informdaciot arrdl, hogy a
reverz transzkripcios termék kozvetlentil alkalmazhato-e a qPCR-hez, vagy a reverz
transzkripcids reakcid utan sziikséges-e valamilyen minta feldolgozés pl. higitas vagy
tisztitdas [Okello et al. 2010]. A CYP mRNS expresszio vizsgalat soran a reverz
transzkriptaz f6 alkalmazhatdsagi kritériuma a széles dinamikus tartomany és a kozvetlen
gPCR felhasznalhatésag. Mind az 6t, a jelen vizsgalatban alkalmazott cDNS szintetizalo
termék moddositott MMLV (Moloney Murine Leukemia Virus) reverz transzkriptaz
enzimet tartalmazott, amely a szakirodalom szerint magasabb cDNS szintézis sebességre
képes, mint az AMV (Avian Myeloblastosis Virus) enzimet tartalmazé termékek [Pfaffl
2004, Yasukawa et al. 2008]. Minden altalunk vizsgalt cDNS szintézis készitmény
ugyanazt a primer kotodési stratégiat alkalmazza a véletlenszerii hexamer és oligo (dT)
primerek kombinacidjaval, amelyek optimalis érzékenységet és pontossagot képesek
biztositani az elsd szal cDNS szintézis¢hez. Az azonos tipusu reverz transzkriptdz enzim
¢és primer kotddés ellenére a vizsgalt cDNS szintetizald termékek jelentds eltéréseket
mutattak hatékonysagban, dinamikus tartomanyban ¢és a detektalasi hatarérték
vonatkozasdban. A legkisebb mennyiségli total RNS mintabol (256 pg) az iScript™
cDNS Synthesis Kit és a Maxima First Strand ¢cDNS Synthesis Kit for RT-gPCR
termékek voltak alkalmasak CYP3A4 mRNS kimutatasara; azonban az iScript™ cDNS
Synthesis Kit hatékonysag és dinamikus tartomény terén elmaradt a Maxima First Strand
cDNS Synthesis Kit for RT-qPCR termékt6l. A Maxima termék bizonyult a
leghatékonyabbnak, €és a cél szekvencia reverz transzkripciojat ez a termék volt képes
katalizalni a legszélesebb koncentracio tartomanyaban (256 pg — 4 ng). A {6 kiilonbség a
tanulmanyozott cDNS szintézis készletek kozott az RNaz H aktivitds volt, amely az
eredeti RNS templatot hivatott elbontani a cDNS szintézist kovetden. Az iScript™ cDNS
Synthesis Kit és a Maxima First Strand cDNS Synthesis Kit for RT-qPCR termékekben
talalhat6 enzimek szamottevd RNaz H aktivitassal rendelkeztek; mig a QqPCRBIO ¢cDNS
Synthesis Kit, a SensiFAST™ c¢DNS Synthesis Kit, és a FastGene Scriptase Basic CDNA
Kit reverz transzkriptdz enzim komponensei gyenge RNaz H aktivitassal birtak. A gyenge
RNaz H aktivitas vagy annak hianya a nagy méretii/hosszusagti cDNS eldallitasa soran

eldnyt jelent; ugyanakkor viszont hatranyt jelentenek a késdbbi kvantitativ PCR mérések
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soran, mivel az RNS templat kotddhet a cDNS molekuldhoz, blokkolva a specifikus
primerek kotédését a cDNS templathoz [Kuang et al. 2018]. A gyenge RNaz H aktivitast
vagy RNaz H aktivitadssal nem rendelkezd termékek hasznalatat kovetden tehat a qPCR
mérés elott tovabbi tisztitasi [épésre van szlikség, amely ndveli a cDNS szintézis idejét és
a cDNS kitermelés hatékonysagat. Ezért az a ¢cDNS szintetizalé termék a megfeleld
valasztés a reverz transzkripcios reakcid kivitelezésére, amely magas RNaz H aktivitassal
rendelkezik, igy a cDNS termék kozvetlentiil felhasznalhaté a qPCR méréshez. A reverz
transzkripcids reakciobol megmarado ,,hattér” RNS tartalom szintén befolyasolhatja a
késébbi qPCR érzékenységét [Levesque-Sergerie et al. 2007]; azonban a CYP expressziot
duplex vizsgalatokban a referencia GAPDH expressziohoz viszonyitva hataroztuk meg,
igy az RNS hattérszennyezés mértéke azonos volt a cél és a referenciagének expresszid
vizsgalata soran.

Ahhoz tehat, hogy széles koncentracié tartomanyban is megbizhaté CYP expresszios
eredményeket kapjunk, elengedhetetlen volt az RNS extrakcio és a qPCR-t megel6z6
reverz transzkripcié szisztematikus optimalizaldsa. A TRI-reagent® eléirasok szerinti
pontos alkalmazasa elegenddé mennyiségli és kivaldo mindségli RNS-t eredményezett a
leukocitakbol, a ,,Maxima First Strand cDNS Synthesis kit for RT-qPCR” altal végzett
reverz transzkripcid hatékonyan allitotta el6 a qPCR méréshez kozvetleniil felhasznalhato
cDNS templatot; valamint a kiilonb6z6 CYP-ek és a referencia GAPDH kimutatasa
duplex PCR-ben javitotta a génexpresszid mérés megbizhatosagat. A modositott CYP
expresszi0 meghatdrozas a kiilonb6z6 CYP mRNS szintek széles koncentracid
tartomanyaban alkalmazhato volt, akar a karosodott vesemiikodésti betegek, akar az
egeszséges vesefunkcioju szervdonorok leukocitaiban. Az atlagos CYP expresszio
szignifikdnsan alacsonyabb volt a végstddiumu vesebetegeknél, mint az egészséges
vesefunkcioji szervdonorokndl. A veseelégtelenségben szenvedd betegeknél kimutatott
alacsony CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19 és CYP3A4 mRNS szint a CYP gének
transzkripcids ,,alulszabdlyozdsdnak” kozvetlen bizonyitéka, amely a klinikumban is
megfigyelt csokkent CYP-medidlt gyogyszer-metabolizmus magyarazataul szolgéalhat
[Gasser et al. 1987, Lea-Henry et al. 2018, Limdi et al. 2010, Lobo et al. 2010, Nolin et
al. 2003, Sun et al. 2010, Yeung et al. 2014]. Példaul a CYP2C9 aktivitas csokkenésének
kovetkeztében a véralvadasgatld S-warfarin ,,clearance” jelentésen lecsokkent a

végstadiumu vesebetegeknél [Dreisbach et al. 2003, Gasser et al. 1987], valamint a
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kozepesen sulyos €s sulyos vesebetegségben szenvedd betegek warfarin dozisigénye
szignifikansan alacsonyabb volt, mint az egészséges vesemiikodésii betegeké [Gasser et
al. 1987]. A vesekarosodas altal kivaltott csokkent CYP2C9 expresszid hatasa az anti-
hiperglikémias tolbutamid ,,clearance”-re nem igazan értékelhet6, mivel a tolbutamid
szinte kizarolag rendlis ton {iriil, ezért hasznalata stlyos veseelégtelenségben szenvedd
betegeknél kontraindikalt [Arnouts et al. 2014]. Patkanyokban is megfigyelték a
CYP2C11 (ami a human CYP2C9 gén ortoldgja) expresszid csokkenését kronikus
vesebetegség esetén, azonban a m4j tolbutamid 4-hidroxilacidjaban nem detektaltak
valtozast, valdsziniileg azért, mert a tolbutamid a human CYP2C9 ortologgal ellentétben
nem szelektiv szubsztratja CYP2C11-nek, patkdnyokban méas CYP enzimek is részt
vesznek a tolbutamid metabolizmusaban [Velenosi et al. 2012]. A kronikus vesebetegség
a CYP3A2 (ami a human CYP3A4 gén ortoldgja) expresszidjat és aktivitdsat is
(eritromicin N-demetilacio; midazolam 1'- és 4-hidroxilezés) jelentdsen csokkentette
patkanyokban [Leblond et al. 2001, Velenosi et al. 2012]. A végstadiumu vesebetegeknél
a CYP3A4 altal katalizalt eritromicin N-demetilacio sebességének csokkenésérdl is
beszamoltak; azonban az eritromicin ,,clearance” megvaltozasa nem jelent feltétleniil
csokkent CYP3 A4 aktivitast. Az eritromicin eliminacidjaban ugyanis fontos tényez6 még
a transzporterek miikodése (OATP, P-gp), a transzporterek expresszidja pedig szintén
megvaltozhat vesebetegség hatasara [Limdi et al. 2010]. Kronikus vesekarosodasban
szenvedd betegeknél szamos mas CYP3A4-szubsztrat, példaul tadalafil és szolifenacin
fokozott szisztémas expozicidjat igazoltak [Zhang et al. 2009]. Ezzel szemben a CYP3A4
proba szubsztrat midazolam ,clearance” valtozatlannak bizonyult a vesebeteg
populacioban [Nolin et al. 2009]. A maj CYPI1A2 expresszidjat illetéen a kronikus
vesebetegség komplex hatasa korvonalazédik: (1.) a human urémids szérum jelentésen
csokkentette a CYP1A2 expressziojat és aktivitasat patkany hepatocitakban [Michaud et
al. 2005]; (2.) patkanyokban in vivo vesekarosodas esetében azonban nem figyeltek meg
jelent6és mértékii hatast a CYP1A2 expressziora [Leblond et al. 2001, Velenosi et al.
2014]; (3.) kronikus vesebetegségben szenvedd betegeknél nem talaltak, vagy csak enyhe
valtozast észleltek a CYP1A2 szubsztratok, példaul duloxetin, lidokain vagy a
tasimelteon ,,clearance”-ében [Tan et al. 2018].

Az altalunk végzett vizsgalatban az alacsony CYP expressziot mutatd betegek aranya

lényegesen magasabbnak bizonyult a végstadium vesebetegeknél, mint a szervdonorok
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kozott. A szervdonorok koriilbelill egynegyede a magas CYP expresszids kategoridba
tartozott; mig a karosodott vesefunkcidji betegeknél magas CYP expressziot alig
azonositottunk. A csokkent gyogyszer-metabolizalo képesség kovetkezményeként, egyes
gyogyszerek expozicidja megvaltozhat, mely jelenség ndvelheti a tiladagolas kockazatat;
ezért a kronikus vesebetegeknél javasolhaté a dozirozds modositasa a mellékhatasok
elkeriilése érdekében [Lea-Henry et al. 2018, Roberts et al. 2018]. A nem renalis uton
eliminalodo gyogyszerek esetén, mint példaul a duloxetin, az eritromicin, a ciprofloxacin
vagy a warfarin, ,,clearance” csokkenést figyeltek meg sulyos kronikus vesebetegeknél,
a megfigyelések alapjan sziikség volt az adott gydgyszerek adagolasanak csokkentése
[Gasser et al. 1987, Limdi et al. 2010, Lobo et al. 2010, Sun et al. 2010]. Fontos
kihangstlyozni, hogy a vesepotlo terdpia szintén plusz tényezdként komplikéalhatja a
CYP expressziot és a gyogyszer-metabolizald képességet; a kiillonbozo dializis kezelések
azonban csak atmenetileg fokozhatjdk a CYP-medialt gyogyszer metabolizmust; a
javulas id6tartama és mértéke azonban nehezen szamszerisithetd [Momper et al. 2010,
Roberts et al. 2018].

Az altalunk végzett kutatas eredményeit természetesen a vizsgalat korlatainak tiikrében
kell értelmezni. A végstadiumu vesebetegek CYP expressziojanak 0sszehasonlitasahoz
az egeészséges kontroll csoportba elhunyt szervdonorok ¢€és nem pedig egészséges
onkéntesek lettek bevonva. A szervdonorok normalis m4j és vesefunkcios paraméterei
alapjan tekintettiik a donorokat egészséges vesefunkcioval rendelkezének. A megfelelébb
Osszehasonlitas érdekében tovabbi vizsgalatokra lehet sziikség bizonyitottan egészséges

veseparaméterekkel rendelkezd alanyok bevonasaval.

6.2 A CYP3A-statusz hatasa a takrolimusz vérkoncentraciora, valamint a
dozisigényre szivtranszplantalt betegeknél

A takrolimuszt sziik terapids koncentracio-tartomany €s jelentds inter- €s intraindividualis
farmakokinetikai variabilités jellemzi, amely sziikségessé teszi a terdpias gyogyszerszint
monitorozast az optimalis terapia érdekében. Ezért a betegek takrolimusz-metabolizalo
képességére vonatkozo informacidk nagyban hozzédjarulhatnak az immunszuppressziv
terapia javitdsdhoz. A CYP3AS enzim takrolimusz metabolizmusaban betdltott

meghatarozo6 szerepe jol ismert, szamos tanulmany vizsgalta a CYP3A5 genotipus és a
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takrolimusz farmakokinetikdja kozotti Osszefiiggést transzplantalt betegekben. A
tanulmanyok szerint a legalabb egy CYP3A5*1 alléllal rendelkezd CYP3AS-expresszalok
magasabb takrolimusz dozist igényelnek a terapias vérkoncentracié eléréséhez, mint a
CYP3AS5 enzimet nem expresszald vesetranszplantdlt betegek, vagy olyan
majtranszplantalt betegek, akiknél a beiiltetett méj graft CYP3AS5 enzimet nem
expresszalt [Kurzawski et al. 2014, Monostory et al. 2015, Pallet et al. 2015, Provenzani
et al. 2011]. A CYP3A5 enzimet nem expresszaldo betegekben (akik CYP3A5*3/*3
genotipussal rendelkeznek) a takrolimusz metabolizmuséanak {6 katalizatora a CYP3A4.
A CYP3A4 génnek rengeteg varidnsat irtdk mar le; azonban az allélok klinikai
relevancidja esetenként ellentmonddsos. Amirimani &és munkatarsai Osszefliggést
mutattak ki a CYP3A4*1B allél fokozott CYP3A4 transzkripcids aktivitasaval, azonban
a takrolimusz farmakokinetikdjara gyakorolt hatdsa nem teljesen egyértelm,
valdsziniileg a CYP3A4*1B allélra jellemzé mutacié és a CYP3A5*1 allél genetikai
kapcsoltsaga miatt, amely elfedi a CYP3A4*1B allél hatdsat a takrolimusz-
metabolizmusra [Amirimani et al. 2003, Gervasini et al. 2012, Hesselink et al. 2003,
Wang et al. 2011]. Annak ellenére, hogy egyes tanulmanyok alapjan ugy tiinik, a
CYP3A4*22 allél csokkent enzimaktivitdst eredményez, ezzel pedig befolyasolja a
takrolimusz ,.clearance”-t [Elens et al. 2011, Provenzani et al. 2011], a CYP3A4 gén
genetikai variansaival 0sszességében aligha magyarazhatok a CYP3A4 expresszidban €s
a takrolimusz farmakokinetikdjadban mutatkozé jelentds interindividudlis kiillonbségek.
Szivatiiltetett betegeken végzett vizsgalatunkban nem taldltunk osszefliggést a CYP3A4
genotipus (a CYP3A4*1B és a CYP3A4*22 allélok) és a CYP3A4 mRNS expresszio
kozott. Azt feltételeztiik, hogy a nem-genetikai tényezOk kovetkeztében fellépd
fenokonverzio elfedte a CYP3A4 genetikai variansok expressziot befolyasolo hatasat.

A szivatiiltetett betegek posztoperativ CYP3A4 mRNS expresszidja szignifikansan eltért
expressziot mutatod betegek aranya jelentdsen kiillonbozott az egészséges majfunkcioval
rendelkezd majdonorok csoportjdban tapasztalt CYP3A4 expressziotol [szivatiiltetett
betegek (N=232): 56%, 43,1%, 0,9% vs. majdonorok (N=112): 40,2%, 47,3%12,5%;
Khi? =26,031; P <0,0001] [Csikéany et al. 2021]. Feltételezhetden olyan nem-genetikai
tényezok, mint a primer szivbetegség vagy a primer betegség kovetkezményei, valamint

a mitéti stressz eltoltak a CYP3A4 expresszidjat az alacsony CYP3A4 mRNS-szintek
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felé. Kronikus szivelégtelenségben szenvedd betegeknél a maj gyogyszer-metabolizalod
képességének csokkenését tobb kiilonbozo faktor ereddjének tulajdonitjak [Zordoky &
El-Kadi 2008]. Bar a pontos mechanizmusok még nem tisztazottak, feltételezik, hogy a
gyenge szivmikodés kovetkeztében a maj megnovekedett vénas nyomadsa €s a csokkent
artérias oxigéntelitettség (hypoxia) gyulladasos citokinek, példaul IL-2 (interleukin-2),
IL-4, IL-6 és IFN-y (interferon y) termelddését idézi el6. Tovabba a sebészeti beavatkozas
soran fellépo ischaemia gyulladésos citokinek, a TNF-a és az IL-6 felszabadulasaval jar
egyiitt annak ellenére, hogy a transzplantacio idején nagy dozisu kortikoszteroid-kezelést
alkalmaznak [Wan et al. 1996]. Ezen citokinekr6l kimutattak, hogy csokkentik a CYP3 A4
és a CYP3AS expressziojat és miikodését mind a hepatocitakban, mind a pedig bélfal
sejtjeiben [Abdel-Razzak et al. 1993, Aitken & Morgan 2007, Dickmann et al. 2011,
Enokiya et al. 2021, Mimura et al. 2015, Simon et al. 2019]. Vesetranszplantalt
betegeknél a takrolimusz ,,clearance” atmeneti csokkenését figyelték meg 3-4 nappal a
transzplantacid utdn, amit a szérum IL-6 koncentracid atmeneti novekedésének
tulajdonitanak [Enokiya et al. 2021]. Habar proinflammatérikus citokin szinteket nem
hataroztunk meg a vizsgalt szivatiiltetett beteg populdcioban, logikus feltételezés, hogy
az IL-6 vagy TNF-a koncentracié megemelkedett a sebészeti beavatkozas kovetkeztében.
A szivtranszplantalt betegeknél szignifikdns Osszefiiggést talaltunk a miitét utani
takrolimusz vérkoncentracid (Co/D) és a betegek CYP3A-statusza kozott (CYP3AS
genotipus és CYP3A4 expresszid) kozott. Az in vitro és klinikai eredményekkel
Osszhangban, miszerint a CYP3A5*1 allélt hordozo személyek extenziv takrolimusz-
metabolizal6 képességgel birnak [Dai et al. 2006, Diaz-Molina et al. 2012, Gijsen et al.
2011, Kniepeiss et al. 2011], a legalacsonyabb takrolimusz Co/D vérkoncentraci6 értékek
olyan betegeknél volt megfigyelhetéek, akik legalabb egy CYP3A5*1 alléllal
rendelkeztek, kovetkezésképpen miikodé CYP3AS enzimet expresszaltak. A CYP3AS
enzimhianyos betegek kozott a normalizalt vérkoncentracid megkozelitleg kétszer
magasabb volt azoknal a betegeknél, akik atlagos szinten expresszaltak a CYP3A4-et és
kozel négyszer magasabb volt azoknal a betegeknél, akik alacsony CYP3A4 expressziot
mutattak, a CYP3AS expresszalo betegek vérszintjéhez képest. A korai posztoperativ
idészakban a kezdeti 10-15 ng/ml takrolimusz célkoncentracid eléréséhez sziikséges
atlagos napi dozis jelentésen magasabb volt a CYP3AS5-t expresszald betegeknél, mint a

CYP3AS5 enzimmel nem rendelkez6knél; tovabba jelentds kiilonbségeket figyeltiink meg
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az alacsony ¢és atlagos CYP3A4 mRNS expressziot mutatd (CYP3A4*3/*3 genotipussal
rendelkezd) betegek dozisigénye kozott is. A klasszikus klinikai protokoll szerint a
takrolimusz kezdeti dozisa 0,1 mg/testtomeg-kg [Kim et al. 2018, Kobashigawa & Luu
2017]. A terapias vérkoncentracié eléréséhez sziikséges dozirozas az altalunk
megallapitott CYP3A-statusz fliggvényében némi mddositast igényel. A CYP3A5*1 all¢élt
hordozd CYP3AS5 expresszalok esetében a kezdeti dozis 1ényeges novelésére (140% dozis
novelés) volt sziikség, mig a CYP3A5*3/*3 genotipussal rendelkez6 alacsony és atlagos
CYP3A4 expressziot mutatd recipienseknél kisebb modositasokra volt csak sziikség
(20%-0s dozis csokkentés és 40%-os dozis novelés). A CYP3A5 genotipus-fiiggd
dozisigényre vonatkozé eredményeink egybevagnak a nemzetkézi szakirodalomi
adatokkal, miszerint a szivatiiltetésen atesett betegek napi takrolimusz dézisanak jelentds
novelésére van sziikség a CYP3A5*1 allélt hordozo betegek esetében [Deininger et al.
2016, Diaz-Molina et al. 2012, Gijsen et al. 2011, Uno et al. 2018]. Gyermek
szivtranszplantacié esetén a CYP3AS5 enzimet expresszald recipienseknek hasonld
dozisigénye volt, mint az altalunk vizsgalt feln6tt szivatiiltetett populacioban (gyermek:
0,278 és felnétt: 0,240 mg/testtomeg-kg) [Gijsen et al. 2011]. Egyes szerz6k a CYP3A5
genotipus mellett, mint szintén 6roklodd tényezdt a csokkent enzimaktivitassal tarsitott
CYP3A4*22 allélt is javasoljak beépiteni a személyre szabott takrolimusz-terapiat segitd
farmakogenetikai elemzésbe [Elens et al. 2013]. Egy masik allaspont szerint azonban a
szivatiiltetett betegeknél a CYP3A4*22 allél azonositasa akar onmagaban, akar a CYP3AS
genotipussal kombinalva nem nytjt tobblet hasznot, mint amennyit a CYP3AS genotipus
megallapitasa jelent [Deininger et al. 2016, Gijsen et al. 2013]. Ezekben a vizsgalatokban
azonban CYP3A4 expresszidjat nem mértek, a takrolimusz-metabolizald képességrol
nem alltak rendelkezésre informéciok a CYP3AS enzimhianyos recipienseknél, azaz a
betegek tobbségénél. Egy kordbbi, m4jtranszplantalt betegek bevonasaval végzett
vizsgalat kimutatta, hogy a donorok CYP3A-statusza (CYP3A5 genotipus és CYP3A4
expresszio) Osszefliggésben all a recipiensek takrolimusz ,,clearance”-ével [Monostory et
al. 2015]. A takrolimusz adagolasat azonban csak azoknal a recipienseknél kellett
modositani, akiknél a beiiltetett graft funkcionalis CYP3A5*1 allélt hordozott, vagy
CYP3AS enzimhianyos, alacsony vagy magas CYP3A4 expressziot mutaté donormajat
kaptak (a m4jtranszplantalt betegek koriilbeliill 60%-a). Azok szdmadra, akik atlagos
CYP3A4 expressziot mutato grafttal rendelkeztek, az ajanlott napi 0,1 mg/testtomeg kg
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takrolimusz dozis megfeleld volt a terapids vérkoncentracio beéllitdsdhoz. Ezzel szemben
modositasa bizonyos mértékig sziikséges volt minden szivatiiltetett beteg esetében.

Szamos fenokonverziot eldidézd tényezd (primer betegség, sebészeti beavatkozas,
gyogyszeres kezelés) jelentésen mddosithatja a CYP3A gének expresszidjat €s a betegek
takrolimusz-metabolizal6 kapacitdsat a transzplantaciot kovetdé korai és a késoi
posztoperativ idészakban. A longitudindlis utankovetéses vizsgalatban a szivatiiltetést
kovetd elsé honapban a CYP3A4 mRNS expresszio jelentds novekedését figyeltiik meg.
A perioperativ idészakban a viszonylag alacsony CYP3A4 expresszio elsddlegesen a
koros allapotnak és a miitéti stressznek volt tulajdonithato, a késdbbiekben ez az allapot
részben a kortikoszteroid kezelés kovetkeztében javult. A metilprednizolon nagy kezdd
dozisa (250-125 mg/nap), majd a miitétet kovetd 3. héten a napi 8 mg dozis feltehetdleg
indukalta a CYP3A4 gén transzkripciojat. A CYP3A4 mRNS expresszid folyamatos
novekedési tendenciajat figyeltik meg a transzplantaciot kovetd 6 honapig, amely a
mitétet kovetd elsd év végéig, lényegében a kortikoszteroid terdpia visszavondsaig
valtozatlanul magas szintli maradt. A kortikoszteroid kezelés elhagyést kovetden a
CYP3A4 expresszio csokkenni kezdett. Ezzel parhuzamosan a maximalis takrolimusz-
metabolizald kapacitas mar a mitétet kovetd els0 hoénap utan helyreallt, mig a
kortikoszteroid megvonas csokkentette a takrolimusz ,.clearance™-ét a CYP3AS
enzimmel nem rendelkezd betegeknél. Azoknal a betegeknél, akik hordoztdk a
CYP3A5*1 allélt, a kortikoszteroid dozis csokkentése és visszavonasa azonban nem
valtoztatta meg a takrolimusz-metabolizalé kapacitast. Vesetranszplantalt betegek
bevonasaval késziilt tanulmany is beszdmolt a kortikoszteroidok €s a takrolimusz kozti
farmakokinetikai interakciorol, melyet a szerzék a CYP3A enzimek és az efflux
transzporter P-gp indukcidjanak tulajdonitottak [Anglicheau et al. 2003]. A
kortikoszteroid dozis csokkentését €s megvonasat kovetden jelentds ndvekedést mutattak
vesetranszplantalt betegeknél [de Jonge et al. 2015, Stifft et al. 2018, van Duijnhoven et
al. 2003]. Azonban nem talaltak, vagy csak elhanyagolhaté mértékii emelkedést figyeltek
meg a takrolimusz vérkoncentracioban (Co/D) a CYP3A5*1 hordozoknal, ami

0sszhangban van az altalunk vizsgalt szivatiiltetett populacidban nyert eredményekkel.

77



A kortikoszteroidok, példaul a metilprednizolon és a prednizolon a CYP3A4
transzkripcids induktoranak bizonyult, a CYP3AS expressziojat azonban nem fokoztadk
[Matsunaga et al. 2012], igazolva a kortikoszteroid hatasban mutatkozoé kiilonbségeket a
CYP3AS5 enzimmel rendelkezdk €s az enzimhianyos paciensek kozott.

A szivtranszplantalt betegek bevondsaval végzett vizsgélat korlatait tekintve, fontos
megallapitani, hogy a betegeknél a CYP3A5*3, a CYP3A4*1B és a CYP3A4*22 all¢lokon
kiviil nem vizsgaltunk tovabbi CYP3A5 és CYP3A4 allélokat. Igaz, hogy a kaukazusi
populacioban egyéb, klinikailag relevans CYP3A all¢l el6fordulasi gyakorisaga rendkiviil
alacsony [Zhou et al. 2017]. Az eredmények értelmezése soran a szteroid terapia
részletein til néhany lehetséges 1ényeges tényez6t, példaul az életkort és a hematokrit
érteket sem vettilk figyelembe. A CYP3AS5 expresszija és aktivitdsa a Kkorai
gyermekkortol egészen a felndttkorig allando, mig a CYP3 A4 expresszidja 3 éves korban
mar meghaladja a felndtt szintet, majd pubertaskorban visszaesik a feln6tt szintre, id6s
korban pedig ismét egy markans csokkenés figyelheté meg [de Wildt et al. 2014, Staatz
& Tett 2004, Tanaka 1998]. Az altalunk tanulmanyozott szivtranszplantalt csoport
betegei mind 18 év felettiek voltak, és a 232 vizsgalatba vont paciensbdl csak 8 beteg volt
65 évnél id6sebb a transzplantacid idején, ezért a betegek életkorat mérsékelt vagy
elhanyagolhato jelentdségli fenokonverzids tényezonek tekintettiik. A takrolimusz er6sen
kotédik a vorosvertestekhez; ezért a korai posztoperativ idészak hematokrit valtozasa
befolyasolhatja a takrolimusz ,,clearance” értékét [Staatz & Tett 2004]. Bar a dozissal
korrigalt takrolimusz vérkoncentracié némi csokkenése volt észlelhetd a transzplantaciot
kovetd els6 honap folyaman, ez inkdbb taldn a CYP3A4 expresszido novekedésének

tudhato be, mintsem a hematokrit valtozasanak.

6.3 Mgjtranszplantilt recipiensek és a donorok CYP3A5 genotipus
meghatarozdsanak klinikai jelentésége

Szamos klinikai vizsgalat értékelte a gasztrointesztinalis traktus CYP3AS

polimorfizmusainak  (recipiens CYP3A5 genotipus) hatasait a  takrolimusz

farmakokinetikajara. Tobb, féleg €16 donoros madjtranszplantacion atesett beteg

bevonasaval végzett vizsgalat kimutatta, hogy a recipiensek CYP3A5 genotipusdnak

fontos szerepe lehet a takrolimusz vérkoncentracid és a dozisigény kialakitasaban a

miitétet kovetd elsé honapban [Fukudo et al. 2008, Itohara et al. 2019, Ji et al. 2012,
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Uesugi et al. 2006], mig mas tanulmanyok a donor (maj) CYP3A5 polimorfizmusok
takrolimusz metabolizmusra gyakorolt hatasat hangstlyoztak a recipiens (bél) CYP3A5
genotipusaval szemben [Li et al. 2007, Provenzani et al. 2011, Wei-lin et al. 2006]. Kinai
betegek bevonasaval végzett multicentrikus vizsgalat eredményei szerint a takrolimusz
kezelés els6 hetétdl kezdve a miitétet kovetd év soran legalabb akkora szerepe van a graft
CYP3AS genotipusanak a vérszint kialakitdsaban, mint a recipiens sajat (bél) CYP3AS
genotipusanak. Az adatok szerint a posztoperativ idészak 3. honapjaig, a két metabolizalo
szerv (bél €s maj) egyforman hozzajarul a takrolimusz vérszint kialakitasahoz, ezt
kovetden pedig a beiiltetett maj szerepe valik hangsulyossa [Liu et al. 2020, Liu et al.
2018]. Eredményeink alapjan a maj graft CYP3AS expresszidjanak (a CYP3A5*1 allél
jelenléte) fontos szerepe megerdsithetd a dozissal és testtomeggel normalizalt
takrolimusz vérkoncentraciok kialakitdsaban; a recipiensek CYP3AS genotipusa azonban
nem bizonyult statisztikailag szignifikans tényezének. Az eredményeink értelmezéséhez
mindenképpen fontos figyelembe venni, hogy donor/recipiens CYP3A5 genotipus
kombinécids csoportok elemszdma meglehetdsen heterogén, a CYP3AS-t expresszalo
recipiensek alkotta csoportok elemszama igen alacsony, mely befolydsolhatja az
eredmények  robosztussagat,  megbizhatosdgat. Az  mindenképpen  latszik
eredményeinkbdl, hogy a donor CYP3AS genotipusa szignifikans hatassal van a
takrolimusz farmakokinetikai paramétereire, azonban a recipiens CYP3AS5 genotipus
fontossaganak megerdsité vizsgalatdhoz az alacsony szdmu transzplantalt beteget
tartalmazé csoportok elemszam novelésére, Ujabb betegek vizsgélatba valdo bevondsara
van sziikség.

Ahogyan a vérkoncentracidval valo 0sszevetés sordn, Ugy a terapids vérszint eléréséhez
sziikséges dozis és a donor/recipiens CYP3AS genotipus viszonya is némileg
ellentmondasos a szakirodalomban. Egyes szerzdk arra a konkluziéra jutottak, hogy a
megfeleld takrolimusz dozis beallitasaban ugyanakkora szerepe van a recipiens CYP3A5
genotipusanak, mint a beiiltetett graft CYP3A5 polimorfizmusnak [Li et al. 2007, Shao et
al. 2020]. A majatiiltetés utani elsé honap takrolimusz farmakokinetikai viselkedésének
metaanalizisébdl azt a kovetkeztetést vontak le, hogy a donor CYP3A5 genotipusa
legalabb akkor jelentéséggel bir a takrolimusz farmakokinetikai paramétereire, mint a

recipiens genotipusa [Naushad et al. 2019].
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Fukudo és munkatarsai, a recipiens CYP3AS genotipus fontossagat irtak le a takrolimusz
dozisigényével kapcsolatban a korai posztoperativ iddszakban (7. és 14. nap), azonban
azt is kimutattak, hogy a recipiens enterocitdiinak CYP3A5 genotipusa egy honappal a
miitét utdn mar szignifikansan nem befolyasolja a takrolimusz dozisigényt [Fukudo et al.
2008]. A modern osszefoglald tanulmanyok tobbsége is az elobb emlitett vizsgalattal
Osszhangban, idofiiggd valtozassal jellemzi a CYP3A5 genotipus fontossagat a
takrolimusz farmakokinetikai paramétereire vonatkozoan. Az els6 néhany hétben
jelentdsebb szerepe van a recipiens genotipusnak a donor maj CYP3A5 genotipusaval
szemben, amely kontribucids arany a késobbi iddszakban megfordul [Brunet et al. 2019,
Kuypers 2018]. Sajat mérési eredményeink alapjan, a vérszintet befolyasold hatashoz
hasonloan arra az eredményre jutottunk, hogy a donor CYP3A5 genotipusdnak domindns
szerepe van a megfeleld dozis megvalasztasaban, magasabb testtomeggel normalizalt
dozis sziikséges a kivant vérszint eléréséhez akkor, ha a donornak van CYP3AS5
expresszidja a recipiens genotipusatol fliggetleniil. Adataink értelmezését alatamasztjak
az elhunyt donoros méjtranszplantacios tanulmanyokban publikalt eredmények, melyek
szerint a vizsgalt majfunkciods paraméterek egy része mar 1-2 hét utan, de egy honappal
a mtét utdn mar minden paraméter visszaallt a normalis szintre [Chen et al. 2020, Naik
et al. 2013]. Elédonoros majtranszplantaciés vizsgalatok is hasonld eredményekrdl
szamoltak be, ott ugyanis mar egy héttel a szervatiiltetés utan jelentés majfunkcio és
majtomeg béli javulds, egy honappal a miitét utan pedig lényegében teljes regeneracio
figyelhetd meg a beiiltetett graft esetében [Itohara et al. 2019, Taki-Eldin et al. 2012]. Az
altalunk vizsgalt takrolimusz doézis adatok, habar a korai posztoperativ idészakbol
szarmaznak, mar stabil terdpias  vérkoncentracidoval rendelkezd  betegek
gyogyszerelésébdl szarmaznak, a betiltetett maj miikodése ugyanis normalizalodott,
gyogyszer-metabolizalod funkcidjat ellatja. A graft regeneracio, mitkddésbeli javulas és
szervtomeg novekedés a kezdeti ischaemids karosodas normalizalodasanak és a

reperflizio helyreallasanak koszonhetd [Buendia et al. 2015].
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7 Kovetkeztetések

. A Metabolikus Gyodgyszer-kolcsonhatasok Kutatdcsoport altal, a betegek
gyogyszer-metabolizald képességének becslésére fejlesztett CYPtest™ diagnosztikai
rendszert, az alacsony CYP mRNS expresszio szintek (pl. végstadiumu vesebetegek) és
a korlatozott mennyiségben rendelkezésiinkre all6 biologiai mintdk miatt, a pontos és
megbizhatd mérés érdekében optimalizaltuk, finomitottuk. A mddszer-optimalizacié
magaban foglalta az RNS extrakcio, a reverz transzkripcid és a qPCR Iépéseit is. A
gyogyszer-metabolizmusban résztvevé CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19 és CYP3A4
mRNS expresszidjanak vizsgalatdhoz legalkalmasabbnak a ,, TRI Reagent®™ és
»2Maxima First Strand ¢cDNA Synthesis Kit” termékeket, valamint az Ujratervezett
oligonukleotid szekvenciakkal végzett duplex gPCR mérést tartottuk. A gPCR technika

érzékeny és pontos modszernek bizonyult a CYP génexpresszio leukocitakban torténd

crer

. A modositasoknak koszonhetden, a végstadiumi vesebetegek leukocitdiban
varhat6 gyenge CYP expresszi6 ellenére a CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19 és CYP3A4
mRNS expresszié hatékonyan szamszeriisithetd volt. A vizsgalt CYP gének mRNS
expresszioja szignifikdnsan alacsonyabb volt a végstadiumu vesebetegeknél, mint a
normalis vesefunkcidju szervdonoroknal. Eredményeink bizonyitékul szolgalhatnak a
CYP gének transzkripcios ,,alulszabalyozasara” karosodott vesemiikodésii betegek
esetében, ami magyarazatot jelent a klinikai vizsgalatok sordn tapasztalt gyogyszer-

expozicid novekedésére.

. A betegek gydgyszer-metabolizald képességét és ezzel a gyogyszeres kezelés
hatékonysagat jelentdsen befolydsoljak a CYP enzimek genetikai polimorfizmusai,
valamint olyan nem-genetikai tényez6k, mint példaul maga a gyogyszeres terapia. A
CYP3A enzimek variabilitdsat kovettiik szivtranszplantalt betegeknél ¢és
megallapitottuk, hogy a feltehetdleg fokozott, illetve csokkent expresszidhoz vezetd
CYP3A4*1B ¢és CYP3A4*22 allélok az Aaltalunk vizsgalt betegcsoportban nem
eredményezték a CYP3A4 mRNS expresszidjanak valtozasat. Megfigyelésiinkbdl arra
kovetkeztettiink, hogy a betegeknél tapasztalt jelentés CYP3A4 expresszios
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kiilonbségek egyéb, nem-genetikai tényezdknek is kdszonhetdk, amelyek elfedhették a
CYP3A4 genotipus mRNS expressziora gyakorolt hatdsat.

. Jol ismert, hogy a szivtranszplantalt betegeknél alkalmazott immunszuppresszans,
a takrolimusz metabolizmuséban a CYP3AS enzimnek dominans szerepe van, azonban
a mikodoképes CYP3AS enzimet eredményezd CYP3A5*1 all¢l csak viszonylag ritkan
fordul el6 a kaukézusi fehér populacioban. Ezért a takrolimusz terapia szempontjabol
lényeges lehet mind a CYP3A5 genotipus, mind pedig a CYP3A4 expresszid, azaz a
CYP3A-statusz ismerete. Szignifikans dsszefiiggést mutattunk ki a szivtranszplantacion
atesett betegek CYP3A-statusza (CYP3A5 genotipusa és CYP3A4 expresszidja) és a
dozissal normalizalt takrolimusz vérkoncentracid, valamint a terapiads vérszint
elérésé¢hez sziikséges dozisigény kozott. A takrolimusz kezdd doézisanak (0,1
mg/testtomeg-kg) modositasa minden recipiens esetében sziikséges volt. A takrolimusz
dozis-modositas mértéke a CYP3A-statusz ismeretében a kovetkezOképp alakult: 1.) A
funkcional6o vad tipusit CYP3A5*1 allélt hordozok esetében 140%-os dozis ndvelés
(0,24 mg/testtomeg kg), 2.) a CYP3A5*3/*3 genotipussal rendelkez6 atlagos CYP3A4
mRNS expresszidt mutatd betegek esetében pedig 40%-o0s takrolimusz d6zis novelésre
(0,138 mg/testtomeg kg) volt sziikséges a terapias vérszint eléréséhez. 3.) A CYP3AS
enzimhianyos és alacsony CYP3A4 mRNS expressziot mutato recipienseknél a dozis
20%-o0s csokkentése (0,08 mg/testtomeg kg) volt célravezetd a takrolimusz vérszint

terapias tartomanyban tartasahoz.

o Szivtranszplantacidé utan a mitétet koveté 15 honap sordn a CYP3A4 mRNS
expresszio ¢s vele Osszefiiggésben a takrolimusz metabolizalé kapacitas is a
kortikoszteroid dozirozéassal korrelalva fluktudlt a CYP3AS enzimet nem expresszald
betegeknél. A kezdeti magas kortikoszteroid dozisnak, majd fokozatos csokkentésének
¢és végiil a visszavonasnak koszonhetéen a CYP3A4 mRNS expresszio az elsé honap
végeig jelentdsen ndvekedett, amit egy tovabbi folyamatos emelkedés kdvetett a miitétet
kovetd hatodik honapig, végiil egy enyhe csokkenés volt megfigyelhetd a szteroid
visszavonast kovetden. Hasonloképp a CYP3A4 mRNS expresszio valtozasokhoz, a
takrolimusz metabolizald kapacitas is a kortikoszteroid dozirozassal Osszefliggésben
alakult a CYP3AS5 enzimet nem expresszalo betegeknél. A CYP3A5*1 allélt hordozo
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recipienseknél ezek az osszefiiggések nem voltak megfigyelhet6k, mely kiilonbség az
egyes kortikoszteroid hatéanyagok szelektiv indukcids hatasara, valamint a CYP3AS
enzim nagyobb takrolimusz metabolizal6 affinitdsara vezethetd vissza. Bar a
takrolimusz terapids gyogyszerszint monitorozasa nem helyettesitheté a recipiensek
CYP3A allapotanak vizsgalataval, a CYP3A-statusz meghatarozésa segithet a kezdeti
takrolimusz dozis optimalizalasdban, valamint megkonnyitheti a személyre szabott
takrolimusz terapiat a szteroid dozis csokkentés és megvonas alatt a késdi posztoperativ

1d6szakban.

o A majtranszplantalt betegek vizsgalata alapjan kapott eredményeink alapjan a maj
graft CYP3AS5 expresszidjanak (a CYP3A5*1 allél jelenléte) fontos szerepe
megerdsithetd a dozissal és testtomeggel normalizalt takrolimusz vérkoncentraciok
kialakitasaban; a recipiensek CYP3A5 genotipusa azonban nem bizonyult statisztikailag
szignifikans tényezének. A madjtranszplantacié soran beiiltetett graft és a recipiens
CYP3A5 genotipus kombinacidjanak a terdpids vérszint eléréséhez sziikséges
takrolimusz dézisra vonatkozé hatdsat kiilon is vizsgaltuk. A vérszintet befolyasold
hatashoz hasonloan, a dozisra gyakorolt hatas vizsgalata soran is az sziirheté le az
eredményekbdl, hogy a donor CYP3A5 genotipusnak dominéns szerepe van a megfeleld
dozis megvalasztasaban, ugyanis magasabb testsullyal normalizalt dozis sziikséges a

kivant vérszint eléréséhez akkor, ha a donor rendelkezik CYP3AS expresszioval.

Osszegzésként elmondhatd, hogy a polimorf CYP allélok azonositdsa és a betegek CYP
expresszidjara vonatkozo informacio finomithatja a személyre szabott gyogyszerelést, a
megfeleld, pontos dozirozds megkdnnyitésével, ¢és megbecsiilheti a terdpias

koncentraciotartomanytol valo eltérés kockazatat.
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8 Osszefoglalas

A human gydgyszer-metabolizmus inter- és intra-individualis variabilitasa sokszor a
jelentOs genetikai polimorfizmusra vezethetd vissza, az eltérések mogott azonban kiilsé
(gyogyszeres kezelés, alkoholfogyasztas, dohanyzas), és belsé tényezdk is (nem, €letkor,
hormonalis allapot, betegségek) allhatnak. A CYPtest™ diagnosztikai rendszer a CYP
gének relevans polimorfizmusainak integrativ elemzésén és mRNS-expresszid mérésén
alapul, hasznalataval becsiilhetd a betegek gyogyszer-metabolizalé képessége. Egyes
klinikai mintak alacsony CYP mRNS expresszid szintjei €s a korlatozottan hozzaférhetd
biolégiai mintdk miatt sziikséges volt a modszer optimalizalasa. A metodikai
optimalizaciot kovetden megvizsgaltuk 4 fontos gydgyszer-metabolizalo CYP enzim
(CYPIA2, CYP2C9, CYP2C19 ¢és CYP3A4) mRNS expresszigjat végstadiumu
vesebetegeknél, valamint egészséges vesefunkcioval rendelkez6 szervdonoroknal.
Megallapitottuk, hogy minden vizsgdlt CYP mRNS-szintje vesebetegeknél
szignifikansan alacsonyabbnak bizonyult a szervdonorokban megfigyelt expresszios
értékekhez képest. Szivtranszplantalt betegeknél felmértiik a korai posztoperativ CYP3A-
statusz (CYP3A5 genotipus és CYP3A4 mRNS expresszid) és a takrolimusz expozicid
kapcsolatat. Osszefiiggést mutattunk ki a CYP3A-statusz és a takrolimusz Co/D vérszint,
valamint a terapias hatashoz sziikséges dozis kozott. A szivtranszplantalt recipienseknél
megallapitottuk, hogy a miitétet kovetd 15 honapban az id6 fliggvényében valtozo
kortikoszteroid dozirozéas hatassal van a CYP3A4 gén mRNS expresszidjara és ebbol
kifolyolag a CYP3 A4 medialt gyogyszer-metabolizmusra is. Tovabba majtranszplantalt
betegeknél megallapitottuk, hogy a transzplanticiot kovetd korai posztoperativ
1ddszakban a betiltetett graft CYP3AS genotipusanak szerepe (CYP3AS5*1 allél jelenléte)
meger6sithetd a takrolimusz vérszint kialakulasaban, azonban a bélfal (recipiens)
genotipusanak (CYP3A5*1 allél jelenléte) szignifikans szerepét nem tudtuk igazolni. A
gyogyszer-metabolizald kapacitashoz igazitott személyre szabott terdpia a megfeleld
gyogyszer-dozis valasztassal hozzdjarulhat a kevesebb mellékhatassal és jobb graft/beteg

tuléléssel jaro terapiahoz.
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9 Summary

Inter- and intra-individual variability in human drug metabolism is primarily attributed to
genetic polymorphisms of drug-metabolizing enzymes; however, external (medication,
alcohol consumption, smoking) and internal factors (gender, age, hormonal status,
disease) can also contribute to the variability. CYPtest™ diagnostic system for the
estimation of patients’ drug-metabolizing capacity is based on integrative analysis of
relevant polymorphisms and mRNA expression of CYP genes. Because of the low levels
of CYP mRNA expression in some clinical samples and the limited availability of
biological samples, it was necessary to optimize the method. Following methodological
optimization, we investigated mMRNA expression of 4 important drug-metabolizing CYP
enzymes (CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, and CYP3A4) in patients with end-stage renal
disease and in organ donors with healthy renal function. In patients with impaired renal
function, CYP mRNA levels were significantly lower than in organ donors. In heart
transplant patients, the relationship between early postoperative CYP3A status (CYP3A5
genotype and CYP3A4 mRNA expression) and tacrolimus exposure was also assessed.
Recipients’ CYP3A status was associated with tacrolimus Co/D blood levels and dose
requirement for therapeutic blood concentration. In cardiac transplant recipients,
corticosteroid therapy with continuously reduced dosing in the 15-month period after
surgery was found to affect CYP3A4 mRNA expression and consequently CYP3A4-
mediated drug metabolism. Furthermore, in liver transplant patients, the role of the liver
graft CYP3AS5 genotype (the presence of CYP3A5*1 allele) in tacrolimus blood levels was
confirmed in the early postoperative period, while a significant role of intestinal genotype
(the presence of CYP3A5*1 allele) was not observed. Personalized therapy with
appropriate dosing adjusted to the patients’ drug-metabolizing capacity can contribute to

the reduction of adverse reactions and to the improvement of graft/patient survival.
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13 Fiiggelek

8. Tablazat: Végstadiumi vesebetegek és egészséges vesefunkcioval rendelkezd szervdonorok
demografiai és klinikai paraméterei. Déri €s munkatarsai tdblazata alapjan [Déri et al. 2020]

szervdonorok végstadiumu
(normalisnak tekintett veseelégtelenségben
vesefunkcidval) szenvedé betegek
N 110 105
¢letkor a mintavételezés idején
(év) median (min., max.) 48 (18.74) 18 (18, 75)
férfi/né arany (%) 68/42 (61,8/38,2) 57/48 (54,3/45,7)
a halal kivalté oka
baleset, agyzizodas (%) 28 (25,5)
subarachnoidealis vérzés 25 (22,7)
agyallomanyi vérzés 13 (11,8)
subduralis vérzés 12 (10,9)
stroke 12 (10,9)
aneurizma 9(8,2)
hemangioma 7 (6,4)
egyéb 4(3,6)
veseelégtelenséget kivalto ok
diabéteszes nephropathia 26 (24,8)
hipertenziv nephropathia 20 (19,0)
policystas vesebetegség 18 (17,1)
kronikus pyelonephritis 8 (7,6)
krénikus glomerulonephritis. 7(6,7)
nephrosis szindroma 5 (4,8)
IgA nephropathia 2(1,9
gyogyszer indukalt nephropathia 2(1,9
egyéb 17 (16,2)
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9. Tablazat Szivtranszplantalt betegek demografiai adatai [Déri et al. 2021].

CYP3A- CYP3A-statusz-
demografiai adatok statusz takrolimusz terapia
vizsgalata osszefiiggés vizsgalata
N 232 163
¢letkor a transzplantacio
] 53,1 52,6
idején (év) median (min;
(19,5; 68,7) (19; 68,7)
max.)
férfi/nd arany 175/57 128/35
testsuly a transzplantacio
idépontjaban (kg) median 78 (47; 120) 80 (47; 120)
(min; max)
nem-ischaemias
dilatativ 101 68
cardiomyopathia
ischaemias
. . 78 57
cardiomyopathia
congenitalis
17 11
szivbetegség
hypertrophias
primer betegség ] ] 9 8
cardiomyopathia
restriktiv
. ] 8 5
cardiomyopathia
arrhythmogen jobb 3 )
kamrai dysplasia
idiopathias dilatativ 3 )
cardiomyopathia
egyéb 13 10
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10. Tablazar A CYP3A5 donor/recipiens genotipus kombinacio vizsgalataba bevont
majtranszplantdlt betegek demografiai adatai Csikdny és munkatarsai publikédcioja alapjan
[Csikany et al. 2021].

demogrifiai adatok CYP3A5*3 polimorfizmusra
genotipizalt maj recipiensek

N=69

median életkor a transzplantacio idején (év) (min; max.) | 51 (19;63)

férfi/n6 arany 39/29

?rl:ic:?rr; at:)stsuly a transzplantacio idépontjaban (kg) 76 (48:133)

primer betegség

akut majelégtelenség 2 (2,9%)

kronikus méjbetegség

hepatitis C 33 (47,8%)

hepatitis B 4 (5,8%)

alkoholos majbetegség 11 (15,9%)

primer sclerotizal6 cholangitis 8 (11,6%)

primer bilidris cirrhosis 1 (1,4%)

autoimmun hepatitis 1(1,4%)

congenitalis fibrosis 2 (2,9%)

cryptogen cirrhosis 1 (1,4%)

tumor:hepatocellularis carcinoma 1 (1,4%)

tumor:egyéb 2 (2,9%)

egyéb kronikus majbetegség 3 (4,3%)
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Abstract

Background End-stage renal disease is an irreversible status of kidney dysfunction that reduces both renal and non-renal
drug clearance. Accumulation of uremic toxins seems to modify the activities of drug-metabolizing cytochrome P450 (CYP)
enzymes. The aim of the present work was to refine gene expression analysis for efficient and accurate quantification of CYP
mRNAs in patients’ leukocytes.

Methods We compared six liquid-liquid extraction reagents for RNA isolation and five reverse transcriptase kits for RNA-
to-cDNA conversion, and developed quantitative polymerase chain reaction methods for duplex measurements of CYP target
genes and the reference gene. The expression of CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19 and CYP3A4 in patients with end-stage
kidney disease (N =105) and in organ donors with healthy kidney function (N=110) was compared.

Results Regarding the RNA yield and purity, TRIzol, Trizolate and TRI reagents were equal; however, TRI reagent was the
most advantageous in terms of financial cost. Reverse transcription using Maxima First Strand cDNA Synthesis kit appeared
to be the most efficient with the widest range for quantification of the target transcript. The refined method with the detec-
tion of various CYPs and the reference gene in duplex PCR efficiently quantified even the low-level CYP expression. In
leukocytes of patients with end-stage renal disease, all four CYPs were expressed at significantly lower level than in organ
donors with normal kidney function (p <0.0001).

Conclusions Reduced CYP expression was a direct evidence of transcriptional down-regulation of CYP genes in patients
with impaired kidney function.

Keywords End-stage renal disease - Cytochrome P450 - RNA extraction - Reverse transcription - Duplex quantitative PCR

Abbreviations Introduction

Cq Quantification cycle

CYP Cytochrome P450 The incidence of chronic kidney disease is 10-16% in
GAPDH Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase European adult population, and approximately 0.1-0.2%
gDNA Genomic DNA of these patients suffers from end-stage renal disease [1,
PCR Polymerase chain reaction 2]. The major risk factors are diabetes mellitus, hyper-
gPCR Quantitative PCR tension, obesity and older age. Chronic kidney disease is

primarily associated with the progression to kidney fail-

ure and with higher rates of cardiovascular disease (e.g.,

dysrhythmias, heart failure and stroke) [3, 4]; while, fur-

54 Katalin Monostory ther serious complications include anemia, bone disease
monostory.katalin@ttk.mta.hu and decreased immune response [5]. End-stage renal
disease is an irreversible status, accompanied with pro-
teinuria and substantial reduction of glomerular filtration
rate; therefore, patients with kidney failure require renal
replacement therapy, including dialysis or kidney trans-
plantation, unless fatal outcome can be predicted [1, 2,
6]. Although kidney transplantation is the optimal way of
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renal replacement therapy, the majority of patients receive
dialysis because of the shortage of transplantable organs or
contraindication to kidney transplantation [1]. The chronic
dialysis improves life expectancies of patients; however,
the inter-dialytic fluid accumulation and the fluctuations in
electrolytes and uremic toxins may cause additional com-
plications, such as blood pressure fluctuation, myocardial
hypoperfusion, reduction in cerebral perfusion and neuro-
logical complications [7-9].

Because of the comorbid conditions, the medication of
patients with chronic kidney disease is complex with the
highest pill burden amongst any chronic disease patients.
The progressive decline in kidney function reduces the
renal drug clearance, requiring dose adjustment. However,
the non-renal drug metabolism (hepatic and intestinal) has
also been demonstrated to decrease in patients with impaired
kidney function, resulting in clinically significant changes in
drug exposure [10, 11]. Cytochrome P450 (CYP) enzymes
belonging to the CYP1-3 enzyme families play a dominant
role in drug metabolism [12]. CYP activities can display
more than 100-fold inter-individual variability [13], which is
partly explained by genetic polymorphism. Transcriptional
induction and suppression of CYP genes or inhibition of
CYP enzyme activities can result in substantial modification
in drug metabolism and, consequently, in drug exposure.
CYP expression and activities are known to be influenced
by non-genetic factors, such as diseases, medication, age,
hormones or smoking, leading to phenoconversion and tran-
sient poor (or extensive) metabolism despite the wild CYP
genotype [14]. Chronic renal disease has been suggested
to modify CYP activities through direct inhibition of CYP
enzymes and/or by transcriptional down-regulation by ure-
mic toxins and mediators accumulating during renal impair-
ment [15]. Small-molecular weight uremic toxins (indoxyl
sulfate, hippuric acid, p-cresol, 3-carboxy-4-methyl-5-pro-
pyl-2-furanpropanoic acid) alone and particularly in combi-
nation decrease the function of CYP1A2, CYP2C9, CYP2E1
and CYP3A4 in hepatic microsomes [16, 17]. Furthermore,
human uremic serum has been found to contain mediators
(parathyroid hormone, cytokines) that reduce transcrip-
tional CYP expression [18-20]. In rat kidney disease model,
reduced binding of nuclear transcription factors, pregnane
X receptor (PXR), hepatic nuclear factor 4o (HNF-4a) and
RNA polymerase Il to CYP2C11 and CYP3A2 promoter as
well as diminished histone acetylation was demonstrated,
contributing to down-regulation of CYPs [21]. Although
ex vivo evidences for uremia-induced modifications of CYP
expression appear convincing, we do not have applicable
results gathered from human studies. Therefore, attention is
necessary when extrapolating from functional data based on
the studies with rat hepatocytes and heavily uremic animal
models to the clinical care of patients with chronic kidney
disease.
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Pharmacogenetic approaches identifying loss-of-func-
tion (and gain-of-function) alleles of drug-metabolizing
enzymes aim to determine permanent poor (and extensive)
metabolizer phenotypes; whereas, the expression of these
enzymes can provide information about transient modifica-
tion of metabolizer phenotypes and about phenoconversion
of genes more precisely. We have previously described a
complex diagnostic tool (CYPtest™) that determines drug-
metabolizing capacity by CYP-genotyping for clinically
relevant CYP allelic variations and by the current CYP
expression in leukocytes. mRNA levels of the major drug-
metabolizing CYPs in leukocytes were proven to provide
information about the hepatic CYP activities [13]. Continu-
ous refinement of the basic methods for CYP expression is
required for reliable estimation of patients’ drug-metaboliz-
ing capacity, especially of those whose drug metabolism is
expected to be compromised. The aim of the present work
was to refine each step of CYP expression measurements
(total RNA isolation, reverse transcription and quantitative
polymerase chain reaction [qPCR]), and to compare CYP
expression (CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19 and CYP3A4) in
patients with end-stage kidney disease and in organ donors
with healthy renal function.

Materials and methods
Blood samples

Blood samples from deceased organ donors (N=110) and
from patients with end-stage kidney disease (N=105) were
obtained from the Department of Transplantation and Sur-
gery, Semmelweis University (Budapest, Hungary). The use
of blood samples for scientific research was approved by
the Hungarian Committee of Science and Research Ethics.
The samples were taken at the time of explantation from
hemodynamically stable brain death donors with a normal
liver function; whereas, the sampling of the patients with
end-stage kidney disease was performed at the time of their
admission to the transplantation center for renal transplanta-
tion. Demographic data of organ donors and patients were
recorded (Table 1). All subjects belonged to the Caucasian
white population. The male/female ratio and the average age
were similar in the two groups. Leukocytes were isolated
from blood samples using red blood cell lysis buffer (Roche
Diagnostics, Mannheim, Germany). For optimization of
RNA isolation, reverse transcription and quantitative PCR
procedures, leukocytes pooled from three healthy volunteers
were used.
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Table 1 Demographic and
clinical data of organ donors

Organ donors ESRD patients

and patients with end-stage
renal disease (ESRD)

Number
Gender: male/female (%)

Age at the time of sampling (years)

Median (min, max)
Cause of death

Accident, cerebral contusion (%)

Subarachnoid hemorrhage (%)
Cerebral hemorrhage (%)
Subdural hemorrhage (%)
Stroke (%)
Aneurysm (%)
Haemangioma (%)
Other

Cause of end-stage renal disease
Diabetic nephropathy (%)
Hypertensive nephropathy (%)
Polycystic kidney disease (%)
Chronic pyelonephritis (%)

Chronic glomerulonephritis (%)

Nephrotic syndrome (%)

IgA nephropathy (%)
Drug-induced nephropathy (%)
Other (%)

110 105
68/42 (61.8%/38.2%) 57/48 (54.3%/45.7%)

48 (18, 74) 48 (18, 75)

28 (25.5%)

25 (22.7%)

13 (11.8%)

12 (10.9%)

12 (10.9%)

9 (8.2%)

7 (6.4%)

4 (3.6%)
26 (24.8%)
20 (19.0%)
18 (17.1%)
8 (7.6%)
7 (6.7%)
5 (4.8%)
2 (1.9%)
2 (1.9%)
17 (16.2%)

Total RNA isolation

Six commercially available RNA isolation reagents based
on liquid—liquid extraction were compared in the terms of
purity, total RNA yield and financial costs. All six reagents
contain the combination of phenol with guanidinium thiocy-
anate: (1) TRIzol™ reagent (Invitrogen/ThermoFisher Sci-
entific, Carlsbad, CA, USA), (2) TRI Reagent® (Molecular
Research Center Inc., Cincinnati, OH, USA), (3) Trizolate
Reagent® (UD-GenoMed Medical Genomic Technologies
Ltd., Debrecen, Hungary), (4) RiboZol® RNA extraction
reagent (Amresco LLC/VWR Life Scientific, Solon, OH,
USA), (5) RNAzol® RT reagent (Molecular Research Center
Inc.) and (6) NucleoZOL reagent (MACHEREY-NAGEL
GmbH & Co. KG, Diiren, Germany). For appropriate com-
parison of the six RNA isolation reagents, the RNA was
isolated from the same amount of cells (107) pooled from
three healthy subjects. The leukocytes were suspended in
1 ml of each RNA extraction reagent. RNA isolation was
performed according to the manufacturer’s instructions.
TRIzol™, TRI Reagent®, Trizolate Reagent® and RiboZol®
RNA extraction reagent apply chloroform-induced phase
separation; whereas, RNAzol® RT and NucleoZOL rea-
gents require RNase-free water for precipitation of DNA
and protein contaminants. Further steps of RNA precipita-
tion with 2-propanol, RNA washing with 75% ethanol and

RNA reconstitution in RNase-free water were the same in
each isolation procedure. RNA content and purity of the
samples (Aye0080- A260230) Were determined based on the
UV/Vis spectra of the RNA solutions.

Reverse transcription

First-strand cDNA synthesis was performed by reverse tran-
scription, and five commercially available cDNA synthe-
sis kits were compared regarding the reverse transcription
efficiency and the dynamic range: (1) Maxima First Strand
cDNA Synthesis Kit for RT-qPCR (ThermoFisher Scien-
tific, Waltham, MA, USA), (2) gPCRBIO cDNA Synthe-
sis Kit (PCR Biosystems Ltd., London, UK), (3) FastGene
Scriptase Basic cDNA Kit (NIPPON Genetics Co. Ltd,
Tokyo, Japan), (4) iScript™ cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad
Laboratories Inc, Hercules, CA, USA) and (5) SensiFAST™
cDNA Synthesis Kit (Bioline GmbH, Luckenwalde, Ger-
many). All five cDNA synthesis kits contain the combination
of oligo(dT) with random hexamer primers. To avoid the
template variation between assays, the same RNA sample
isolated from the leukocyte pool of three volunteers was
used for testing the cDNA synthesis kits. Reverse transcrip-
tion was performed according to the manufacturers’ instruc-
tion. A 51.2 pg—4 pg dilution range was assayed, and the
dynamic range was determined using six 1:5 serial dilutions
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of total RNA samples. A standard curve was plotted based
on Cq values obtained from qPCR measurements using the
diluted and transcribed RNA samples against the log of the
total RNA content. The correlation coefficients, the slope
of the standard curves and the efficiency were calculated for
each cDNA synthesis Kkit.

Quantitative real-time PCR assays

For cDNA amplification, the KAPA Probe Fast qPCR kit
(Merck KGaA, Darmstadt, Germany) was used. The quan-
tities of CYP mRNAs relative to that of the housekeeping
gene glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)
were determined; therefore, GAPDH expression was set
to 1 and CYP mRNA levels were normalized by GAPDH
expression. For duplex analysis, the primers and probes for
CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19 and CYP3A4 were optimized
(Table 2). TagMan probes were labeled with FAM (GAPDH)
and HEX fluorophores (CYP probes) (Eurofins Genomics,
Ebersberg, Germany). The one-step thermal profile of PCR
consisted of 95 °C for 3 min, 50 cycles of 95 °C denaturation
for 3 s and 58 °C amplification for 30 s (Bio-Rad CFX96
Touch™ real-time PCR system). The data were analyzed by
the Bio-Rad CFX Maestro™ software.

Data analysis

CYP expression was determined in 110 organ donors and
105 patients with end-stage renal disease. Statistical analy-
sis was carried out using GraphPad InStat (v3.05; Graph-
Pad Software, San Diego, CA, USA). Distribution of CYP
expression data was analyzed by Kolmogorov—Smirnov
test, and between-group differences were calculated by
Mann-Whitney U test. Three categories of CYP expression

were applied to describe low, normal and high expressers.
The cut-off values for CYP mRNA levels in leukocytes have
been previously established on the basis of the cut-off values
for the hepatic CYP enzyme activities (CYP1A2: phenace-
tin O-dealkylation; CYP2CO: tolbutamide 4-hydroxylation;
CYP2C19: mephenytoin 4'-hydroxylation; CYP3A4: nifedi-
pine oxidation or midazolam 1'- and 4-hydroxylation) [13].
The cut-off values for CYP1A2 (107 and 5x 10#), CYP2C9
(2x107® and 107%), CYP2C19 (10°° and 10°) and CYP3A4
(107 and 107™%) in leukocytes allow a distinction between
low, normal and high expressers. The prevalence of low,
normal and high expressers in patients with end-stage renal
disease was compared to that of organ donors by the use of
Chi-squared test (GraphPad InStat v3.05, San Diego, CA,
USA). A p value of <0.05 was considered to be statistically
significant.

Results

The CYPtest™ diagnostic system has been developed for the
estimation of patients’ drug-metabolizing capacity through
integrative analysis of clinically relevant mutations in CYP
genes and the mRNA expression of major drug-metabolizing
CYPs. Peripheral leukocytes are appropriate biological sam-
ples for providing information about CYP-mediated drug
metabolism because they are easily accessible, display active
RNA synthesis and reflect hepatic activities of CYP1A2,
CYP2C9, CYP2C19 and CYP3A4 enzymes [13]. Hepatic
CYP activities and CYP mRNA concentrations in leuko-
cytes seem to transiently decrease to extremely low levels
in patients with some acute or chronic disease. For precise
and reliable measurement of low CYP expression in lim-
ited amounts of samples, the procedures of RNA isolation,

Table 2 Sequences of PCR

. . Oligonucleotide
primers and probes for assaying

Sequence (5'-3")

relative CYP mRNA expression CYP1A2 forward primer

CYP1A2 reverse primer
CYP1A2 probe

CYP2C9 forward primer
CYP2C9 reverse primer
CYP2C9 probe
CYP2C19 forward primer
CYP2C19 reverse primer
CYP2C19 probe
CYP3A4 forward primer
CYP3A4 reverse primer
CYP3A4 probe

GAPDH forward primer
GAPDH reverse primer
GAPDH probe

GTC AAT GAC ATC TTT GGA GCA G

CCT GCC AAT CAC AGT GTC C

HEX-TGA CAC AGT CAC CAC AGC CAT CTC C-BHQ!1
AGA TAG GTA TTA AGG ACA TCA GC

CCA CTA TGG GTT TCA GGC

HEX-ACC AAT CTC TCA AAG GTC TAT GGC-BHQ1
ATC AGG ATT GTA AGC ACCC

TTC TCC AAA ATA TCA CTT TCC AT

HEX-CCA CTA TCA TTG ATT ATT TCC CGG-BHQ1
TGT CCT ACC ATA AGG GCT T

CAC AGG CTG TTG ACC A

HEX-AGT ATG GAA AAG TGT GGG GCT T-BHQ1
AGC CAC ATC GCTCAG ACAC

GCC CAA TAC GAC CAA ATCC

FAM-TGG GGA AGG TGA AGG TCG-BHQ!1
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RNA-to-cDNA conversion and qPCR required improvement
of the basic CYPtest™ methods.

Comparison of liquid-liquid RNA extraction
methods

The extraction of high-quality RNA is important for a sen-
sitive quantitative analysis of gene expression. Solid-phase
extraction kits generally produce high-purity RNA sam-
ples; however, liquid—liquid extraction seemed to be more
efficient in isolation of transcripts expressed in relatively
small amounts. To achieve high-yield and quality of RNA,
six commercially available RNA extraction reagents (TRI-
z0l™ reagent, TRI Reagent®, Trizolate Reagent®, RiboZol®
RNA extraction reagent, RNAzol® RT reagent and Nucle-
0ZOL reagent) were compared using the same leukocyte
pool. RiboZol reagent yielded the highest concentration of
total RNA, whereas the RNA yields were significantly lower
(p <0.05) using the other reagents (Table 3). The 260/280
and 260/230 ratios are used for the evaluation of the purity
of RNA samples, and are expected to be approximately 2
and in the range of 2.0-2.2, respectively. The 260/280 ratios
were around 2 except for RiboZol and RNAzol® RT rea-
gents; whereas, the 260/230 ratios were in the acceptable
range only in the samples isolated with TRIzol, Trizolate
and TRI reagents. Regarding the RNA yield and purity, TRI-
zol, Trizolate and TRI reagents were considered to be equal;
however, TRI reagent was the most favorable in terms of
financial cost (Table 3).

Optimization of reverse transcription coupled
to qPCR

For measuring low CYP expression levels, it is essential to
use highly sensitive and efficient reverse transcriptase. Five
reverse transcription kits (Maxima First Strand, qPCRBIO,
FastGene Scriptase Basic, iScript and SensiFAST cDNA
synthesis kits) were tested on the basis of CYP3A4 assay
using the RNA sample from the leukocyte pool. The analyti-
cal sensitivity, linearity and efficiency of amplification were

compared using the 1:5 serial dilutions of RNA ranged from
4 pg to 51.2 pg per reaction. The quality of the standard
curves was evaluated using the slope, correlation coefficient
(R?) and the amplification efficiency. The theoretical dou-
bling is expected to produce a standard curve with the slope
of —3.3; whereas, R>>0.9 and the efficiency ranged between
90 and 110% are considered to be acceptable.

Transcription of 51.2-pg total RNA per reaction was
found to be below the detection limit of CYP3A4 mRNA
for all five transcription kits. For qPCRBIO, FastGene
Scriptase and SensiFAST cDNA Synthesis kits, the limit of
detection was even higher (6400 pg) than for Maxima First
Strand and iScript cDNA Synthesis kits (256 pg) (Table 4).
Analyzing the linearity of cDNA synthesis, the correlation
coefficients (R?) of the RNA concentration—quantification
cycle (Cq) standard curves were higher than 0.9 for Maxima
First Strand, iScript and SensiFAST cDNA Synthesis kits;
whereas, QPCRBIO and FastGene Scriptase cDNA Synthesis
kits displayed weak correlation (Fig. 1; Table 4). The slope
of the standard curves and consequently the gPCR efficiency
were the closest to the theoretical values (— 3.3 and 100%,
respectively) when Maxima First Strand and iScript cDNA
Synthesis kits were used for reverse transcription. While
qPCRBio, FASTgene Scriptase and SensiFAST cDNA
Synthesis kits far exceeded the optimal efficiency. Since the
PCR components (primers, probe and PCR reagent) were
consistent across all five cDNA synthesis kits, the efficiency
differences were attributed to the reverse transcriptase itself.
Furthermore, Maxima First Strand cDNA Synthesis kit dis-
played the widest dynamic range for CYP3A4 expression;
therefore, it was used for reverse transcription for the sub-
sequent qPCR measurements.

The qPCR methods for CYP expression described by
Temesviri et al. [13] applied FAM-labeled probes that did
not allow the expression analysis of target and reference
genes in a multiplex reaction. In addition to the consider-
able saving of time, efforts, samples and reagents, a success-
ful multiplex PCR assay provides more precise evaluation
of the target gene expression relative to the reference gene.
Therefore, the oligonucleotide components of the singleplex

Table 3 Comparison of RNA

g ; RNA extraction reagent RNA concentra- 260/280 ratio® 260/230 ratio® Price of
extraction kits tion (ng/pl)* 200 ml reagent
(Euro)
TRIzol reagent 259.5+27.43 2.002+0.031 2.007+0.079 580
TRI reagent 2357+11.94 2.006+0.034 2.115+0.007 182
Trizolate reagent 267.8+22.80 1.992+0.031 2.007+£0.051 212
RiboZol reagent 336.2+37.55 1.870+0.101 1.640+0.321 230
RNAzol RT reagent 250.8+41.34 1.795+0.163 1.150+0.330 185
NucleoZOL reagent 256.6+68.98 1.907+0.074 1.413+0.359 230

“Mean + SD of three extractions from the same leukocyte pool
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Table 4 Comparison of reverse transcriptase (RT) kits using the standard curves fitted to Cq values for CYP3A4

RT kit Slope® R* Efficiency (%)* Limit of detection Dynamic range
(pg of total RNA)
observed recommended by
the manufacturer
Maxima First Strand cDNA Synthesis —3.187+0.155 0.996+0.002 106.2+7.08 256 256 pg—4 ng 1 pg-5 pg
Kit

qPCRBIO cDNA Synthesis Kit —1.648+0.628 0.762+0.192 404.7+251.13 6400 6400 pg—0.8 pg 4 pg—0.1 pg
FastGene Scriptase Basic cDNA Kit  —1.881+0.307 0.775+0.049 249.3+70.23 6400 6400 pg—0.8 pg 1000 pg-5 pg
iScript™ cDNA Synthesis Kit —2.849+0.052 0.958+0.007 124.8+3.35 256 1280 pg—0.8 pg 0.1 pg—1 pg
SensiFAST™ cDNA Synthesis Kit —2.218+0.231 0.937+0.037 182.4+32.81 6400 6400 pg—0.8 pg <1pg

#Mean + SD of the dilution set using three RNA samples extracted from the same leukocyte pool

® Maxima
FastGene
40 gPCRBIO
iScript
SensiFAST
351 A
o
(@]
30
25
T T T T T T T T T 1
2 3 4 5 6 7

Ig (RNA content)

Fig. 1 Comparison of reverse transcriptase kits using C, (quantifica-
tion cycle) values for CYP3A4. The 1:5 serial dilutions of the RNA
sample were reverse transcribed using Maxima First Strand, qPCR-
BIO, FastGene Scriptase Basic, iScript and SensiFAST cDNA syn-
thesis kits, and PCR was performed for quantification of CYP3A4.
The symbols and whiskers indicate the mean and standard deviation
(mean+SD) of three parallel measurements; whereas, the lines are
fitted to the linear concentration range

gPCR in CYPtest™ were redesigned applying HEX-labeled
probes for CYPs and FAM-labeled probe for the reference
GAPDH expression (Table 2). The primers were designed
in two consecutive exons separated by an intron on the cor-
responding gDNA (CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19) or to
the exon—exon junction (CYP3A4, GAPDH); therefore, the
amplicon was generated exclusively from the CYP mRNA
derived cDNA, and gDNA contamination did not produce
false reaction. The redesigned primer—probe combinations
and quantification of each gene product were assayed using
5-log serial dilutions of cDNA templates. The amplifica-
tion efficiency varied between 94.8 and 106.2%, and R?
was higher than 0.99 for CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19,
CYP3A4 and GAPDH.

@ Springer

CYP expression in patients with end-stage kidney
disease

The expression of CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19 and
CYP3A4 was determined in leukocytes of 105 patients
with end-stage renal disease and 110 healthy organ donors
(Fig. 2a). The extremely suppressed CYP expression in
patients’ leukocytes required method optimization for appro-
priate detection of CYP mRNAs. The refined methods of
RNA extraction using TRI Reagent, reverse transcription
using Maxima First Strand cDNA synthesis kit and rede-
signed oligonucleotide sequences for duplex gPCR (Table 2)
were applied for assaying CYP expression. In organ donors,
CYP expression displayed approximately a two-magnitude
difference between the highest and lowest mRNA levels
except for CYP3A4 that exhibited much wider variation
(5-magnitude). In patients with end-stage renal disease, high
inter-individual variations were observed in CYP expression
with 5- to 7-magnitude differences between the highest and
lowest levels. Furthermore, in patients with impaired renal
function, mRNA levels of all four CYPs were found to be
significantly lower than in organ donors. The median values
of CYP expression displayed substantial differences between
the two groups (p <0.0001) with the greatest in CYP2C9
(600-fold) and the lowest in CYP2C19 (15-fold) (Fig. 2a).
On the basis of CYP expression in leukocytes, hepatic
activities of CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19 and CYP3A4
were also estimated in patients with end-stage renal disease
and in organ donors using the cut-off values for distinction
of poor, intermediate and extensive metabolizers described
by Temesvari et al. [13]. Comparing organ donors and the
patients with end-stage renal disease, significant differences
were observed in the proportion of subjects expressed CYP
mRNA at low, normal and high levels (Chi* for CYP1A2:
40.2, for CYP2C9: 87.9, for CYP2C19: 47.2, for CYP3A4:
29.9; df=2, p<0.0001) (Fig. 2b). CYP expression was
low in most of the patients with impaired renal function
(51-77%); while the ratio of high CYP expressers was 0-7%.
In organ donors with healthy renal function, we found much
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Fig.2 CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19 and CYP3A4 expression in
leukocytes of the patients with end-stage renal disease (N=105) and
of organ donors with normal kidney function (N=110) (a), and the
ratio of patients/donors expressing CYPs at low, normal or high lev-
els (b). a CYP mRNA values are presented using the median (line),
range (box) and minimum-maximum values (whiskers). Between-
group differences were calculated by Mann—Whitney U test. b The

less subjects with low CYP expression (30% or less), and
the number of high expresser subjects was also remarkable
(21-31%).

Discussion

For personalized medication, it is essential to obtain infor-
mation about patients’ drug-metabolizing capacity [14, 22].
Hepatic enzymes belonging to CYP1-3 families are pri-
marily responsible for the biotransformation of drugs with
major contributions of CYP3A4/5, CYP2C9, CYP2C19,
CYP2D6, CYP1A2 and CYP2B6; therefore, any informa-
tion on hepatic CYP activities is of significant importance
for the estimation of drug-metabolizing capacity [12]. The
first step for the estimation of CYP status and drug-metab-
olizing capacity is the identification of clinically relevant
CYP alleles resulting in reduced and no enzyme activities or
even extensive and ultrafast metabolism [23, 24]. Transient
decrease (or elevation) of hepatic CYP activities as a con-
sequence of non-genetic factors can partly be assessed from
CYP expression in leukocytes. Although CYP expression
and activities in leukocytes are by magnitude much lower
than in the liver, the leukocyte expression of several CYPs
(CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19 and CYP3A4) appears to
reflect the hepatic activities [13]. It should be noted that
leukocytes are inappropriate cells for the assessment of
hepatic CYP2B6 and CYP2D6 activities because there are
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cut-off values for CYP mRNA levels (CYPI1A2: 107 and 5x 107,
CYP2C9: 2x 107 and 107, CYP2C19: 107 and 107, CYP3A4: 107
and 104) in leukocytes allowed a distinction between low, normal
and high expressers. The numbers indicate the prevalence (%) of low,
normal and high expressers in patients with end-stage renal disease
and in organ donors. *p <0.0001; ESRD end-stage renal disease; H
organ donors with normal kidney function

no association between their hepatic activities and leukocyte
expression [13]. Furthermore, patients’ CYP3A-substrate-
metabolizing capacity depends on the activity of CYP3A4
rather than CYP3AS5 because (1) the amount of CYP3A4 in
hepatic CYP3A pool substantially exceeds that of CYP3AS5
(85 and 5%, respectively) [25]; (2) due to the defective
CYP3A5%*3 allele common in Caucasian white populations
(88-97%) [12], CYP3AS expression is restricted to those
subjects who carry the functional wild-type CYP3A5*]
allele; (3) the activity of CYP3AS5 is substrate specific.
Functional CYP3AS (CYP3A5*] allele) does not influence
the pharmacokinetics or pharmacological effects of sev-
eral CYP3A substrates (clonazepam, fluvastatin, pravasta-
tin, carbamazepine), whereas the clearance of others, such
as tacrolimus, by CYP3AS is significantly higher than by
CYP3A4; therefore, CYP3A5*1 carrier patients require dou-
ble dose of tacrolimus for therapeutic blood concentration
than those with CYP3A5%*3/*3 genotype. It also means that
identification of CYP3A5*] is appropriate for the estima-
tion of tacrolimus-metabolizing capacity, and no further
CYP3AS expression analysis is required [26].

Detection of permanent (genetic) variations and transient
changes in CYP expression can facilitate the identification of
high-risk patients [26-29]. Due to the potential accumula-
tion of uremic toxins, CYP genes were expected to exhibit
low expression in leukocytes of patients with impaired kid-
ney function. Therefore, the workflow steps of CYP expres-
sion analysis using the qPCR technique (RNA extraction,
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reverse transcription and qPCR for various CYPs) required
refinement of the method described by Temesvari et al.
[13]. For gene expression analysis, separation of RNA from
other cellular macromolecules (DNA, proteins) by either lig-
uid-liquid or solid-phase extraction are critical for yielding
high-quality RNA in sufficient amount. Various solid-phase
extraction methods are available that can isolate high-purity
RNA samples. Besides further advantages of solid-phase
extraction, such as good reproducibility, reduction of haz-
ardous chemical consumption and easy automation, the low
yield of RNA is a major drawback [30, 31]. By solid-phase
method, there is often no chance for extraction of target
RNA expressed at low concentration. Liquid-liquid extrac-
tion generally yields significantly higher amount of RNA
than solid-phase extraction methods [32]; however, to obtain
high-purity RNA samples, a judicious choice of the most
suitable liquid—liquid extraction method is required. The
most common methods apply phenol-guanidinium thiocy-
anate reagents with or without phase-separation by the addi-
tion of chloroform. Although the RNA extraction kits tested
in the present study followed the same subsequent steps of
RNA precipitation from the aqueous phase with 2-propanol
and RNA purification with ethanol [33-35], the RNA yield
and purity from leukocytes were different. RiboZol reagent
yielded the highest quantity of RNA; whereas, TRIzol, Tri-
zolate and TRI reagents produced RNA with the lowest con-
tamination. TRI reagent was nevertheless the most advan-
tageous because of the reasonable financial cost. gDNA
impurities in RNA samples can significantly impact the
gPCR leading to overestimation of target mRNA expression
and to inaccurate expression results. Contaminating gDNA
can be estimated by PCR assays omitting reverse transcrip-
tion in parallel of qPCR coupled with reverse transcription;
however, the additional assay is costly and consumes RNA
sample available in limited amount. An alternative method
is the RNase-free DNase digestion of RNA samples prior
to reverse transcription and qPCR assay. Although the
DNase treatment followed by DNase inactivation can sub-
stantially reduce gDNA contamination, the additional steps
increase the time of sample preparation procedure. gDNA
insensitive assay with proper design of primers is a time
and reagent saving alternative method that is applicable for
many eukaryotic genes [36]. Designing a primer sequence
at exon—exon junction or including a large intron between
the forward and reverse primers can ensure the amplification
exclusively from cDNA; therefore, gDNA does not interfere
with gene expression analysis. Since CYPs and the refer-
ence GAPDH are multi-exon genes, we could design gDNA
insensitive assays.

Reverse transcription of RNA template is another crucial
step in quantitative assay of gene expression. The reverse
transcriptase enzyme is generally expected to be efficient in
a wide dynamic range converting high- and low-abundance
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transcripts into cDNA [37-39]; however, the manufac-
turers’ specifications inform merely about the total RNA
quantity and not about the specific target transcript that is
capable to be reverse transcribed by the particular enzyme.
Furthermore, the manufacturers’ specifications rarely pro-
vide information whether the reverse transcription product
is directly adaptable to qPCR or post-reverse transcription
processing (dilution or cleaning) is required [38]. For CYP
expression analysis, the major suitability criteria for reverse
transcriptase were the enzyme efficiency with wide dynamic
range and direct PCR-adaptability. All five cDNA synthesis
kits tested in the present study contained modified MMLV
(Moloney Murine Leukemia Virus) reverse transcriptase
which has been reported to display higher cDNA synthesis
rate than that of AMV (Avian Myeloblastosis Virus) [40,
41]. Furthermore, all cDNA synthesis kits apply the same
priming strategy with the combination of random hexamer
and anchored oligo(dT) primers that can provide optimal
sensitivity and accuracy of first strand cDNA synthesis.
Despite the same type of reverse transcriptase and priming,
these cDNA synthesis kits showed considerable variations
in efficiency, dynamic range and detection limit. iScript™
and Maxima First Strand cDNA Synthesis kits displayed
the lowest detection limit; however, the efficiency and the
dynamic range of iScript™ lagged behind those of Max-
ima First Strand cDNA Synthesis kit. Maxima First Strand
cDNA Synthesis kit appeared to be the most efficient with
the widest range for quantification of target transcript. A
major difference between cDNA synthesis kits is the RNase
H activity degrading the original RNA template after cDNA
synthesis. iScript™ and Maxima First Strand cDNA Syn-
thesis kits retained the RNase H activity; whereas, reverse
transcriptase in qPCRBIO, SensiFAST™ cDNA Synthesis
kits and FastGene Scriptase Basic cDNA kit has reduced
RNase H activity. Reduced or no RNase H activity is an
advantage in production of large cDNA; however, it entails
a disadvantage to the subsequent quantitative PCR, because
the RNA template can bind to the cDNA and blocks the
primer binding to the cDNA template during PCR [36].
An additional cleaning step is required before qPCR that
increases the cDNA production time and the waste of cDNA.
Therefore, a first-strand cDNA synthesis kit having RNase
H activity is an appropriate choice of reverse transcription
directly coupled with qPCR. The background RNA content
in reverse transcription can also influence the sensitivity of
subsequent PCR [37]; however, CYP expression was deter-
mined relative to the reference GAPDH expression in duplex
assays, and the amount of background RNA was, thus, the
same for the expression analysis of the target and the refer-
ence genes.

To obtain reliable CYP expression results even in
a broad range of transcript amounts, it was essential to
systematically optimize RNA extraction and reverse
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transcription coupled to qPCR. Careful application of
TRI Reagent yielded sufficient amount of high-quality
RNA from leukocytes, and reverse transcription by Max-
ima First Strand cDNA Synthesis kit efficiently produced
cDNA template directly transposable to qPCR; whereas,
the detection of various CYPs and the reference GAPDH
in duplex PCR improved the assay reliability. The refined
CYP expression analysis indicated a wide concentra-
tion range of CYP mRNAs in leukocytes of patients with
impaired kidney function. Furthermore, the average CYP
expression was significantly lower in patients with end-
stage kidney disease than in organ donors. Our findings
are considered to be a direct evidence of transcriptional
down-regulation of CYPIA2, CYP2C9, CYP2CI9 and
CYP3A4 genes in patients with kidney dysfunction, con-
firming some of the clinical observations of reduced CYP-
mediated drug metabolism [11, 42—47]. As a consequence
of a decrease in CYP2C9 activity, the clearance of the
anticoagulant S-warfarin was reported to be substantially
reduced in patients with end-stage renal disease [43, 48],
and the warfarin dose requirements of patients with mod-
erate and severe kidney impairment were significantly
lower than those of no kidney disease [43]. However, the
impact of renal disease induced CYP2C9 down-regulation
on the clearance of the anti-hyperglycemic tolbutamide is
not clear in human, because tolbutamide is almost exclu-
sively eliminated by the kidneys, and is, therefore, con-
traindicated in patients with severe renal failure [49]. In
rats, CYP2C11 down-regulation was also demonstrated
in chronic renal disease; however, no change in hepatic
tolbutamide 4-hydroxylation was observed most prob-
ably due to the fact that tolbutamide is not selective for
CYP2CI11 contrary to the human CYP2C9 ortholog, but
other CYPs are involved in the metabolism in rat [50].
Furthermore, chronic kidney disease resulted in substantial
reduction of CYP3A2 expression and activities (erythro-
mycin N-demethylation; 1'- and 4-hydroxylation of mida-
zolam) in rats [50, 51]. In patients with end-stage renal
disease, erythromycin N-demethylation by CYP3A4 was
also reported to decrease; however, the alteration of eryth-
romycin clearance was not exclusively attributed to the
reduced CYP3A4 activity, but also to the changes in trans-
porter activities (OATPs, P-gp) [44]. Increased systemic
exposure of several other CYP3A4-substrate drugs, such
as tadalafil and solifenacin, was demonstrated in patients
with chronic renal impairment [52]. In contrast, the clear-
ance of the CYP3A4 probe substrate midazolam appeared
to be unchanged in kidney disease patients [53]. Regarding
hepatic CYP1A2 expression, complex impact of chronic
kidney disease was depicted: (1) human uremic serum
significantly decreased the expression and the activity of
CYP1A2 in rat hepatocytes [18]; (2) in rats, mild or neg-
ligible effect of renal impairment on CYP1A2 expression

was observed in vivo [21, 51]; (3) in patients with chronic
kidney disease, mild or no changes were observed in clear-
ance of CYP1A2 substrates, such as duloxetine, lidocaine
or tasimelteon [54].

In the present study, the prevalence of patients with low
CYP expression was found to be considerably higher in
the end-stage kidney disease group than in organ donors.
Approximately, one quarters of organ donors expressed
CYPs at high concentration; whereas, high CYP expression
was scarcely identified in patients with impaired kidney
function. As a consequence of reduced drug-metabolizing
capacity, altered drug exposure, hence increased risk of
overdosing may occur; therefore, the dosing regimen is rec-
ommended to be adjusted in patients with chronic kidney
disease to avoid adverse drug reactions [47, 55]. The non-
renal clearance of drugs, such as duloxetine, erythromycin,
ciprofloxacin or warfarin, has been reported to decrease, and
reduced dosing is required in patients with severe chronic
kidney disease [43—46]. It should be noted that renal replace-
ment therapy can complicate the medication of patients. Kid-
ney transplantation can substantially and stably ameliorate
CYP expression and drug-metabolizing capacity; whereas,
intermittent dialysis can transiently increase CYP-mediated
drug metabolism; however, the duration and the extent of the
alteration can be poorly quantified [10, 55].

Some limitations of the clinical part of the present work
should be mentioned. First, for comparison of CYP expres-
sion in patients with end-stage renal disease, deceased
organ donors and not healthy volunteers were enrolled in
the healthy control group. However, all the donors were
considered to be healthy on the basis of the normal liver
and kidney function parameters. For better comparison,
further study involving healthy subjects may be required.
Second, although direct evidence has previously been pro-
vided for the correlation between leukocyte expression and
hepatic enzyme activities (as well as hepatic expression) of
CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19 and CYP3A4 [13], it should
be validated for patients with end-stage renal disease. Taken
liver biopsy sample for CYP expression assays is risky and
definitely not allowed to obtain from patients because of
ethical issues. Further studies are nevertheless required to
provide indirect evidence by obtaining significant correla-
tion between the leukocyte CYP expression in patients and
the elimination rate of CYP-selective substrate drugs.

In sum, qPCR technique is considered to be a sensitive
and accurate method for gene expression analysis. The
refinement of RNA extraction and reverse transcription as
well as the development of duplex qPCR assays substan-
tially improved the detection of low-level CYP expression
even with low input RNA amounts. Poor CYP expression
was expected in leukocytes of patients with end-stage renal
disease; however, the expression of CYP1A2, CYP2C9,
CYP2C19 and CYP3A4 was efficiently quantified using the
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refined method. The expression of these CYP species was
significantly lower in patients with end-stage renal disease
than in organ donors with normal kidney function. Our find-
ings provided a direct evidence for transcriptional down-
regulation of CYP genes in patients with impaired kidney
function that can consequently contribute to the increase
of drug exposure. Information on patients’ CYP expression
in combination with identification of polymorphic CYP
alleles may refine the personalized medication, facilitating
the appropriate dosage, and can predict the risk of outlying
from the therapeutic concentration range.
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CYP3A-status is associated

with blood concentration

and dose-requirement

of tacrolimus in heart transplant
recipients

Maté Déril, Zs6fia Szakal-Téth?, Ferenc Fekete?, Katalin Mangé?, Evelyn Incze?,
Annamaria Minus?, Béla Merkely?, Balazs Sax%? & Katalin Monostory®3™*

High inter-individual variability in tacrolimus clearance is attributed to genetic polymorphisms

of CYP3A enzymes. However, due to CYP3A phenoconversion induced by non-genetic factors,
continuous changes in tacrolimus-metabolizing capacity entail frequent dose-refinement for optimal
immunosuppression. In heart transplant recipients, the contribution of patients’ CYP3A-status
(CYP3A5 genotype and CYP3A4 expression) to tacrolimus blood concentration and dose-requirement
was evaluated in the early and late post-operative period. In low CYP3A4 expressers carrying
CYP3A5%3/*3, the dose-corrected tacrolimus level was significantly higher than in normal CYP3A4
expressers or in those with CYP3A5*1. Modification of the initial tacrolimus dose was required for all
patients: dose reduction by 20% for low CYP3A4 expressers, a 40% increase for normal expressers
and a 2.4-fold increase for CYP3A5*1 carriers. The perioperative high-dose corticosteroid therapy
was assumed to ameliorate the low initial tacrolimus-metabolizing capacity during the first month.
The fluctuation of CYP3A4 expression and tacrolimus blood concentration (Co/D) was found to be
associated with tapering and cessation of corticosteroid in CYP3A5 non-expressers, but not in those
carrying CYP3A5*1, Although monitoring of tacrolimus blood concentration cannot be omitted,
assaying recipients’ CYP3A-status can guide optimization of the initial tacrolimus dose, and can
facilitate personalized tacrolimus therapy during steroid withdrawal in the late post-operative period.

Abbreviations
ABCB1  ATP-binding cassette family B1
CYp Cytochrome P450

GAPDH  Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
IFN-y Interferon y

IL Interleukin
PCR Polymerase chain reaction
SNP Single nucleotide polymorphism

TNF-a Tumor necrosis factor a

Heart transplantation is an effective treatment option for patients with end-stage heart dysfunction refractory to
maximal medical management; however, due to the gap between waiting list and eligible organs, it is available
only for a limited number of patients™. Improvement in surgical techniques, intensive care and immunosup-
pression has led to increasing recipient survival®*. According to the International Society for Heart and Lung
Transplantation database, the one-year survival among heart transplant recipients was over 85% (https://ishlt.org/
research-data/registries/ttx-registry/ttx-quarterly-data-report, access: 22.07.2021), and further efforts are made
to minimize the risk of graft dysfunction after transplantation®*. However, complications in the postoperative
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period, such as acute rejection, infection and renal insufficiency, are still a challenge for clinicians®=®. One of the
causes, associated with these conditions is recipients’ variability in immunosuppressant pharmacokinetics that
also contributes to post-transplant outcome.

Recipients’ drug therapy primarily focuses on immunosuppression and control of allograft rejection as well
as on prevention of infections and avoidance of adverse effects of immunosuppressants®. Intense initial induc-
tion therapy with polyclonal or monoclonal antibodies is applied in about half of heart transplantations, in the
remaining cases, lifelong maintenance immunosuppressive therapy follows immediately after surgery>'°. The
conventional maintenance immunosuppression generally consists of corticosteroids (prednisone, prednisolone
or methylprednisolone), calcineurin inhibitors (cyclosporine A or tacrolimus) and antimetabolite drugs (aza-
thioprine, mycophenolate mofetil or mycophenolic acid)*!". Calcineurin inhibitor therapy is the cornerstone of
maintenance immunosuppressive regimens with tacrolimus, the most frequently used agent*'2. Because of the
narrow therapeutic range and the large pharmacokinetic variability among individuals, continuous monitoring of
tacrolimus blood concentrations is essential for optimal therapeutic efficacy'>!*. The non-balanced sub-optimal
therapy leads to allograft rejection episodes, whereas supra-optimal therapy can result in nephrotoxicity, neuro-
toxicity or increased susceptibility to infections. Therefore, any factor that can modulate the blood concentrations
of immunosuppressants, particularly of tacrolimus influences the outcome of transplantation®'*13,

Tacrolimus is a substrate of ABCBI1 transporter (ATP-binding cassette family B1) and CYP3A enzymes
(cytochrome P450 3A)'%17; therefore, inter-individual variations in tacrolimus pharmacokinetics have been
supposed to be associated with genetic variability of ABCBI efflux transporter and drug metabolizing CYP3A
enzymes'®". Plenty of clinical studies investigated the impact of ABCBI functional polymorphisms on tac-
rolimus exposure in solid organ transplantation; however, clear association between ABCBI variants and tac-
rolimus bioavailability is debated'>?**! Hepatic and intestinal tacrolimus-metabolizing capacity rather than
ABCBI polymorphisms appear to influence tacrolimus bioavailability. Genetic polymorphisms of CYP3A
enzymes (CYP3A5, CYP3A4), the key catalysts of tacrolimus metabolism, have been proposed to significantly
contribute to inter-patient variability in tacrolimus clearance!>'*?"?2, The single nucleotide polymorphism in
CYP3A5*3 allele (6986A > G, rs776746), most common in Caucasian populations, results in truncated mRNA
and absence of functional CYP3A5 enzyme®***. The Clinical Pharmacogenetics Implementation Consortium has
recommended CYP3A5 genotype-guided tacrolimus dosing in order to rapidly achieve optimal blood concen-
tration after initiation of tacrolimus therapy*. Additional genetic variants of CYP3A4, such as CYP3A4*1B and
CYP3A4*22, have also been suggested to be taken into account during prediction of tacrolimus-metabolizing
capacity'>?%?”. CYP3A4*1B (-392A > G, rs2740574) appears to contribute to increased transcription of CYP3A4
gene, and a close link between the wild-type CYP3A5*1 and CYP3A4*1B alleles has been reported which makes
the relative contribution to tacrolimus metabolism indistinguishable?®?. CYP3A4*22 (15389C > T, rs35599367)
has been proposed to be associated with low CYP3A4 expression and reduced activity™’. However, the substantial
inter-individual or even the intra-individual variability is hardly attributed merely to the genetic polymorphisms
of CYP3As. The CYP3A genotype determines the potential for the expression of functional or non-functional
CYP3A enzymes, whereas non-genetic factors, such as co-medication with CYP3A-inducer drugs (e.g. glucocor-
ticoids, rifampicin), can result in phenoconversion that significantly modulates CYP3A expression and tacrolimus
clearance®"*2. Patients’ calcineurin inhibitor metabolizing capacity can be characterized by the CYP3A-status
(CYP3A5 genotype and CYP3A4 expression). CYP3A5 genotyping identifies the genetically determined CYP3A5
expressers or non-expressers, and CYP3A4 expression in leukocytes can estimate reduced or increased hepatic
CYP3A4 activities. We have previously demonstrated a strong correlation between CYP3A4 mRNA expression
in leukocytes and hepatic CYP3A4 activities®. It means that peripheral leukocytes are appropriate biological
samples for providing information about CYP3A4 activities of the liver. In liver transplant recipients, we have
successfully applied this complex diagnostic system (CYPtest™) and clearly demonstrated that CYP3A4 expres-
sion rates of liver donors combined with CYP3A5 genotypes influenced blood concentrations of calcineurin
inhibitors (tacrolimus, ciclosporin) in recipients®. The recipients with liver grafts from low or high CYP3A4
expressers or with grafts carrying CYP3A5*1 required substantial modification of the initial doses. Furthermore,
CYP3A-status guided tacrolimus therapy significantly reduced the risk of misdosing induced acute rejection
and nephrotoxicity®”.

The clinical protocols of immunosuppressive regimens for heart transplant recipients are basically defined by
the transplantation centre®*%; however, due to continuous changes of patients’ tacrolimus-metabolizing capacity,
frequent refinement of dosing is required for balanced and optimal immunosuppression. The initial high-dose
corticosteroid therapy is expected to increase CYP3A expression and the rate of tacrolimus metabolism that
are abated during tapering and withdrawal of corticosteroids. The major aim of the present study was to inves-
tigate the influence of heart transplant patients’ CYP3A-status (CYP3A5 genotype and CYP3A4 expression)
on tacrolimus blood concentration and dose-requirement early after transplantation. Our further goal was to
undertake a systematic evaluation of recipients’ CYP3A-status and tacrolimus-metabolizing capacity in the
post-transplantation period (0-15 months) and to identify corticosteroid co-medication induced alterations
that modified tacrolimus pharmacokinetics.

Materials and methods

Patients and study design. Adult, heart transplant patients (N=232) at the Heart and Vascular Centre,
Semmelweis University (Budapest, Hungary) were enrolled in the study. CYPtesting of the recipients and the
study protocol were approved by the Committee of Science and Research Ethics, Medical Research Council
(2112-2/2017/EKU, 32,911-2/2019/EKU), and the study was performed in accordance with the relevant guide-
lines and regulations (Act CLIV of 1997 on Health, decree 23/2002 of the Minister of Health of Hungary and
the declaration of Helsinki). Each recipient gave the informed consent to participate in the study. Post-trans-
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Demographic data CYP3A testing | CYP3A-status - tacrolimus therapy association
Number of patients 232 163

Age at the time of transplantation (year)? 53.1(19.5;68.7) | 52.6(19;68.7)
Gender (male/female) 175/57 128/35
Bodyweight at the time of transplantation (kg)* 78 (47; 120) 80 (47; 120)
Primary disease

Non-ischaemic DCM 101 68

Ischaemic CM 78 57
Congenital heart disease 17 11
Hypertrophic CM 9 8

Restrictive CM 8 5

ARVD 3 2

Idiopathic DCM 3 2

Other 13 10

Table 1. Demographic data of the heart transplant patients. ARVD, arrhythmogenic right ventricular
dysplasia; CM, cardiomyopathy; DCM, dilated CM. *Median (min; max).

plant CYP3A-status was determined in 232 recipients, whereas 163 patients were involved in the evaluation of
CYP3A-status and post-operative tacrolimus blood concentration or dose-requirement. Of the 232 patients, 14
patients died within the first two weeks after surgery, while 55 patients were treated with strong CYP3A inhibi-
tors (e.g. fluconazole, itraconazole) or were transferred to another healthcare institution shortly after transplan-
tation; therefore, these patients (N=69) were excluded from the analysis. CYP3A4 expression and tacrolimus
blood concentrations were followed in 78 patients in the first 15 months after transplantation. The patients’
demographic and clinical data (Table 1) as well as the details of tacrolimus therapy (dosage and pre-dose blood
concentrations) were recorded. The post-transplant drug therapy was applied according to the conventional
clinical protocol which included immunosuppressants and prophylactic medications, such as antibiotics (sul-
famethoxazole-trimethoprim, ciprofloxacin, meropenem) and antiviral drugs (ganciclovir, valganciclovir),
antihypertensive agents (lercanidipine, ramipril, perindopril), cholesterol-lowering agent (rosuvastatin), acid-
reducing drugs (famotidine, pantoprazole) and if necessary analgesics (paracetamol, ibuprofen). In the late post-
operative period, most of these drugs were withdrawn, whereas tacrolimus was applied as a life-long medication.

Immunosuppressive protocol and drug monitoring.  The induction immunosuppressive therapy with
anti-thymocyte globulin, high-dose corticosteroid (methylprednisolone) and mycophenolate mofetil started
immediately after transplantation and lasted up to 4 days. The maintenance regimens consisted of tacrolimus,
corticosteroid and mycophenolate mofetil. The initial corticosteroid dose of 250 mg was administered at the
time of operation, and the subsequent doses were gradually tapering (125-16-12 mg/day) to a maintenance daily
dose of 8 mg by the end of the 3rd week and thereafter. Corticosteroid dose was tapered to a median of 2 mg/
day by the end of the first year and was completely withdrawn by the 15th month. Mycophenolate mofetil was
applied at the daily dose of 3 g at the early post-operative period, and was tapered to the daily dose of 2 g when
tacrolimus reached the therapeutic range (> 10 ng/ml). Tacrolimus therapy was started 5 days after heart trans-
plantation and was administered twice a day. The daily dose was defined as the sum of the morning dose, given
after the blood sampling for trough blood concentration (Cy) measurement and the evening dose administered
after 12 h later to the morning dose. The initial tacrolimus dose was adjusted to the recipients’ bodyweight
(0.1 mg/kg) and thereafter controlled by the pre-dose blood concentrations according to the standard clinical
protocol. The oral tacrolimus dosage was adjusted to a target therapeutic window in the range of 10-15 ng/ml in
the first 6 months, of 8-12 ng/ml in the period of 6-12 months and of 5-10 ng/ml after 12 months.

Therapeutic drug monitoring of tacrolimus was performed routinely (every day in the first week of tacrolimus
initiation, every second day from the second week and at least every month from the first month), and the dose
was modified if the exposure was out of the target range of tacrolimus blood concentration. The 12 h post-dose
trough concentrations of tacrolimus (C,) were determined in whole blood taken at around 6.00 am before the
morning dose was administered. Pre-dose concentrations were calculated by dividing the C, by the correspond-
ing 24 h dose on a mg/kg bodyweight basis (C,/D). The blood concentrations were measured using enzyme
immunoassay techniques for tacrolimus (TACR Flex Dimension Dade Behring Inc., Newark, DE) in which free
and tacrolimus-bound antibody conjugates were separated using magnetic particles. Tacrolimus-bound antibody
conjugates were detected by the B-galactosidase reaction hydrolysing chlorophenol red -d-galactopyranoside.
The assay range for tacrolimus was 1.1-33.6 ng/ml, the intra- and inter-day variability for the quantification was
less than 10%. According to the assay description, cross-reactivity with some of the tacrolimus metabolites was
detected, and in transplant patients, tacrolimus concentrations approximately 13% higher may be measured by
TACR Flex Dimension than by LC-MS/MS (liquid chromatography coupled with tandem mass spectrometry)
(https://www.accessdata.fda.gov/cdrh_docs/reviews/K060502.pdf, access: 04.10.2021).

CYP3A-status of the heart transplant recipients. The CYP3A-status was assayed in peripheral blood
of 232 heart transplant recipients. Blood sampling for CYP3A genotyping and for measurement of CYP3A4
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expression was performed on the second postoperative day. For those who were involved in tacrolimus follow-
up study, CYP3A4 mRNA expression was measured at 1, 3, 6, 12 and 15 months after transplantation. Leuko-
cytes and genomic DNA were isolated from the peripheral blood samples according to the methods described
by Temesvdri et al.**. CYP3A5 and CYP3A4 genotyping were carried out by hydrolysis single nucleotide poly-
morphism (SNP) analysis for CYP3A5*3, CYP3A4*1B and CYP3A4*22 using TagMan probes (Eurofins Genom-
ics Germany GmbH, Ebersberg, Germany). The genotypes were distinguished by post-PCR (polymerase chain
reaction) allelic discrimination plotting the relative fluorescence values for wild-type and mutant alleles®.
For CYP3A4 expression, total RNA was extracted from leukocytes, and RNA (5 ug) was reverse transcribed
into single-stranded ¢cDNA using the Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific, Waltham,
MA, USA). Real-time PCR with human cDNA was carried out by using Kapa Probe Fast gPCR Master Kit™
(Merck KGaA, Darmstadt, Germany) and TagMan probe and primers specific for CYP3A4 (Eurofins Genom-
ics Germany GmbH). The quantity of CYP3A4 mRNA relative to that of the housekeeping gene glyceraldehyde
3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) was determined. Three categories of CYP3A4 expression were applied to
describe low, normal and high expressers. The cut-off values for the CYP3A4 mRNA levels in leukocytes have
been previously established on the basis of the cut-off values for the hepatic CYP3A4 activities (nifedipine oxi-
dation or midazolam 1'- and 4-hydroxylation)®’. Low expressers displayed a CYP3A4/GAPDH ratio less than
107, normal expressers a ratio between 107® and 10, whereas in high expressers the ratio was higher than 10~
Primer and TagMan probe sequences for genotyping and mRNA expression measurement are in the supplemen-
tary table (Supplementary Table S1).

Data analysis. Linkage disequilibrium between CYP3A5 and CYP3A4 SNPs (15776746 and rs2740574) was
calculated using Haploview (v4.2; Broad Institute, Cambridge, MA)¥. The recipients were categorized by their
CYP3A-status. The patients carrying at least one CYP3A5*1 allele were considered to be CYP3A5 expressers,
while recipients with the CYP3A5*3/*3 genotype were CYP3A5 non-expressers. The CYP3A5 non-expresser
recipients were subdivided into three CYP3A4 expresser groups by their CYP3A4 mRNA levels. The blood
concentration values of tacrolimus were normalized by the dose and the bodyweight of transplant recipients,
and expressed as (ng/ml)/(mg dose/kg bodyweight). The data of normalized blood concentrations (Cy/D) and
dose-requirements for the optimal therapeutic level in the recipient groups with various CYP3A-statuses were
expressed as the median and mean + standard deviation (SD). It should be noted that median values generally
did not differ much (mostly by 7-10%) from the mean values. Statistical analysis was carried out using GraphPad
InStat (v3.05; Graph-Pad Software, San Diego, CA). Between group differences or variations in CYP3A4 mRNA
expression and tacrolimus concentration at various time-points after transplantation were calculated by using
Kruskal-Wallis analysis of variance followed by Dunn’s multiple comparisons test. A P value of <0.05 was con-
sidered to be statistically significant.

Results

CYP3A-status of heart transplant recipients. The loss-of-function CYP3A5*3 allele was identified in
heart transplant patients, whereas the wild-type CYP3A5*] was assigned in the absence of CYP3A5*3. Of 232
heart transplant patients, 230 carried one or two CYP3A5*3 alleles (34 patients with CYP3A5*1/*3 and 196 with
CYP3A5%3/*3 genotype) (Table 2), displaying allele frequency (91.8%) similar to that in Caucasian white popu-
lations (88-97%)%. Two polymorphic CYP3A4 alleles (CYP3A4*1B, CYP3A4*22) that are supposed to influ-
ence CYP3A4 expression, were also identified. The majority of heart transplant recipients (more than 85%)
carried CYP3A4*1/*1, whereas 13.4% were heterozygous (17 patients carried CYP3A4*1/*1B and 14 displayed
CYP3A4*1/*22 genotype). One patient was homozygous for CYP3A4*1B; however, CYP3A4*22/*22 genotype
was not detected in the 232 patients. The genetic linkage in the CYP3A locus is well-characterized®, and single
nucleotide polymorphisms in CYP3A4*1B and CYP3A5*1 (rs2740574 and rs776746) were found to be in sig-
nificant linkage in the 232 heart transplant patients (D’ 0.758; LOD 9.42). CYP3A4*22 or CYP3A4*1B alleles,
assumed to result in reduced and increased expression of CYP3A4, respectively*’, were identified in 32 patients.
However, no association was found between various CYP3A4 genotype groups and CYP3A4 expression prob-
ably due to the low frequencies of the polymorphic CYP3A4 alleles (CYP3A4*1B: 4.09%; CYP3A4*22: 3.02%)
in the heart transplant recipients and/or to non-genetic factors that masked the effect of genotype on CYP3A4
expression (Supplementary Figure S1). Instead of CYP3A4 genotyping, the patients’ hepatic CYP3A4 activities
were estimated from CYP3A4 mRNA levels in patients’ leukocytes, categorizing the patients into low, normal
and high expresser groups (Table 2). CYP3A4 expression assays revealed that more than half of the patients
(56%) expressed CYP3A4 at low level, and substantial portion (43.1%) was normal CYP3A4 expressers, whereas
only 2 patients (< 1%) displayed high CYP3A4 expression early after transplantation (2 days after surgery).

Patients’ CYP3A-status and tacrolimus exposure early after transplantation. The association
between patients’ CYP3A-status and tacrolimus blood concentration 15 days after transplantation was ana-
lysed in 163 recipients. On the basis of the post-operative CYP3A-status (CYP3A5 genotypes and CYP3A4
expression in leukocytes), the patients were grouped into two main categories—CYP3A5 expressers (carrying
CYP3A5%1/*3 or CYP3A5*1/*1 genotypes) and non-expressers (with CYP3A5*3/*3),—and the CYP3A5 non-
expressers were subdivided into two subgroups: low and normal CYP3A4 expressers. Of the 163 recipients, no
patient expressing CYP3A4 at high level was identified. Significant association between the recipients’ CYP3A-
status and blood concentrations of tacrolimus normalized by the daily dose and the patient’s bodyweight was
demonstrated (Fig. 1A). The CYP3A5 expresser patients exhibited the lowest tacrolimus blood concentrations
(Cy/D), and in CYP3AS5 non-expressers, the blood concentrations were significantly higher than in those with
functional CYP3AS5 enzyme. Tacrolimus blood concentrations in CYP3A5 non-expressers with normal CYP3A4
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CYP3A5 genotype
*1/*1 2 0.86 0-3.4
*1/*3 34 14.7 7.5-17.9
*3/*3 196 |84.5 82-92.5
CYP3A4 genotype
*1/*1 200 | 86.2 88-93
*1/*1B 17 7.33 6-8
*1B/*1B 1 0.43 0-4
*1/*22 14 6.03 6.6-9.2
*22/*22 - 0.0 0-0.7
CYP3A4 expression
Low 130 |56.0 40.2
Normal 100 |43.1 47.3
High 2 0.86 12.5

Table 2. Frequencies of CYP3A alleles, genotypes and CYP3A4 expression in heart transplant patients and in
Caucasian population. *Allele frequencies in Caucasian population according to**; Genotype frequencies in
Caucasian population according to***7>73, CYP3 A4 expression frequencies according to*.
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Figure 1. Impact of patients’ CYP3A-status (CYP3A5 genotype and CYP3A4 expression) on the dose-corrected
blood concentration and dose-requirement of tacrolimus in heart transplant recipients. (A) 12-h post-dose
trough concentrations of tacrolimus [(ng/ml)/(mg dose/kg bodyweight)] and (B) dose-requirement for
therapeutic blood concentration (mg/kg bodyweight) in the course of patients’ CYP3A-status are presented.

The lines represent the median values of various CYP3A groups. Normal, Low: CYP3A4 expression levels.

*P <0.0001.

mRNA level were approximately twice as high, whereas in those patients expressing CYP3A4 at low level, were
about 4-times as high as in CYP3A5 expressers [CYP3A5 expressers: 48.3+13.57 (ng/ml)/(mg/kg bw); normal
CYP3A4 expressers: 92.6+11.33 (ng/ml)/(mg/kg bw); low CYP3A4 expressers: 192.5+63.60 (ng/ml)/(mg/kg
bw); N =163, P<0.0001].

Tacrolimus dose-requirement for the therapeutic blood concentration window (10-15 ng/ml of pre-dose
blood concentration) was significantly associated with the recipients’ CYP3A-status. The patients with functional
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Figure 2. CYP3A4 mRNA expression in heart transplant recipients in a 15-month period after transplantation.
The dotted line represents the daily dose of corticosteroid. *P <0.0001.

CYP3A5 enzyme required higher dose of tacrolimus to reach therapeutic blood concentration than the CYP3A5
non-expressers (CYP3A5*3/*3) (CYP3A5 expressers: 0.240 +0.081 mg/kg bw; normal CYP3A4 expressers:
0.138+0.0283 mg/kg bw; low CYP3A4 expressers: 0.080 £ 0.0266 mg/kg bw; N=163, P <0.0001) (Fig. 1B).
Considering the basic clinical protocol for initial tacrolimus dose, the reccommended dose of 0.1 mg/kg bw
was not optimal for any of the CYP3A-status groups. However, modification of tacrolimus dosage adjusted to
the recipients’ CYP3A-status would have been appropriate. For the recipients carrying wild-type CYP3A5*1
allele, markedly increased dose of tacrolimus (2.4-fold) was required for target blood concentration, for normal
CYP3A4 expressers carrying CYP3A5%3/%3, the dose-requirement was 30-40% higher, whereas for low CYP3A4
expressers, approximately 20% lower dose was more appropriate than the recommended.

Time-course of CYP3A4 mRNA expression and tacrolimus exposureinthe first 15 months.  The
contribution of CYP3A-status (CYP3A4 expression and CYP3A5 genotype) to tacrolimus exposure was investi-
gated in 78 patients over 15 months after transplantation. In the recipients, CYP3A4 mRNA expression was sig-
nificantly lower at the time of transplantation (on the second post-operative day) than at any later time points (1,
3,6, 12 and 15 months) (P <0.0001) (Fig. 2). At the time of transplantation, most of the patients (85%) expressed
CYP3A4 at low level predicting to be poor metabolizers; however, more than three orders of magnitude differ-
ence were observed between the lowest and the highest CYP3A4 mRNA expression. One and 3 months after
transplantation, although wide range of CYP3A4 expression was still observed, more than half of the recipients
were intermediate metabolizers. At later time points (6 and 12 months), the CYP3A4 expression range narrowed
(1-1.5 orders of magnitude), and 70-85% of the patients were intermediate metabolizers, whereas 15 months
after transplantation when methylprednisolone had been withdrawn for at least one month, the proportion of
intermediate metabolizers was only 47%. The resultant CYP3A4 expression during the 15-month post-trans-
plant period was assumed to be the consequence of several non-genetic factors, e.g. corticosteroid therapy, one
of the most relevant factor; therefore, methylprednisolone doses were displayed in parallel with CYP3A4 mRNA
levels (Fig. 2). It should be mentioned that at the post-transplant time points of 12 and 15 months, the CYP3A4
mRNA data were incomplete due to the online control examination instead of personal consultation during
COVID-19 pandemic situation.

Since CYP3AS5 has a dominant role in tacrolimus metabolism, fluctuation of tacrolimus C, concentration
per dose/bodyweight was followed separately in CYP3A5 expresser and non-expresser recipients (N=13 and
65, respectively) (Fig. 3). Tacrolimus therapy generally started 5 days after transplantation; therefore, at the first
time point, blood sampling for CYP3A4 mRNA measurement did not coincide with the sampling for tacroli-
mus blood concentration assay. In CYP3A5 non-expressers (with CYP3A5*3/*3 genotype), some decrease in
tacrolimus blood levels normalized by the dose and the bodyweight was observed in the first month after surgery
(Fig. 3A); however, it was statistically not significant (P >0.05). Moreover, during the first 6 months, there was
no significant differences in tacrolimus C, concentration per dose/bodyweight (P>0.05). On the other hand,
tacrolimus blood levels 1 year or even 15 months after transplantation significantly increased comparing to those
at the early time points (10 days, 1, 3 and 6 months) that were most probably due to the substantial reduction
and withdrawl of methylprednisolone therapy (Fig. 3A). In CYP3A5 expressers (with CYP3A5%1/*3 genotype),
no significant differences in tacrolimus blood levels per dose/bodyweight were observed between various time
points (Fig. 3B). It should be noted that of the 4 concentration values higher than 125 (ng/ml)/(mg dose/kg
bw), 3 values belonged to the same specific patient whose CYP3A4 mRNA expression presented extremely low
levels throughout the follow-up study. As this patient displayed very low CYP3A4 expression, he/she was likely
to express CYP3AS5 at low level as well.

Scientific Reports |

(2021) 11:21389 | https://doi.org/10.1038/s41598-021-00942-y nature portfolio



www.nature.com/scientificreports/

>

600

500

400

300

200

100 +

o

Tacrolimus blood concentration / (dose/bw)
(ng/ml)/(mg/kg)

T - 15 T 200q 15
r — ) H
e 1 ] a
T — ) 8
. r — s .
N LE— ~ N,
a a = c 150 R =
- © <} . L ©
& F10 © - . 4 A A 10 k]
N =) s E’ . 2
\ a a £ - =< % £
M e e e A = c o e im =
" az ] © 8 £ \‘ pre
a £ 2 c X 100+ a & 2
Ay = \
IS 2 Aﬁ AAA . s % -] 8 g . aln A, ,“‘ R g
EN AA é i \‘, ﬁé — -5 -g 'g g N _%_ A '\‘ S 5 S
£ £ AL % e ® g 2 A e —A— - 8
2 A e —z b 50 A “oa »n
? ey n ﬁ— 2 a 4 .
% AA g a aa LS Af~ a
%\'x 4 % B a S
AA A .\\ | 0 s \\ L 0
T T T T T T & 0 T T T T T T
10days  1st 3rd 6th 12th 15th 10days  1st 3rd 6th 12th 15th

Month after transplantation Month after transplantation

Figure 3. The dose-corrected tacrolimus blood concentrations in heart transplant recipients carrying
CYP3A5%3/*3 genotype (A) and CYP3A5*] allele (B) in a 15-month period after transplantation. The dotted line
represents the daily dose of corticosteroid. *P <0.05, **P <0.001, ***P <0.0001.

Discussion

Considering the dominant role of CYP3A5 in tacrolimus metabolism, numerous studies have investigated the
association between CYP3A5 genotype and tacrolimus pharmacokinetics in transplant recipients. CYP3A5
expressers with at least one CYP3A5*] allele have been reported to require higher tacrolimus doses for achiev-
ing therapeutic blood concentration than CYP3A5 non-expresser kidney transplant recipients or patients trans-
planted with CYP3A5 non-expresser liver grafts®**1=*. In CYP3A5 non-expressers (carrying CYP3A5*3/%3), the
major catalyst of tacrolimus metabolism is CYP3A4. Plenty of CYP3A4 variants have been described; however,
the clinical relevance of these alleles is sometimes controversial. Amirimani et al. have demonstrated an elevated
CYP3A4 transcriptional activity of CYP3A4*1B allele; however, the influence of this allelic variant on tacrolimus
pharmacokinetics appears to be inconsistent most probably due to the strong genetic linkage with CYP3A5*1,
the dominant enzyme in tacrolimus metabolism**~*’. Although CYP3A4*22 allele with decreased enzyme activity
appears to have an impact on tacrolimus clearance*»*, in the heart transplant patients in the present study, no
association was found between the CYP3A4 genotypes (for CYP3A4*1B and CYP3A4*22 alleles) and CYP3A4
mRNA expression. Due to non-genetic factors, phenoconversion might have masked the influence of genetic
variants on CYP3A4 expression.

The postoperative CYP3A4 mRNA expression in heart transplant patients was significantly different from that
in the healthy population. The ratio of low, normal and high CYP3A4 expressers considerably varied from the
present heart transplant population to the liver donors with healthy liver function in a former study [heart trans-
plant recipients (N =232): 56%, 43.1%, 0.9% vs liver donors (N =112): 40.2%, 47.3% 12.5%; Chi-square =26.031;
P <0.0001]%*. We assumed that the primary disease or the consequences of the primary disease and the surgical
stress as non-genetic factors shifted CYP3A4 expression towards low CYP3A4 mRNA levels. In patients with
chronic heart failure, reduction of hepatic drug clearance was attributed to a multi-component mechanism®.
Although the exact mechanisms have not been revealed, increased hepatic venous pressure and reduced arte-
rial oxygen saturation (hypoxia) as a consequence of weak cardiac output were assumed to induce the produc-
tion of pro-inflammatory cytokines, such as IL-2 (interleukin 2), IL-4, IL-6 and IFN-y (interferon y). Further-
more, ischemia during surgical procedure appears to be accompanied with the release of the pro-inflammatory
cytokine TNF-a (tumor necrosis factor a) and IL-6, despite the high-dose corticosteroid treatment at the time
of transplantation®. These cytokines have been demonstrated to down-regulate the expression and function of
CYP3A4 and CYP3A5 both in hepatocytes and in intestinal cells®'~¢. Furthermore, in renal transplant patients,
a transient decrease in tacrolimus clearance was observed 3-4 days after transplantation that was attributed to a
temporary increase in serum IL-6 concentration®®. Although pro-inflammatory cytokine release was not deter-
mined in the present heart transplant population, it was reasonable to assume that IL-6 or TNF-a concentrations
increased as a consequence of surgical interventions.

The findings of the present study confirmed a significant association between the post-operative tacrolimus
blood concentration (Cy/D) and the patients’ CYP3A-status (CYP3A5 genotype and CYP3A4 expression). In
accordance with the in vitro and clinical evidences regarding the fact that subjects carrying CYP3A5*1 allele are
extensive tacrolimus-metabolizers'”>’=>?, the lowest tacrolimus concentrations normalized by the dose and the
bodyweight were observed in the heart transplant patients with at least one CYP3A5*1 allele and consequently
expressing functional CYP3A5 enzyme. Of the CYP3A5 non-expressers, the normalized blood concentrations
in those patients expressing CYP3A4 at normal level were approximately twofold higher, and in low CYP3A4
expressers were nearly fourfold higher than in the CYP3A5 expresser patients. The relatively low standard
deviations both in the CYP3A5 expresser group and in normal CYP3A4 expresser group indicated that in the
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patients of each group, the tacrolimus clearance was similar. However, the variation of tacrolimus clearance in
the patients expressing CYP3A4 at low level was high. It means that the optimization of the initial tacrolimus
therapy in patients with low CYP3A4 expression was a great challenge for clinicians. At the early post-operative
time, the average daily dose required for the initial target tacrolimus concentration of 10-15 ng/ml was markedly
higher for the CYP3A5 expresser patients than for the non-expressers; furthermore, significant differences in
dose-requirement were observed between low and normal CYP3A4 expressers carrying CYP3A5*3/*3 genotype.
According to the classical clinical protocol, the initial tacrolimus dose is suggested to be as high as 0.1 mg/kg
bodyweight*!°. However, for the recipients with various CYP3A-statuses, the tacrolimus dosing for therapeutic
blood concentrations required some modification. A substantial increase (approximately 2.4-fold) of the initial
dose was necessary for the CYP3A5 expressers with CYP3A5*1 allele, whereas minor modification was required
for low and normal CYP3A4 expressers carrying CYP3A5*3/*3 (20% decrease and 40% increase, respectively).
Our results regarding CYP3A5 genotype dependent dose-requirement were in line with the findings in heart
transplant recipients in other studies that a substantial increase in tacrolimus daily dose was necessary for the
patients carrying CYP3A5*1 allele®”**%%6! In pediatric heart transplant recipients®, the dose-requirement of
CYP3AS5 expressers was similar to that in the adult recipients in the present study (0.278 and 0.240 mg/kg body-
weight, respectively)®®. In addition to CYP3A5 genotype, the reduced-function CYP3A4*22 allele as an inherit-
able factor was proposed to be integrated in pharmacogenetic prediction for personalized tacrolimus therapy?’.
However, in heart transplant recipients, CYP3A4*22 either alone or in combination with CYP3A5 genotype was
considered to provide no additional information beyond CYP3A5 genotype®"®2. However, CYP3A4 expression
was not assessed in these studies, and no information about tacrolimus-metabolizing capacity was available
in CYP3A5 non-expressers, the majority of patients. In a former study involving liver transplant patients, the
donors’ CYP3A-status (CYP3A5 genotype and CYP3A4 expression) was demonstrated to be associated with
tacrolimus clearance in recipients®. The tacrolimus dosing however had to be modified merely in those recipients
transplanted with liver grafts carrying the functional CYP3A5*1 allele and with grafts from low or high CYP3A4
expresser donors (approximately 60% of the liver transplant patients). For those with normal CYP3A4 expresser
grafts, the recommended daily tacrolimus dose of 0.1 mg/kg bodyweight was appropriate for therapeutic blood
concentration. In contrast, modification of the initial dose was necessary to some extent for all heart transplant
patients in the present study.

Several phenoconverting factors (primary disease, surgical intervention, medication) can significantly
modulate the expression of CYP3A genes and tacrolimus-metabolizing activity of patients in the early and late
post-operative period after transplantation. In the longitudinal follow-up study, marked increase in CYP3A4
expression was observed in the first month after cardiac transplantation. The relatively low CYP3A4 expression
at the time of transplantation was attributed to the primary pathological condition and to the surgical stress,
and was ameliorated partly as a consequence of corticosteroid treatment. The high starting dose of methyl-
prednisolone (as high as 250-125 mg/day) and the daily dose tapering to 8 mg by the end of the 3rd week were
assumed to induce CYP3A4 transcription. Continuous increasing trend in CYP3A4 expression was observed up
to 6 months that was maintained by the end of the first year when corticosteroid therapy was generally getting
withdrawn. As a consequence of corticosteroid cessation, CYP3A4 expression tended to decrease. In parallel,
the maximal tacrolimus-metabolizing capacity was achieved by the first month, whereas corticosteroid with-
drawal abated tacrolimus clearance in CYP3A5 non-expresser patients. In those patients carrying functional
CYP3A5*1 allele, tapering and cessation of corticosteroid dose however did not alter tacrolimus-metabolizing
capacity. Pharmacokinetic interaction between corticosteroids and tacrolimus has been reported in renal trans-
plant recipients, and induction of CYP3A enzymes and the efflux transporter P-glycoprotein was assumed to be
the most likely mechanism of the interaction®®. As a consequence of corticosteroid tapering and withdrawal, a
significant increase in dose-corrected tacrolimus exposure has been demonstrated in CYP3A5 non-expresser
kidney transplant patients®*-%. However, no or negligible elevation in tacrolimus concentration (C,/D) was
observed in CYP3A5*1 carriers that is consistent with the findings of the present study with heart transplant
patients. Methylprednisolone and prednisolone have been reported to transcriptionally induce CYP3A4, but
not CYP3AS5 expression® that confirmed the differences in corticosteroid dependent tacrolimus elimination
between CYP3AS5 expressers and non-expressers.

Some limitations of the present study should be considered. First, we did not assess CYP3A5 and CYP3A4
alleles other than CYP3A5*3, CYP3A4*1B and CYP3A4*22; however, the prevalence of other clinically relevant
CYP3A alleles in Caucasian populations are extremely low®. Second, CYP3A4 mRNA expression clearly indicates
the impact of drugs that can modify the transcription of CYP3A4 gene; however, the patients’ CYP3A-status does
not inform about the interaction with CYP3A4 inhibitors, such as fluconazole or itraconazole. These drugs can
significantly decrease CYP3A4 function and tacrolimus clearance, but do not modify CYP3A4 mRNA expres-
sion. Third, beyond steroid therapy, some confounding factors, such as age and hematocrit were not taken into
account during the interpretation of the results. CYP3A5 expression and activity are constant from early child-
hood through adulthood, whereas CYP3A4 expression exceeds the adult level by the age of 3 years, decreases to
the adult level by puberty and is markedly reduced in elderly patients®-”!. The heart transplant recipients were
all above 18 at the time of transplantation, and of 232, there were only 8 patients older than 65; therefore, the
patients’ age might have been considered as a minor or negligible phenoconverting factor. Tacrolimus displays
strong binding to red blood cells; therefore, the alteration of haematocrit in the early post-operative period
can influence tacrolimus clearance®. Although some decrease in dose corrected tacrolimus concentration was
recognized during the first month after transplantation, it was attributed to an increase in CYP3A4 expression
rather than to any alteration in haematocrit.

In conclusion, the present study involving heart transplant recipients demonstrated a significant association
of the patients’ CYP3A-status (CYP3A5 genotype and CYP3A4 expression) with tacrolimus blood concentration
normalized by the dose and the bodyweight (Cy/D) as well as with dose-requirement for optimal therapeutic
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blood level in the early post-operative period. Modification of the initial tacrolimus dose (0.1 mg/kg bodyweight)
was necessary for all recipients. The recipients’ CYP3A-status potentially identified the degree of tacrolimus
dose modification for avoiding over- or underexposure in the early postoperative period: CYP3A5*1 carriers
required a 2.4-fold increase in tacrolimus dose, whereas dose reduction by 20% was appropriate for low CYP3A4
expressers, and a 40% increase in tacrolimus dose was required for normal expressers. Due to the initial high
dose and later on the tapering and cessation of corticosteroid, marked increase in CYP3A4 expression by the first
month, continuous elevation throughout the first 6 months and some decrease after steroid withdrawal as well
as fluctuation of tacrolimus-metabolizing capacity were observed in CYP3A5 non-expresser patients, but not
in those carrying CYP3A5*1. Although monitoring of tacrolimus blood concentration cannot be substituted by
assaying recipients’ CYP3A-status, it can guide optimization of the initial tacrolimus dose and can also facilitate
personalized tacrolimus therapy during steroid withdrawal in the late post-operative period.
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Aims

Donor's CYP3A-status (CYP3A5 genotype and CYP3A4 expression) can provide prog-
nostic information regarding tacrolimus-metabolizing capacity of the liver graft and
initial tacrolimus dosing for therapeutic blood concentrations in liver transplants. The
present work prospectively investigated whether CYP3A-status guided tacrolimus
therapy has any potential clinical benefit for recipients in the early postoperative
period.

Methods: The contribution of preliminary assaying of donor CYP3A-status to the
optimization of initial tacrolimus therapy and to the reduction of adverse events
(acute rejection, infection, nephrotoxicity) was investigated in 112 liver transplant
recipients (CYPtest group) comparing to 101 control patients on tacrolimus concen-
tration guided therapy.

Results: The time for achieving therapeutic tacrolimus concentration was significantly
reduced, confirming potential benefit of initial tacrolimus therapy adjusted to donor's
CYP3A-status over classical clinical practice of tacrolimus concentration guided treat-
ment (4 vs 8 days, P < 0.0001). Acute rejection episodes (3.6 vs 23.8%, P < 0.0001)
and tacrolimus induced nephrotoxicity (8 vs 27%, P = 0.0004) were less frequent in
CYPtest group than in control patients, whereas occurrence of infectious disease was
not influenced by tacrolimus dosing strategy (3.6 vs 5.9% in CYPtest and control
groups, P > 0.05). Acute rejection was often accompanied with tacrolimus blood con-
centrations lower than 10 ng mL~ (20/24 of control and 2/4 of CYPtest patients),
while nephrotoxicity was associated with high tacrolimus concentrations (>20 ng mL™%)
in the first week after transplantation (13/27 of control and 2/9 of CYPtest patients).
Conclusion: CYP3A-status guided therapy significantly improved the risk of mis-

dosing induced early adverse effects (acute rejection, nephrotoxicity).
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1 | INTRODUCTION

Liver transplantation is an accepted treatment option for patients
with end-stage liver disease. Improvements in surgical techniques,
anaesthesiology, intensive care and immunosuppression have led to
increasing graft/patient survival, and further efforts are made to
minimize the risk of graft dysfunction.!™ Recipients' drug therapy
primarily focuses on immunosuppression and control of allograft
rejection as well as on prevention of infections and avoidance of
adverse effects of immunosuppressants. The cornerstone of main-
tenance immunosuppressive regimens is calcineurin inhibitor ther-
apy, using tacrolimus, the most prominent agent.>® Tacrolimus
displays a narrow therapeutic range and large pharmacokinetic vari-
ability among individuals; therefore, continuous monitoring of blood
concentrations is essential for optimal therapeutic efficacy.”
Tacrolimus is a substrate of ABCB1 transporter and CYP3A
enzymes; therefore, functional polymorphisms of these proteins are
suggested to affect tacrolimus bioavailability. However, the associa-
tion between various single nucleotide polymorphisms of ABCB1
and tacrolimus pharmacokinetics in liver transplantation is debated.
Wei-lin et al. demonstrated the importance of polymorphisms of
intestinal (recipient) ABCB1,2 whereas no appreciable influence of
either liver (donor) or intestinal (recipient) ABCB1 genotypes on
tacrolimus dose-requirement or concentration/dose ratios was

found by other authors.?*?

In recipients, tacrolimus exposure
appears to depend on the hepatic and intestinal tacrolimus-
metabolizing capacity. The crucial enzymes in tacrolimus metabo-
lism are CYP3A enzymes, and variability in CYP3A activities
between individuals, from extremely slow to ultrafast is therefore
of particular relevance in postoperative drug therapy.’® Genetic
polymorphisms of CYP3A enzymes can basically contribute to
interindividual variations that is further modulated by internal (age,
hormonal status, disease) and environmental factors (comedication,
nutrition), resulting in a transient switch into poor or extensive
metabolizer phenotype due to phenoconversion.!**> More than
100-fold interindividual variability was observed in hepatic CYP3A4
activity'®; however, the clinical relevance of CYP3A4 genetic poly-
morphisms is considered to be low. The major underlying reason
of interindividual variation is the inhibition or transcriptional induc-
tion of CYP3A4 due to concomitant drug treatment or environ-
mental factors.)” In contrast to CYP3A4, CYP3A5 expression is
highly polymorphic. The frequency of CYP3A5*3 allele, resulting in
the absence of functional CYP3A5 enzyme, is 88-97% in white
populations.!® Patients carrying functional CYP3A5*1 allele can
metabolize tacrolimus at high rates; therefore, in liver transplanta-
tion, the association between tacrolimus pharmacokinetics and
CYP3A5 genotypes of both the liver (donor) and the intestine
(recipient) has been investigated. In full-size liver transplantation,
tacrolimus concentration/dose ratios seem to be influenced by the
donor CYP3A5 genotype rather than by the recipient in the early
(<1 month after transplantation) and late postoperative period
(> 1 month)>1%181%: however, some authors have suggested that

both the donor and the recipient CYP3A5 genotypes are of major

What is already known about this subject

e CYP3A enzymes are the main catalysts of tacrolimus
metabolism.

e Donor's CYP3A-status (CYP3A5 genotype and CYP3A4
expression) provides prognostic information regarding
tacrolimus-metabolizing capacity of the liver graft.

e Recipients transplanted with low or high CYP3A4
expresser grafts or with grafts carrying CYP3A5*1
required substantial modification of the initial tacrolimus
doses.

What this study adds

e |nitial tacrolimus therapy adjusted to donor's CYP3A-sta-
tus has potential benefit over classical clinical practice of
tacrolimus concentration guided treatment.

o CYP3A-status controlled therapeutic strategy facilitates
rapid tacrolimus dose-finding in liver transplant
recipients.

o CYP3A-status guided therapy improves the risk of mis-
dosing induced early adverse effects (acute rejection,

nephrotoxicity).

impact on tacrolimus clearance.*??° In living-donor liver transplan-
tation, due to the fact that the grafted liver regenerates its mass
and tacrolimus clearance gradually increases with post-transplant
time, the pharmacokinetics primarily affected by the intestinal
(recipient) CYP3A5 genotype early after transplantation, and by the
liver graft or by both the recipient and the donor genotypes at late
postoperative time.21"2> Conditions as a consequence of non-
balanced suboptimal immunosuppressive therapy can lead to allo-
graft rejection episodes, whereas supraoptimal therapy can result in
nephrotoxicity or increased susceptibility to infections.®? One of
the causes, associated with these conditions, is tacrolimus-
metabolizing capacity of the graft; therefore, any factor that can
modulate tacrolimus blood concentrations influences the outcome
of transplantation.t”

Drug-metabolizing capacity of the liver graft can be estimated
by the evaluation of CYP-status. We have previously described a
complex diagnostic system (CYPtest) that estimates hepatic CYP
activities and drug-metabolizing capacity by combining CYP geno-
type and current CYP expression in leukocytes.*® CYP mRNA levels
in leukocytes of those subjects who do not carry loss-of-function
or gain-of-function alleles were proven to reflect hepatic CYP
activities. CYP3A5 genotyping identifies the genetically determined
CYP3A5 expresser or nonexpresser grafts, whereas CYP3A4
expression in donor leukocytes can estimate reduced or increased

CYP3A4 activities in liver grafts. In liver transplant patients, it was
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clearly demonstrated that CYP3A4 expression rates of donors com-
bined with CYP3A5 genotypes influenced tacrolimus blood concen-
trations in recipients in the early post-transplant period.?” The
recipients with liver grafts from low or high CYP3A4 expressers or
with grafts carrying CYP3A5*1 required substantial modification of
initial tacrolimus doses. The donor's CYP3A-status (CYP3A5 geno-
type and CYP3A4 expression) is capable of identifying the risk of
tacrolimus over- or under-exposure, and can provide significant
information for appropriate initial dosage in the early period. Our
present work aimed to prospectively investigate whether prelimi-
nary assaying of CYP3A-status of liver grafts and CYP3A-status
guided tacrolimus therapy have potential clinical benefit for recipi-
ents (e.g. time for target tacrolimus concentration, hospitalization
time), and whether personalized drug therapy can reduce the risk
of misdosing induced adverse reactions (rejection episodes, infec-

tion, poor kidney function).

2 | METHODS

2.1 | Patients and study design

Adult patients (n = 226) who underwent liver transplantation were
enrolled in this prospective, randomized-controlled study carried out
at the Department of Transplantation and Surgery, Semmelweis Uni-
versity (Budapest, Hungary). Patients (n = 13) who were transplanted
with a partial liver graft either from deceased or living donors or
underwent re-transplantation were excluded from the study. CYPtest
of donors and the study protocol were approved by the Hungarian
Committee of Science and Ethics. Each recipient gave the informed
consent to participate in the study. The patients' demographic and
clinical data (Table 1) as well as the details of tacrolimus therapy (dos-
age and predose blood concentrations) were recorded. Both the
donors and the recipients belonged to the Caucasian (white) popula-
tion. The post-transplant drug therapy except for tacrolimus was
applied according to the conventional clinical protocol which
included immunosuppressants and anti-inflammatory agents as well
as prophylactic medications, such as antibiotics (sulfamethoxazole-
trimethoprim, ciprofloxacin, meropenem), antiviral (ganciclovir,
valganciclovir) and antifungal drugs (amphotericin B, fluconazole),
acid-reducing agents (famotidine, pantoprazole), and, if necessary,

analgesics/anaesthetics (propofol).

2.2 | CYP3A-status of the liver grafts

The estimation of CYP3A-status of liver grafts in CYPtest group was
assayed in donors' peripheral blood samples obtained at the time of
explantation. Genomic DNA and leukocytes were isolated from blood
samples according to the methods described by Temesvari et al.®
CYP3A5 genotyping was carried out by hydrolysis single nucleotide

polymorphism analysis for CYP3A5*3 wusing TagMan probes

(BioSearch Technologies, Novato, CA, USA) as previously described.?”
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TABLE 1 Recipients' demographic and clinical data

Recipients' data CYPtest group Control group
Number 112 101
Sex: male/female (%) 62/50 64/37
(55.4%/44.6%) (63.4%/36.6%)
Age at the time of
transplantation (y)
Median (range) 50.5 (42, 56) 49 (36, 53)
Bodyweight (kg), median 75.5 (65, 87.6) 76 (65, 84)
(range)
Primary liver disease
1. Acute liver failure
Drug-induced - 2 (2.0%)
Mushroom poisoning - 1(1%)
Other 1(0.9%) 2 (2.0%)
2. Chronic liver disease
Hepatitis C 46 (41.4%) 38 (37.6%)
Hepatitis B 6 (5.4%) 4 (4.0%)
Alcohol-related liver 18 (16.1%) 18 (17.8%)
disease
Primary sclerosing 16 (14.3%) 9 (8.9%)
cholangitis
Primary biliary cirrhosis 3(2.7%) 5(5.0%)
Autoimmune hepatitis 4 (3.6%) 3 (3.0%)
Congenital fibrosis 3(2.7%) 3(3.0%)
Cryptogenic cirrhosis 3(2.7%) 3(3.0%)
Tumour: hepatocellular 4 (3.6%) 2 (2.0%)
carcinoma
Tumour: others 2(1.8%) 4 (4.0%)
Wilson's disease 1(0.9%) 7 (6.9%)
Others 5(4.5%) -

For CYP3A4 expression, total RNA was extracted from leukocytes,
RNA (3 pg) was reverse transcribed into single-stranded cDNA using
the Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA), and then real-time polymerase chain reaction
with human cDNA was performed using KAPA Probe Fast qPCR
Mastermix kit (KAPA Biosystems, Cape Town, South Africa) and
TagMan CYP3A4 and the
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH; Microsynth
AG, Balgach, Switzerland). The quantity of CYP3A4 mRNA relative to
that of GAPDH was determined. Three categories of CYP3A4 expres-
sion were applied to describe low, normal and high expressers. The

probes for housekeeping gene

cut-off values for the CYP3A4 mRNA levels in leukocytes have been
previously established on the basis of the cut-off values for the
hepatic CYP3A4 activities (nifedipine oxidation or midazolam 1’- and
4-hydroxylation).® Low expressers displayed a CYP3A4/GAPDH ratio
<107, normal expressers a ratio between 107¢ and 10™%, and high

expressers a ratio >107%,
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2.3 | Immunosuppressant therapy and drug
monitoring

Tacrolimus therapy was started 6 hours after transplantation and
tacrolimus (Prograf, Astellas Pharma) was given twice a day. The daily
dose was defined as the sum of the morning dose, given after blood
sampling for trough blood concentration measurement, and the evening
dose administered after 12 hours. In CYPtest group (n = 112), the
patients' tacrolimus therapy was guided by the donors' CYP3A-status®”:
(i) patients transplanted with CYP3AS5 expresser grafts carrying
CYP3A5*1/*3 or CYP3A5*1/*1 genotype received 02 mg kg™t
bodyweight of tacrolimus; (ii) whereas for those with CYP3A5 non-
expresser grafts (CYP3A5*3/*3), tacrolimus therapy was adjusted to the
donors' CYP3A4 expression. Normal dose (0.1 mg kg™! bodyweight)
was given to the patients transplanted with grafts expressing
CYP3A4 at normal level (107¢ to 107, reduced dose (0.05 mg kg™*
bodyweight) was administered to the recipients with grafts expressing
CYP3A4 at low level (<107%), whereas increased dose (0.2 mg kg™t
bodyweight) was targeted in patients with high CYP3A4 expresser liver
grafts (>107%). In the control group (n = 101), the initial tacrolimus dose
was adjusted to the recipients' bodyweight (0.1 mg kg™%) and thereafter
controlled by the predose tacrolimus blood concentrations (Cg)
according to the conventional clinical protocol. Oral tacrolimus dosage
was adjusted to a target therapeutic window in the blood concentration
range of 10-15 ng mL™L. For control patients, an algorithm of (target
Co/current Co) x current dose for calculation of daily tacrolimus dose
was applied. The immunosuppressant therapy based on tacrolimus was
applied in combination with mycophenolate mofetil and steroid (methyl-
prednisolone). Mycophenolate mofetil was applied at the daily dose of
2 g at the early postoperative period, whereas the initial methylprednis-
olone dose of 1 g was administered at the time of operation, and the
subsequent doses were gradually tapering (500-250-125-32 mg day™)
to a maintenance daily dose of 32 mg in the first week and of
20 mg day~? thereafter.

The blood samples for drug assay were taken from the patients
before the morning dose (Co, 12-h postdose trough concentrations),
and tacrolimus concentrations were assayed routinely (every day in
the first week and every second day from the second week).
Tacrolimus doses administered to the control patients were modified
if the exposure was out of the target range of 10-15 ng mL™%. The
blood concentrations were measured using enzyme immunoassay
techniques for tacrolimus (TACR Flex Dimension Dade Behring Inc.,
Newark, DE). The assay range for tacrolimus was 1.1-33.6 ng mL~L.
The intra- and interday variability for the quantification was <10%.
Predose concentrations were calculated by dividing the Coy by the

corresponding 24-hour dose on a mg/kg bodyweight basis.

24 |
events

Graft function and tacrolimus-related adverse

The primary endpoint was the time from the initiation of

tacrolimus therapy until the first day of at least 3 consecutive days

with tacrolimus Cq within the target range (time to achieve target
Co). The proportion of patients achieving the target tacrolimus con-
centration was recorded as well. Furthermore, biochemical parame-
ters for graft function (serum aspartate transaminase, alanine
transaminase, y-glutamyl transferase, alkaline phosphatase, total and
direct bilirubin, prothrombin time, albumin) and signs for any
tacrolimus-related adverse effects, such as nephrotoxicity, infection
and rejection, were recorded. Early graft function abnormalities
were diagnosed as initial poor function?® and as primary non-
function.2”3° Acute kidney injury manifested in deterioration of
renal function was defined by an increase in serum blood urea
nitrogen and creatinine levels and by a reduction of estimated glo-
merular filtration rate. Renal impairment due to surgery-related
events (in patients having long, complicated surgical procedure with
substantial blood loss), hypotension, septic ischaemia (patients with
haemodynamic instability associated with an increase in CRP level
and a positive blood/urine culture) or hepatorenal syndrome
(in patients with pretransplant poor kidney function) was not con-
sidered to be tacrolimus induced kidney dysfunction. Apart from
these complications, tacrolimus related nephrotoxicity was consid-
ered if an initial increase in the serum creatinine level was
>0.5 mg/dL above the pretransplant baseline.** For the diagnosis
of acute rejection, abnormal liver function parameters (elevation of
hepatic enzymes in serum—transaminases, alkaline phosphatase and
y-glutamyl transferase—and/or of serum bilirubin concentration)
were always confirmed by histopathological evaluation of liver
biopsy samples.®? Banff schema was applied for grading of

rejection.33

2.5 | Statistical analysis

Statistical analysis of biochemical and clinical parameters as well as
of tacrolimus blood concentrations was carried out using GraphPad
Instat (v3.05, GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Parameter
distributions were analysed by Kolmogorov-Smirnov test. Between-
group differences were calculated by Mann-Whitney U-test. The
benefit of donor CYP3A-status guided tacrolimus therapy over the
classical dosing was also evaluated by comparing the ratio of
patients with therapeutic tacrolimus concentrations and the length
of intensive care and hospital stay in CYPtest group with those in
control group. The frequencies of early allograft dysfunction and
tacrolimus-related adverse events (poor kidney function, infection,
rejection episodes) were also compared. The differences between
the CYPtest and control groups were calculated by Fisher's exact
test. A 2-tailed P-value <0.05 was considered to be statistically
significant.

2.6 | Nomenclature of targets and ligands

Key protein targets and ligands in this article are hyperlinked to
corresponding entries in http://www.guidetopharmacology.org, the
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common portal for data from the IUPHAR/BPS Guide to
PHARMACOLOGY.

3 | RESULTS

3.1 | Potential benefit of assaying donor's CYP3A-

status in initial tacrolimus therapy

Of 112 donors, 111 carried 1 or 2 CYP3A5*3 alleles (22 donors with
CYP3A5*1/*3 and 89 donors with CYP3A5*3/*3 genotype; Table 2),
displaying allele frequency (89.3%) similar to that in Caucasian white
populations (88-97%).2® Liver grafts with wild-type CYP3A5 allele
(CYP3A5*1) were considered to be extensive tacrolimus-metabolizers
(20.5%) requiring increased tacrolimus dose (0.2 mg kg~* bodyweight)
in recipients,?” whereas CYP3A5 nonexpresser grafts (CYP3A5*3/*3)
displayed poor, normal or extensive tacrolimus metabolism depending
on their CYP3A4 activities. Hepatic CYP3A4 activities of the CYP3AS5
nonexpresser liver grafts were estimated on the basis of CYP3A4

TABLE 2 CYP3A-status of the liver
grafts in CYPtest group (n = 112)
CYP3A-status
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mRNA levels in donors' leukocytes (Table 2). The classical clinical pro-
tocol suggests initial tacrolimus dose of 0.1 mg kg™! bodyweight.
However, patients transplanted with liver grafts carrying
CYP3A5*3/*3 and expressing CYP3A4 at low level (31.3%) required
reduced tacrolimus dose (daily dose of 0.05 mg kg~ bodyweight),
whereas for those recipients who were transplanted with grafts from
high CYP3A4 expresser donors (8.9%) increased tacrolimus dose
d.27

centrations in patients of the control and CYPtest groups achieved

(0.2 mg kg~! bodyweight) was targete The tacrolimus blood con-
the target therapeutic range in the 20-day post-transplantation
period, although with different rates (Figure 1A and B). Despite the
fact that modified initial tacrolimus dose was administered to more
than half of the patients (n = 68) in the CYPtest group, the patients'
blood concentrations achieved the target therapeutic range (10-
15 ng mL™Y) much faster than those control recipients who received
0.1 mg kg~ initial tacrolimus dose and were on blood concentration
guided therapy thereafter (CYPtest group: 4.56 + 2.07 days, 95%
Cl 4.198-4.933; control group: 8.33 3.55 days, 95%
Cl = 7.635-9.019; P < 0.0001; Figure 1C). By the eighth day, most of

+

CYP3A4 expression

Low expresser Normal expresser High expresser

CYP3A5 genotype *1/*1 1(0.9%) - -
*1/*3 9 (8.0%) 9 (8.0%) 4 (3.6%)
*3/*3 35 (31.3%) 44 (39.3%) 10 (8.9%)
(A) (B)
35, Control 35 - CYPtest
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the patients (97.5%) in CYPtest group displayed target concentration
of tacrolimus, whereas the therapeutic blood concentration was
detected merely in 59% of the recipients in the control group
(Figure 1D). Tacrolimus is metabolized by both the hepatic and the
intestinal CYP3A enzymes; therefore, the combined impact of the
donor and the recipient CYP3A5 genotypes on tacrolimus blood con-
centration was also investigated (Figure 2). The tacrolimus concentra-
tion normalized by dose and the bodyweight [Co/(dose/bodyweight)]
was significantly lower in patients transplanted with CYP3A5
expresser graft (carrying CYP3A5*1) than in those with CYP3A5 non-
expresser graft (CYP3A5*3/*3). However, the recipients' CYP3A5
genotype seemed to have no significant effect on tacrolimus
concentration.

3.2 | Clinical benefit of CYP3A-status guided
tacrolimus therapy

Biochemical and clinical parameters regarding liver graft and kidney
functions as well as adverse reactions (acute rejection and infection
episodes) were followed in the first 3 weeks after transplantation
(Table 3). All patients were alive in the early postoperative follow-up
period. Biochemical parameters indicating liver function quickly ret-
urned to normal values both in CYPtest and control groups. The inci-
dence of initial poor function in CYPtest group was similar to that in
control group (8.9 and 8.9%, respectively), whereas recipients with
primary nonfunction graft did not occur in the groups of the present
study. The incidence of initial poor function of the allograft after
transplantation was close to the lowest range of previously described
incidence data (8.7-24.7%) 3435
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FIGURE 2 Steady-state tacrolimus concentration normalized by
the dose and the bodyweight in various CYP3A5 expresser
combinations of the donors and the recipients. CYP3A5
nonexpresser: CYP3A5*3/*3; CYP3A5 expresser: CYP3A5*1/*3 or
CYP3A5*1/*1; —/— donor nonexpresser/recipient nonexpresser; —/+
donor nonexpresser/recipient expresser; +/— donor expresser/
recipient nonexpresser; +/+ donor expresser/recipient expresser;

*P < 0.05; **P < 0.01;***P < 0.001

During the first 3 weeks after transplantation, some adverse
events were more frequent in control patients on tacrolimus concen-
tration guided therapy than in the patients on CYP3A-status guided
therapy. Infections (bacterial, viral or fungal) and acute rejection are
the early complications of inappropriate immunosuppression. Due to
the prophylactic drug therapy, infection occurred only in 3.6 and 5.9%
of the patients in CYPtest and control groups, respectively; however,
the differences in this complication between the 2 groups were found

TABLE 3 Clinical data of liver transplant patients in the early postoperative period

CYPtest group Control group P-value
Time to achieve normal serum concentrations (d)?
AST 3(2-4 3(2-5) Ns
ALT 4(2-7 5(2-9) Ns
Prothrombin time 1(1- 1(1-3) Ns
Bilirubin 1(1-3 1(1-4) Ns
Graft function (number of patients) Ns
Normal 102 92
Initial poor function 10 9
Kidney injury (number of patients) 0.0004
Normal kidney function 103 74
Acute renal impairment 9 27
Adverse reaction
Acute rejection 4 24 <0.0001
Infection 4 6 Ns
Intensive care (d)? 7 (5-9) 7 (5-10) Ns
Hospital stay (d)? 22 (18-29) 24 (21-32) 0.0174

2Values are expressed as median (range). AST, serum aspartate transaminase; ALT serum alanine transaminase; Ns, not significant.
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to be statistically not significant (Table 3). The incidence of acute
rejection confirmed by biopsy was significantly higher in control
patients than in CYPtest recipients (23.8 vs 3.6%, OR: 8.4, 95%
Cl = 2.806-25.241, P < 0.0001; Table 3). The patients with a diagnosis
of acute rejection mostly displayed tacrolimus blood concentrations
under the range of therapeutic level (<10 ng mL™2) for 2-5 days in the
first week (20/24 and 2/4 patients in control and CYPtest groups,
respectively). On the basis of tacrolimus concentration normalized by
the daily dose and bodyweight, 17 of 24 control patients with acute
rejection were most likely to be transplanted with liver grafts from
CYP3A5 expresser donors (carrying wild-type CYP3A5*1 allele) or
from CYP3A5 nonexpresser donors expressing CYP3A4 at high level
(Figure 3). These recipients generally require higher daily dose of
tacrolimus (0.2 mg kg™t bodyweight) than those patients transplanted
with grafts from normal or low CYP3A4 expresser donors (0.1 and
0.05 mg kg bodyweight, respectively).?” Seven of 24 control
patients were presumably transplanted with grafts expressing
CYP3A4 at normal level (Figure 3), whereas all CYPtest patients with
acute rejection (n = 4) were transplanted with grafts assayed to be
normal CYP3A4 expressers carrying CYP3A5*3/*3.

Tacrolimus-related nephrotoxicity occurred more frequently in
control patients than in the CYPtest group (27 vs 8%, OR: 4.18, 95%
Cl = 1.855-9.401, P = 0.0004; Table 3). Since the risk of nephrotoxi-
city is considered to be high at the tacrolimus trough concentration
above 20-25 ng mL™1,%¢ the association between impaired renal func-
tion and exaggerated tacrolimus blood concentration was investi-
gated. In approximately 50% of the control patients with acute renal
impairment (13/27), renal dysfunction was accompanied with exag-
gerated tacrolimus blood concentrations (>20 ng mL™%) at least in

2 days of the first week after transplantation. Exaggerated tacrolimus
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FIGURE 3 Tacrolimus blood concentrations normalized by the
dose and the bodyweight in patients with a diagnosis of acute
rejection. The horizontal lane represents the cut-off tacrolimus levels
between the patients assumed (control) or proved (CYPtest) to be
transplanted with grafts from CYP3A5 expressers/CYP3A4 high
expresser donors and CYP3A4 normal expressers
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concentrations in the first postoperative week were also observed in
the control patients without renal dysfunction; however, the ratio
(10.8%) was significantly less (8/74, P = 0.0001). In CYPtest group,
tacrolimus blood concentrations >20 ng mL™* rarely occurred (5/112),
and its prevalence in patients with and without acute renal dysfunc-
tion (2/9 and 3/1083, respectively) was different from that in control
patients (13/27 and 8/74, respectively).

The hospital stay after liver transplant surgery is generally
20-30 days at the Department of Transplantation and Surgery of
Semmelweis University (Budapest, Hungary). The length of average
hospital stay of recipients on CYP3A-status guided tacrolimus therapy
was 22 days which was moderately, but significantly, less than that of
the patients on tacrolimus concentration guided therapy (24 days,
P = 0.0174). However, the length of intensive care was the same
(7 days) for patients in CYPtest and control groups.

4 | DISCUSSION

Liver transplantation is considered to be the only efficient, long-term
therapeutic solution for patients with end-stage liver disease or acute
liver failure. After transplantation, lifelong immunosuppressant ther-
apy with the mainstay calcineurin inhibitor tacrolimus is essential for
graft and patient survival. Because of the narrow therapeutic range
and wide interindividual pharmacokinetic variability, permanent moni-
toring of tacrolimus blood concentrations as well as of liver graft func-
tion is required for the reduction of drug-related toxicity and early
identification of graft injury, and eventually for the improvement of
graft/patient survival rates.*®” Therefore, in the early postoperative
period, the knowledge of tacrolimus-metabolizing capacity of the liver
graft can facilitate fast optimization of immunosuppressive therapy
resulting in therapeutic tacrolimus concentrations and reducing the
risk of over- and underdosing.

The major role of CYP3AD5 in tacrolimus clearance and the associ-
ation between CYP3A5*1 allele and blood concentration or dose-
requirement of tacrolimus in transplant patients were consistently
demonstrated.”?”*” The Clinical Pharmacogenetics Implementation
Consortium provided dosing recommendations based on CYP3A5
genotype; notably for CYP3A5 expressers, the recommended starting
dose was twice as high as the standard dose.*® In CYPtest group of
the present study, for the patients transplanted with CYP3A5
expresser grafts (carrying CYP3A5*1/*3 or CYP3A5*1/*1), the initial
tacrolimus dosing followed the double-dose strategy to reach the tar-
get concentration, in accordance with the Clinical Pharmacogenetics
Implementation Consortium proposal. Besides the assessment of
dose-requirement, genotyping for CYP3A5 was reported to facilitate
rapid dose-finding and improved achievement of target tacrolimus
concentration in kidney transplant patients.3*° For refining
genotype-based tacrolimus dosing, CYP3A4*22 resulting in reduced
CYP3A4 expression has recently been suggested to be integrated
with CYP3A5 genotype information.”#**2 Nonetheless, variability in
tacrolimus dose-requirement appears to be far from that is explainable
by CYP3A5*1 and CYP3A4*22 (<20%).** The impact of other CYP3A4
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genetic polymorphisms on tacrolimus pharmacokinetics is, however,
disputed, because the nongenetic factors can mask variability in
CYP3A4 expression or activity attributed to genetic factors.”-374445
The current approach regarding the estimation of hepatic CYP3A4
activity from leukocyte CYP3A4 expression seems to enable an accu-
rate picture of tacrolimus-metabolizing capacity in CYP3A5 non-
expressers (with CYP3A5*3/*3).1427 For liver transplant recipients, the
donor CYP3A-status (CYP3A5 genotype and CYP3A4 expression) was
demonstrated to provide prognostic information regarding the initial
tacrolimus dosing for therapeutic blood concentration.?” In the
CYPtest group of the current study, the time for achieving target
tacrolimus concentration was significantly reduced, confirming poten-
tial benefit of initial tacrolimus therapy adjusted to the donor's
CYP3A-status over classical clinical practice of tacrolimus concentra-
tion guided treatment (4 days in CYPtest group vs 8 days in control
group). Fast individualization of tacrolimus therapy may contribute to
amelioration of tacrolimus misdosing induced consequences, such as
acute rejection, infections or nephrotoxicity in the early postoperative
period, which may have long-term impact on graft function as well as
on the overall outcome of liver transplantation.

A number of clinical studies evaluated the impact of intestinal
CYP3A5 polymorphism (recipient CYP3A5 genotype) on tacrolimus
pharmacokinetics. Several trials involving mainly living donor liver
transplant recipients demonstrated important consequences of recipi-
ents' CYP3A5 genotype on tacrolimus concentration/dose ratios and
on dose requirements in the first postoperative month,21222425
whereas other studies emphasized the contribution of the donor
(hepatic) CYP3A5 polymorphism to the variations in tacrolimus dose
requirement over recipient (intestinal) CYP3A5 genotype.®1° Our
findings confirmed an important role of CYP3A5 expression (the pres-
ence of CYP3A5*1 allele) of the liver graft in tacrolimus concentrations
normalized by the dose and bodyweight; however, recipients' CYP3A5
genotype was failed to significantly modify dose-adjusted tacrolimus
trough levels. Nongenetic factors, such as comedication induced
transcription of CYP3A genes or inhibition of CYP3A activity, can tran-
siently alter tacrolimus metabolizing capacity. The steroid methylpred-
nisolone known to induce CYP3A expression and to increase the
clearance of calcineurin inhibitors*® was administered to the patients
at relatively high doses (tapering from 1000 mg of methylprednisolone
to 32 mg/d in the first week, 20 mg/d thereafter) in the first postoper-
ative period. Since the same dosing protocol was applied for each
patient, we assumed that similar CYP3A induction profiles were
developed in the control and CYPtest groups. The antifungal flucona-
zole is a weak CYP3A inhibitor that may decrease tacrolimus clear-
ance*”; however, it was applied against fungal infection in 1 patient in
the control group and in another patient in the CYPtest group, and no
tacrolimus related adverse effect was observed as a consequence of
fluconazole coadministration.

Substantial speed-up of reaching target concentration of
tacrolimus was not the only benefit of immunosuppressant therapy
fine-tuned according to the donor's CYP3A-status. In the present
study, significant decrease in acute rejection episodes was observed

in the patients on CYP3A-status guided tacrolimus therapy comparing

to the control recipients on tacrolimus blood concentration guided
dosing. Acute rejection has been demonstrated to be associated with
low predose tacrolimus concentration (<10 ng mL™2) both in kidney
and in liver transplant recipients.2¢*84° The fact that subtherapeutic
tacrolimus levels were measured in most of the control patients with
a diagnosis of acute rejection (83%) in the first week after transplanta-
tion highlights the prognostic value of donor CYP3A-status and the
importance of assaying tacrolimus-metabolizing capacity of liver
grafts. Furthermore, 71% of the control patients with rejection epi-
sodes were assumed to be transplanted with liver grafts from CYP3A5
expresser donors or from donors with CYP3A5*3/*3 genotype
expressing CYP3A4 at high level. Although the early acute rejection is
generally reversible with escalation of immunosuppression or with
high-dose steroid pulse therapy, and does not influence long-term

graft or/and patient survival,3%50-5

most of these rejection episodes
with transient graft dysfunction are avoidable with preliminary
assaying of donor's CYP3A-status contributing to the fast recovery of
patients. It should be mentioned that 2 of the 4 patients with rejection
in  CYPtest
(<10 ng mL™Y) in the first week after transplantation despite the fact
that they were normal CYP3A4 expressers carrying CYP3A5*3/*3.

This suggests that even if the donor CYP3A-status guided therapy

group displayed low tacrolimus concentrations

improves the individualization of tacrolimus treatment, careful moni-
toring of tacrolimus blood concentration is an important tool for
reducing the incidence of adverse events.

The most frequent adverse effect of calcineurin inhibitors is neph-
rotoxicity often called as the Achilles heel of transplantation.>2->%
Although the nephrotoxicity potential of tacrolimus is lower than that
of ciclosporin, inappropriate dosing of tacrolimus can also induce kidney
injury.>>>¢ In the early post-transplant period, acute renal impairment is
associated with high mortality®”; therefore, reduction of the potential
risk factors evoking renal injury is essential. The incidence of acute renal
failure in the early post-transplant period is higher than 40%, and the
calcineurin inhibitor induced kidney injury can compromise long-term
survival of liver transplant recipients.57'59 Although total calcineurin
inhibitor-free immunosuppressive therapy seems to be hardly accept-
able for liver transplant patients, because of insufficient immunosup-
pression and high rates of acute, steroid-resistant rejection,>%°
CYP3A-status guided tacrolimus therapy might be an appropriate solu-
tion for reduction of tacrolimus induced nephrotoxicity in the early
postoperative period. In the CYPtest group on tacrolimus therapy
adjusted to the donor's CYP3A-status, tacrolimus associated acute
kidney injury was less frequent than in control patients on tacrolimus
concentration guided treatment. Furthermore, in control patients,
exaggerated tacrolimus concentrations (>20 ng mL™Y) in the first post-
operative week were frequently accompanied with acute renal injury. It
was clearly demonstrated that the donor's CYP3A-status influenced
the systemic tacrolimus exposure of recipients; however, it can be
issued that the additional effect of recipient's CYP3A activity on
tacrolimus nephrotoxicity may be attributed to the intrarenal metabo-
lism and local exposure rather than the consequence of systemic
tacrolimus concentration. Although significant correlation has been pre-

viously demonstrated between increasing risk of nephrotoxicity and
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increasing systemic exposure to tacrolimus (predose concentration),®®
it is a limitation of the present study that the only information of renal
tacrolimus metabolism was the recipient's CYP3A5 genotype, and no
CYP3A4 expression data were available.

In the early post-transplant period, infections are common com-
plications associated with immunosuppressive therapy”®; however,
appropriate prophylactic drug therapy (antibacterial, antiviral and anti-
fungal) can successfully reduce the infection episodes. For prevention
of graft rejection, increased tacrolimus doses are generally rec-
ommended that were proved to increase the susceptibility to infec-
tious diseases.’? The donor CYP3A-status controlled tacrolimus
therapy, however, did not ameliorate the risk of infection episodes in
the present study, which may be explained by risk factors other than
immunosuppression, e.g. prolonged ventilation and intensive
care stay.

In conclusion, donor CYP3A-status, taking CYP3A5 genotype
and CYP3A4 expression into account, can provide information on
tacrolimus-metabolizing capacity of liver graft that can contribute
to rapid optimization of tacrolimus therapy in the early postopera-
tive period. However, it should be emphasized that CYP3A-
assaying is an additional tool for rapid dose-finding and lowering
the number of attempts of dose adaptation, and cannot replace
careful monitoring of therapeutic tacrolimus concentrations. Fur-
thermore, CYP3A-status controlled treatment of recipients signifi-
cantly improved misdosing associated acute rejection and
nephrotoxicity that may contribute to the avoidance of some late
complications. Incorporating tailored initial tacrolimus therapy
adjusted to the donor's CYP3A-status into the routine clinical prac-
tice can improve recipients' recovery and can ameliorate graft and

patient survival.
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