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1. Bevezetés

Az ¢él6lények szamos modon kapcsolatba keriilhetnek testidegen anyagokkal,
ugynevezett xenobiotikumokkal (gyogyszerek, ndvényvédo szerek, tartosito szerek,
kornyezetszennyez6 anyagok, stb.). Akar a 1égkorbdl, élelmiszerekbdl vagy
gyogyszer-készitményekbdl szarmaznak is a testidegen anyagok, az €16 szervezet
torekszik az eltavolitasukra. Az evolucid soran minden él6lényben kialakult egy
metabolikus rendszer, amely a xenobiotikumok lebontasaért és kiiiritéséért felel.

A betegek gyogyszeres terapiaja soran elsdédleges szempont a kivant farmakologiai
hatas elérése mellett a karos mellékhatasok elkeriilése. A gydgyszerhatas elmaradasa
vagy a mellékhatasok kialakulasa napjainkban is komoly kihivasok elé allitjak a
kezeldorvosokat. A terdpids hatashoz sziikséges dozisok egyénenként jelentds
eltéréseket mutathatnak, amely tobbek kozott fiigg az adott szervezet gyogyszer-
lebonto6 képességétdl. Az optimalis gydgyszerhatas elérése érdekében nem elegendd
a hatéanyagok hatdsmechanizmusaval foglalkozni (farmakodinamias folyamatok),
hanem elengedhetetlen a hatdbanyagok farmakokinetikai vizsgalata, illetve a betegek
gyogyszer-metabolizald képességének jellemzése, amely alapjat képezheti a
személyre szabott gyogyszeres terapianak. Dolgozatomban a gydgyszer-

metabolizmusban mutatkozo6 egyének kozti eltéréseket targyaltam részletesebben.

2. Célkitizések

A betegek multidrog terapidja a metabolikus gyogyszer-interakciok kialakulasat
tekintve komoly kockazati tényez6. A genetikai és nem-genetikai hatteri, a
gyogyszer-metabolizmusban megnyilvanuld egyéni kiilonbségek miatt Iényeges,
hogy a terapia a betegek egyéni gyogyszer-lebontd kapacitasahoz igazodjon a
lehetséges mellékhatdsok, valamint a hatastalansag elkeriilése érdekében. A
gyogyszer-metabolizald kapacitasban mutatkoz6 interindividudlis kiilonbségek
szamos esetben a nagyfoku genetikai polimorfizmusra vezethetdk vissza, azonban a
CYP enzimek genetikai polimorfizmusa csak részben ad magyarazatot a gyogyszer-

metabolizmusban mutatkozo egyéni kiilonbségekre. A CYP gének kifejezddését



szamos folyamat egymasra hatasa szabalyozza, melyek lehetnek kiilsé (gyogyszeres
kezelés, alkoholfogyasztas, dohanyzas), illetve belsé tényezOk is (nem, életkor,
hormonalis allapot, betegségek). A génexpresszid és/vagy az enzimaktivitds
valtozasa pedig a CYP genotipus fenokonverzidjahoz vezethet. A CYPtest™
komplex diagnosztikai rendszer a CYP gének klinikailag relevans mutacioinak
integrativ elemzésén ¢és a {6 gyogyszer-metabolizald CYP enzimek mRNS-
expresszi0 mérésén alapul, hasznalataval becsiilhetd a betegek gyogyszer-
metabolizald képessége. A CYPtest™ modszer kelléktarat felhasznalva célunk volt,
hogy:

. a betegek gyodgyszer-metabolizald képességének becslésére fejlesztett
CYPtest™ diagnosztikai rendszert, az alacsony CYP mRNS expresszi6 szintek (pl.
végstadiumu vesebetegségben szenvedd paciensek) és a korlatozott mennyiségben
rendelkezésiinkre all6 bioldgiai mintdk miatt, a pontos és megbizhatdé mérés

érdekében optimalizaljuk, finomitsuk;

. végstadiumu vesebetegségben szenvedd betegeknél és 6sszehasonlitasképp
egészséges szervdonorokndl meghatarozzuk a 4 legfontosabb gyogyszer-
metabolizald CYP enzim (CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19 és CYP3A4) mRNS

expressziojat a CYPtest™ eljaras optimalizacié eredményeképp kapott modszerrel;

. megvizsgaljuk kettd, a kaukadzusi populacioban legalabb 1%-0s
allélgyakorisaggal megtalalhat6 CYP3A4 polimorfizmus, a CYP3A4*1B és
CYP3A4*22 allélokra jellemzé mutaciok hatasat a CYP3A4 enzim mRNS

expresszidjara szivtranszplantalt betegeknél;

. felmérjiik szivtranszplantalt betegeknél a korai posztoperativ idészakban a
CYP3A-statusz (CYP3AS5 genotipus és CYP3A4 mRNS expresszid) sszefliggését a
statusza és a dozis/testtomeggel normalizalt vérszintek, valamint a terapias

vérszinthez sziikséges takrolimusz dézisok kozt;

. megvizsgaljuk, hogy szervatiiltetés utan kdzvetleniil, valamint a mitétet
kdvetd 15 honapban milyen hatasa van az id6 fliggvényében valtozo kortikoszteroid
dozirozasnak a CYP3A4 enzim mRNS expresszidjara és ebbdl kifolyolag a CYP3A4
altal katalizalt takrolimusz-metabolizmusra;



. majtranszplantalt betegeknél szerettilk volna megvizsgélni a donor maj-
graft és a recipiens gasztrointesztinalis traktusaban a CYP3A5*1 jelent8ségét a

takrolimusz vérszint kialakulasaban a korai posztoperativ id6szakban.

3. Moddszerek

Klinikai mintak

A szervdonoroktol (N=110) és a végstadiumu vesebetegségben szenvedd betegektdl
(N=105) szarmazo6 vérmintak, valamint a feln6tt majtranszplantalt betegek (N=69)
bevonasaval késziilt prospektiv vizsgalatban felhasznalt mintdk a Semmelweis
Egyetem Transzplanticidos és Sebészeti Klinikdjarol, a szivatiiltetésesen atesett
feln6tt betegek (N=232) vérmintai a Semmelweis Egyetem Varosmajori Sziv- és
Ergyogyaszati Klinikajarol a érkeztek laboratériumunkba .A Természettudomanyi
Kutatokozpont ~ Metabolikus ~ Gydgyszer-kolcsonhatasok  Kutatdcsoportja
rendelkezik az Egészségiigyi Tudomanyos Tanacs, Tudomanyos és Kutatasetikai
Bizottsaganak engedélyével a fent felsorolt klinikai mintak tudomanyos célbol
torténd  felhasznalasahoz;  (4799-0/2011-EKU, 2112-2/2017/EKU, 32911-
2/2019/EKU). A vizsgalatokat a vonatkozd iranyelveknek és rendeleteknek
megfelelden végeztik (Az egészségiigyrdl szolé 1997. évi CLIV. torvény, a
23/2002. (V. 9.) EGiM rendelet, Helsinki Nyilatkozat). Minden vizsgalatban
résztvevd beteg, a tajékoztatast kdvetden irasos beleegyezését adta a vizsgalatban
valo részvételhez. A vérmintak levétele a donorok esetén a szervkivétel idején, a
vesebetegeknél és a szervtranszplantalt pacienseknél a pedig a reggeli gyogyszerelés
elott tortént. A szivtranszplantalt recipiensek utankovetéses vizsgalata soran, a
CYP3A4 mRNS expressziot nem csak a korai posztoperativ idészakban, hanem 1,
3, 6, 12 és 15 honappal a miitét utan is mértiik. Az utankovetéses idészak mintavételi

idépontjaiban természetesen a takrolimusz vérszint értékek is rogzitésre kertiltek.



Leukocita izolalas

A periférias vérmintak hiitve, EDTA (etilén-diamin-tetraecetsav) alvadasgatlot
tartalmazo vérvételi csdvekben érkeztek a Természettudomanyi Kutatokozpontba.
A vérmintak feldolgozasa soran a vordsvértestektdl megtisztitott fehérvérsejteket
DNS izolalashoz PBS (foszfat tartalmu sdoldat) pufferben szuszpendaltuk, RNS
izolalashoz pedig RNS izolalo reagensbe tettiik, és felhasznalasig -80°C-on taroltuk.
RNS izolalas

Az RNS izolalas optimalizacidjahoz hat kereskedelmi forgalomban kaphato,
folyadék-folyadék extrakcion alapuld RNS izolalo reagenst hasonlitottunk dssze a
kinyert termék tisztasaga, a teljes RNS kitermelés és a pénziigyi vonzat
szempontjabol: (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 extrakcidos 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 izolaldo reagens megfeleld &sszehasonlithatésaga
érdekében az RNS-t harom egészséges alanybol Gsszekevert, azonos mennyiségii
(107) leukocitabol izolaltuk. A leukocitikat 1-1 ml RNS kivono reagensben vettiik
fel, majd az RNS izolalasat a gyarto utasitasai szerint végeztilk. A mintak RNS
koncentraciojat és tisztasagat az RNS oldatok UV/Vis spektruma alapjan NanoDrop
1000™ spektrofotométerrel (Thermo Fisher Scientific Inc.) hataroztuk meg
(A260/280, A260/230). A Klinikai mintak RNS izolalasahoz a legmegfelel6bbnek
talalt ,,TRI Reagent®” terméket hasznaltuk. A mintdkat tovabbi felhasznalasig -
80°C-on taroltuk.

Reverz Transzkripcio

Az izolalt totdl RNS reverz transzkripcié optimalizacidjahoz 6t, kereskedelmi
forgalomban kaphaté ¢cDNS (RNS szekvenciara komplementer DNS szekvencia)

szintézis készletet hasonlitottunk 6ssze a reverz transzkripcid hatékonysaga és a



dinamikus tartomany szempontjabdl, valos idejii PCR, un. qPCR (quantitative
polymerase chain reaction) technikaval: (1.) Maxima First Strand cDNS Synthesis
Kit for RT-gPCR (Thermo Fisher Scientific), (2.) g°PCRBIO cDNS Synthesis Kit
(PCR Biosystems Ltd., London, Nagy-Britannia), (3.) FastGene Scriptase Basic
c¢DNA Kit (NIPPON Genetics Co. Ltd, Tokio, Japan), (4.) iScript™ c¢DNS Synthesis
Kit (Bio-Rad Laboratories Inc, Hercules, CA) és (5.) SensiFAST™ ¢DNS Synthesis
Kit (Bioline GmbH, Luckenwalde, Németorszag). Az amplifikacié analitikai
érzékenységét, linearitasat és hatékonysagat hasonlitottuk 6ssze a kiinduladsi 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 soran kapott
Cq értékek alapjan felvett standard gorbék mindségét a meredekség, a korrelacios
egyiitthatd (R?) és az amplifikaciés hatékonysag segitségével értékeltiik. A
»duplaz6dd” amplifikdcios rataval elméletben exponencidlisan képzddik a PCR
termék, amely -3,3 meredekségli standard koncentracié gorbét eredményez, mig az
R2> 0,9 valamint a hatékonysag 90 és 110% kozti értékei elfogadhatoak. A reverz

transzkripcids reakcidkat minden esetben a gyartd utasitasait kovetve végeztiik el.
Relativ mRNS expresszio mérés kvantitativ valés-idejii polimeraz

lancreakcioval (QPCR)

A cDNS amplifikaciohoz 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 expresszidjahoz viszonyitva hataroztuk meg Ggy, hogy a vizsgalando
mintakban a GAPDH transzkripcidjat stabilnak tekintve 1-nek vettiik, és a CYP
mRNS szintjét a GAPDH expresszidhoz viszonyitottuk. A duplex méréshez
optimalizaltuk a CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19 és CYP3 A4 primereket és probakat.
A fluoreszcens ,,TagMan” tipusi hidrolizis proba oligonukleotidokat FAM
(fluoreszcein amidit) fluoroforral (GAPDH) és HEX (hexakloro-fluoreszcein)
fluoroforral (CYP) jeldlve rendeltiik meg (Eurofins Genomics, Ebersberg,

Németorszag). A qPCR hdprofilja az alabbi 1épésekbdl allt: 95°C 3 perc eldzetes



denaturacid, ezt kovetden 50 ciklusban ismételve a 95°C 3 masodperc denaturacids
és 58°C 30 masodperc amplifikacios fazisokat (CFX96 Touch Real-Time PCR
Detection System, Bio-Rad Laboratories Inc). Az adatokat a CFX Maestro Software-

rel elemeztiik (Bio-Rad Laboratories Inc).

CYP3A4 és CYP3AS allélvariansokra jellemz6 SNP-k kimutatasa

A CYP3A5 ¢és CYP3A4 allélokat (CYP3A5*3, CYP3A4*1B és CYP3A4*22) SNP
kimutatassal, hidrolizis , TagMan” detektalasi modszerrel végeztik. A
genotipizalashoz sziikséges primer és a fluoroforral jelolt proba oligonukleotid
szekvencidkat az Eurofins Genomics-t6l rendeltiik (Eurofins Genomics Germany
GmbH, Ebersberg, Németorszag), a qPCR reakcidt pedig a ,,Luminaris Probe qPCR
Master Mix” polimerdz enzim készitménnyel végeztiik a gyartd ajanlasait kovetve
(Thermo Fischer Scientific Inc.). A genotipusokat poszt PCR allél-diszkriminacioval

kiilonboztettiik meg, a vad és mutans allélok relativ fluoreszcencia értékei alapjan.

CYPtestTM

A CYPtest™ diagnosztikai rendszert a betegek gydgyszer-metabolizald
képességének becslésére fejlesztették ki a Metabolikus Gyogyszer-kdlcsonhatasok
Kutatocsoportban. A modszer a CYP gének klinikailag relevans mutacidinak
integrativ elemzésén és a fo gyodgyszer-metabolizaldo CYP enzimek mRNS-
expresszido mérésén alapul. A kutatocsoport korabbi eredményei szerint periférias
leukocitakbol mért CYP expresszio alapjan becsiilhetd a majszévetben mérhetd
enzimaktivitas a CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19 és a CYP3A4 enzimeknél. A CYP
mRNS értékek alapjan a betegek harom expresszios kategoriaba (alacsony, atlagos,
magas expresszid) sorolhatok, a kategoridk kozotti hatarértékeket a kutatdocsoport
korabbi vizsgalatai alapjan hataroztak meg. A periférias vér leukocitai megfeleld
biologiai mintdnak szamitanak a CYP enzim fiiggd gydgyszer-metabolizald
képesség vizsgalatdhoz, mivel miniméalisan invaziv médon, kdnnyen hozzaférhetok,
aktiv RNS-szintézist mutatnak és tiikrozik a CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19 és

CYP3A4 enzimek majban mérhetd aktivitasat.



A dominansan CYP3A enzimek (CYP3AS, CYP3A4) altal metabolizalt takrolimusz
napjainkban igen széles korben alkalmazott, és a modern immunszuppresszio
sarokkovének, alapvetd gyogyszerének szamit. A fent kifejtett eljarasok segitségével
mért CYP3A5 genotipus, valamint CYP3A4 mRNS expresszié alapjan
megallapithatd a betegek CYP3A statusza mely alapjan becsiilhet6 a takrolimusz
metabolizal6 kapacitas a recipiensek CYP3 A statusza alapjan pedig optimalizalhatd

a takrolimusz kezd6 dozisa.

Immunszuppressziv takrolimusz terapia

A mégjatiiltetett betegek takrolimusz kezelését 6 oOraval, a szivtranszplantalt
paciensek takrolimusz kezelését pedig a miitét utdn 5 nappal kezdték meg, ezt
kovetden a takrolimuszt (Prograf, Astellas Pharma Inc.) napi kétszeri adagban
alkalmaztak. A reggeli dozis a takrolimusz mélykoncentracié (Co) méréshez
szlikséges vérvétel utan keriilt bevételre, az esti dozisra pedig a reggeli
gyogyszerbevételhez képest 12 oraval 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 el6tti mélykoncentracio alapjan
folytattdk a dozirozast. A takrolimusz vérkoncentraciét enzim immunoesszé
technikdval a Dimension® rendszeren a Tacrolimus Flex Reagent Cartridge
reagenssel mérték (Dade Behring Inc., Newark, DE). A napi takrolimusz dézis
kiszamitasahoz a (cél Co/aktualis Co)xaktualis dozis algoritmust alkalmaztak. Az
oralis takrolimusz dozist a terapids céltartomanyhoz igazitottdk, ami a korai
posztoperativ idészakban 10 és 15 ng/ml kozti vérkoncentraciot jelent. A
szivtranszplantalt betegek utankovetéses vizsgalata soran a posztoperativ periodust
kovetden az oralis takrolimusz dozist a terdpids céltartomanyhoz igazitottak, mely
az alabbiak szerint alakult: 6-12 honapig 8-12 ng/ml, egy évvel a transzplanticio
utan pedig 5-10 ng/ml kozti koncentracid. A recipiensek gyogyszerelését
figyelemmel kovettiik, az erés CYP3A-gatlo kezelésben részesiilt (pl. flukonazol,

itrakonazol) betegeket a tovabbi elemzésbdl kizartuk.



Statisztikai analizis

Az eredmények statisztikai elemzéseit a GraphPad InStat (version 3.10; GraphPad
Software, San Diego, CA, USA) alkalmazasaval végeztiik el. Hirom CYP mRNS
expresszios kategoriat definialtunk az alacsony, atlagos €s magas expressziot mutato
egyének csoportositasara. A leukocita CYP mRNS szint kategdriak hatarértékeit
kordbban a mdj CYP enzimaktivitasanak (CYP1A2: fenacetin O-dealkilacio;
CYP2C9: tolbutamid 4-hidroxilacio; CYP2C19: mefenitoin 4'-hidroxilacio;
CYP3A4: nifedipin oxidacié vagy midazolam 1'- és 4-hidroxildcid) hatarértékei
alapjan hataroztdk meg a kutatdcsoport munkatarsai. A leukocitadkban megallapitott
relativ CYP mRNS expresszios hatarértékek: (CYP1A2 (107° és 5x1074), CYP2C9
(2x1078 és 1075), CYP2C19 (106 és 107°) és CYP3A4 (107 és 1074)) lehet6vé teszik,
hogy periférias vérminta elemzése alapjan a betegeket besoroljuk alacsony, atlagos
¢és magas CYP expresszios kategoriakba. A CYP expressziot 110 szervdonor, 105
végstadiumu vesebeteg leukocitaiban hataroztuk meg és hasonlitottuk 6ssze; a CYP
expresszios adatok eloszlasat Kolmogorov—Smirnov teszttel elemeztiik, a csoportok
kozotti kiilonbségeket pedig Mann—Whitney U teszt segitségével vizsgaltuk. A
végstadiumu vesebetegeknél az alacsony, atlagos és magas expresszids értékek
eléforduldsat Khi? teszt segitségével hasonlitottam dssze a szervdonorok expresszios
értékeivel. Szivtranszplantalt betegek posztoperativ CYP3A statuszanak (CYP3A5
genotipus és CYP3A4 mRNS expresszid) és a takrolimusz farmakokinetikai
paramétereinek Osszefliggéseit, a CYP3A4 mRNS expresszido és a takrolimusz
vérkoncentracio idoébeli alakulasat, valamint majtranszplantalt betegeknél a
donor/recipiens genotipus kombinaciok és a takrolimusz paraméterek
Osszefiiggéseinek kiértékelését Kruskal-Wallis variancia-analizissel, ezt kovetden
pedig Dunn-féle tobbszords Osszehasonlitd teszttel értékeltik. A P<0,05

valosziniiséggel jellemzett kiilonbségeket tekintettiik statisztikailag szignifikdnsnak.



4. Eredmények

CYP mRNS expresszio mérési modszer optimalizalasa

RNS izolalas

A maj CYP aktivitasa és a leukocitadk CYP mRNS koncentracidja atmenetileg
rendkiviil alacsony szintre csokkenhet egyes megbetegedésekben. Az alacsony
CYP-expresszios szintek korlatozott mennyiségli mintdbdl torténd pontos és
megbizhaté méréséhez sziikséges volt az RNS izolalas, az RNS-cDNS reverz
transzkripcid és a qPCR eljarasokat optimalizalni.

A magas hozamu és mindségli RNS kitermelés érdekében &sszehasonlitottam hat,
kereskedelmi forgalomban kaphatd6 RNS extrakcids reagenst ugyanazon periférias
leukocita populacién. A RiboZol-reagens hasznalataval kaptam a legmagasabb,
kinyerhetdé totdl RNS koncentracidt, mig az RNS kihozatal a masik 6t reagens
alkalmazasaval szignifikansan alacsonyabb volt (P <0,05). Az RNS mintdk
tisztasaganak értékelésére abszorbancia aranyokat alkalmaztunk, idedlis tisztasagu
minta esetén a 260/280 arany 2, illetve a 260/230 hanyad a 2,0-2,2 tartomanyba esik.
A kinyert RNS mennyiségét és tisztasagat tekintve a TRIzol™, Trizolate Reagent®
és a TRI Reagent® reagensek hasonléan alkalmasnak tekinthetdk, a pénziigyi
vonzatot tekintve azonban a TRI reagens volt a legkedvezébb valasztas.

Rerverz transzkripcio

Az alacsony CYP expresszios szintek méréséhez elengedhetetlen a rendkiviil
érzékeny és hatékony reverz transzkriptaz alkalmazisa. Ot reverz transzkripcios
terméket teszteltem a leukocitakban mérheté6 CYP3A4 mRNS expresszio alapjan. A
CYP3A4 mRNS expresszido mérés legszélesebb dinamikus tartomanyat a Maxima
First Strand c¢cDNS szintézis kit-tel eldallitott cDNS termék mutatta, ezért a
tovabbiakban a klinikai mintadkbdl kinyert RNS reverz transzkripcidjdhoz a
legmegfeleldbbnek taldlt ,,Maxima First Strand cDNS Synthesis Kit for RT-qPCR”

terméket hasznaltuk.



gPCR

Az eredeti CYPtest™ modszer soran a CYP mRNS expresszié méréshez FAM
fluoroforral jelolt probakat alkalmaztak a referencia és a CYP gének méréséhez is,
ami nem tette lehetdvé a multiplex reakciok kivitelezését. Ezért a CYPtest™
rendszer qPCR oligonukleotid komponenseit Ojraterveztiik, a CYP és a referencia
gének oligonukleotid probait kiilonbozo fluorofor jelzéssel (HEX és FAM) lattuk el.
A primereket 1) két egymast kovetd exon régiora terveztiik, melyek kozt a megfeleld
gDNS (genomi DNS) szakaszon az intron kellden nagy tavolsagot jelent (CYP1A2,
CYP2C9, CYP2C19) vagy 2) az exon-exon hatarra atfedve 2 exon régiot (CYP3A4,
GAPDH), igy az amplikon kizarélag a CYP mRNS-r6l szdrmazdé cDNS-bol
szarmazik, és az esetleges gDNS-szennyez0dés nem torzitja a reakcié eredményét,
ugyanakkor nincs sziikség DNaz-zal torténd elézetes emésztésre. Az Gjratervezett
primer-proba kombinaciokat és az egyes géntermékek mennyiségi meghatarozasat
Otszords higitasi faktorral késziilt templat cDNS higitési sor elemzésével vizsgaltuk.
Az amplifikéacios hatékonysag a vizsgalt gének esetén 94,8 és 106,2% kozé esett, az
R? pedig mind a 4 vizsgilt, valamint a referencia gén esetén (CYP1A2, CYP2C9,
CYP2C19, CYP3A4 és GAPDH), nagyobb volt mint 0,99.

CYP mRNS expresszio végstadiumi vesebetegeknél

A CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19 és CYP3A4 mRNS expressziojat 105 végstadiumu
vesebeteg és 110 egészséges vesefunkcidval jellemzett szervdonor leukocitaibol
hataroztuk meg. A betegek periférias fehérvérsejtjeiben a rendkiviil alacsony CYP
expresszid modszer-optimalizalast igényelt a CYP mRNS-ek megfeleld
detektalasahoz. A CYP mRNS expresszio vizsgalatat, a modszer optimalizacid soran
legalkalmasabbnak itélt reagensekkel, a ,,TRI Reagent®” RNS izolalo6 és ,,Maxima
First Strand cDNA Synthesis Kit” reverz transzkripcios termékek alkalmazasaval,
valamint az ujratervezett duplex qPCR kivitelezésére alkalmas oligonukleotid
szekvenciakkal végeztiik. A vesebetegek leukocitaiban mind a 4 vizsgalt CYP
mRNS expresszioban nagy volt az interindividualis variabilitas, 5-7 nagysagrendnyi

kiilonbség volt mérhetd a legmagasabb ¢€s a legalacsonyabb érték kozott. A kronikus



vesebetegek Osszes vizsgalt CYP mRNS szintje szignifikdnsan alacsonyabbnak
bizonyult, a szervdonorok expresszids értékeihez képest. A vesebetegek és a
szervdonorok CYP expresszios median értékei 1ényeges kiilonboztek (P<0,0001), a
legmagasabb medianbeli kiilonbség a CYP2C9 (600-szoros), a legalacsonyabb
pedig a CYP2C19 (15-szeres) expresszioban volt megfigyelhetd.

A szervdonorok ¢és a végstadiumi vesebetegek CYP expresszidjanak
Osszehasonlitdsa soran szignifikans kiillonbségeket figyeltiink meg az alacsony,
itlagos és magas CYP mRNS expresszalok ardnyaban (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). A karosodott vesefunkcioji betegek
tobbségénél alacsony volt a CYP expresszio (51-77%); mig a magas CYP
expresszalok aranya 0—7% volt. Egészséges vesefunkcioju szervdonoroknal sokkal
kisebb aranyban volt jelen alacsony CYP expressziot mutatd egyén (30% vagy
kevesebb), valamint hangsilyos volt a magas CYP mRNS expressziot mutato
személyek aranya is (21-31%).

A CYP3A-statusz kapcsolata a takrolimusz vérkoncentracioval és
dozisigénnyel szivatiiltetett betegeknél

A szivtranszplantalt betegek CYP3A-statusza

A szivatiiltetésen atesett betegeknél a kaukazusi populaciora jellemzd, klinikailag
relevans, funkcioveszté CYP3A5*3 polimorfizmust vizsgaltuk. CYP3A5*3 allélra
jellemzd mutacid hianyaban az allélt vad tipustinak, CYP3A5*1-nek tekintettiik. 232
szivtranszplantalt beteg koziil 230 hordozott legalabb egy CYP3A5*3 allélt (34
CYP3A5*1/*3 és 196 CYP3A5*3/*3 genotipusi beteg), a CYP3A5*3 allél
gyakorisaga (91,8%) pedig megegyezett a kaukdzusi fehér populacidra vonatkozo
irodalmi adatokkal (88-97%).

Vizsgaltuk a CYP3A4 genotipus hatasat a CYP3A4 mRNS expressziora, azonban
nem talaltunk &sszefiiggést a CYP3A4 genotipus csoportok és a CYP3A4 mRNS
expresszio kozott. A betegek maj CYP3A4 aktivitasat a paciensek leukocitainak

CYP3A4 mRNS szintjébdl becsiiltiik meg, a betegeket alacsony, atlagos és magas



expresszidju csoportokba sorolva. A betegek tobb mint fele (56%) alacsony
CYP3A4 mRNS expressziot mutatott, egy tovabbi jelentds 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 mitét utan).

A szivatiiltetett betegek CYP3A-stitusza és a takrolimusz expozicio
osszefiiggései a korai posztoperativ idészakban

A betegek CYP3A-statusza és a takrolimusz vérkoncentracié kozotti 6sszefiiggést
163 recipiens esetében vizsgaltuk 15 nappal a transzplanticidt kovetden. A
szivtranszplantalt recipiensek takrolimusz terapidja a transzplantaciot kovetd S.
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 expresszid) alapjan a betegeket két f6
kategoriaba soroltuk: CYP3AS5 expresszalok (CYP3A5*1/*3 vagy CYP3A5*1/*1
genotipussal rendelkezdk) és nem-expresszalok (CYP3A5*3/*3 genotipussal
rendelkezék). A CYP3A5 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. A szivatiiltetett betegek CYP3A-statusza, valamint a dozissal és a testtomeggel
normalizalt takrolimusz vérkoncentracidja kozott jelentds Osszefiiggést mutattunk
ki. A CYP3ADS enzimet expresszald betegeknél volt megfigyelhet6 a legalacsonyabb
takrolimusz vérkoncentracio (Co/D); szignifikdnsan alacsonyabb volt, mint azoknak
a betegeknek a Co/D értékei, akik nem rendelkeztek mitkod6képes CYP3AS
enzimmel. A takrolimusz vérkoncentracioja az atlagos CYP3A4 mRNS szinttel
rendelkezd, de CYP3AS enzimhianyos betegekben koriilbeliil kétszerese volt, mig
az alacsony CYP3A4 mRNS expresszioju betegek esetén négyszerese volt a
CYP3AS enzimet expresszalo betegek vérszintjének.

A miikddoképes CYP3A5 enzimmel rendelkezé6 (CYP3A5*1 allélt hordozok)
pacienseknél nagyobb takrolimusz doézisra volt sziikség a terapias vérkoncentracio

eléréséhez, mint a CYP3AS5 enzimmel nem rendelkezd betegeknél (CYP3A5*3/*3).



A CYP3A5*3/*3 genotipussal rendelkezé 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 megfeleld dozis,
mint az ajanlott 0,1 mg/testtomeg kg.

A CYP3A4 mRNA expresszi0 és a takrolimusz expozicié idéfiiggése a
szivtranszplantaciét koveté 15 honapban

78 szivtranszplantalt betegnél vizsgaltuk a CYP3A-statusz (CYP3A4 expresszio és
hénapban. A recipiensek CYP3A4 mRNS expresszidja szignifikansan alacsonyabb
volt a transzplantacidhoz legkdzelebb esé idOpontban (a miitét utani masodik
napon), mint barmely késébbi idépontban (1, 3, 6, 12 és 15 héonap) (P <0,0001). A
transzplantacid idején a betegek tobbsége (85%) alacsony szinti CYP3A4 mRNS
expressziot mutatott, ami a CYP3A4 szubsztratok szempontjabol gyenge
metabolizald képességet jelent. A transzplantacié utan 1 és 3 honappal a
recipienseknek mar tobb mint a fele az atlagos CYP3A4 expresszald kategdriaba
esett. A longitudinalis vizsgalat késébbi iddpontjaiban (6 és 12 honap) a betegek 70-
85%-a az atlagos expresszald kategériaba tartozott. A transzplantacié utan 15
hénappal, amikor a metilprednizolon gyogyszerelést legalabb mar egy honapja
befejezték, az atlagos expressziot mutatd recipiensek aranya csak 47% volt.

Mivel a CYP3AS enzimnek dominans szerepe van a takrolimusz metabolizmuséaban,
kiilon-kiilon kovettik a CYP3AS expresszald és a CYP3AS enzimhianyos
recipiensekben (N =13, N=65). A takrolimusz-kezelés altalaban a transzplanticiot
kovetd 5. napon kezdddott; ezért az elsé vérmintavétel idépontja melybdl
meghataroztuk a perioperativ. CYP3A4 mRNS expresszidt, nem esett egybe a
takrolimusz vérkoncentracidé vizsgalatara szolgaldo mintavétellel. A CYP3AS
enzimet nem expresszald betegekben (homozigota CYP3A5*3/*3 genotipus) a
takrolimusz vérszint (dézissal és a testtomeggel normalizélt) enyhe csokkenése volt

megfigyelhetd a mitétet kovetd elsé honapban; 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
1 évvel és 15 honappal késébb viszont szignifikansan magasabb vérkoncentracio
volt mérhetd Osszehasonlitva a korabbi idépontok értékeivel (10 nap, 1, 3 és 6
hoénap), ami valdsziniileg a metilprednizolon dozis jelentds csokkenésének, valamint
megvonasanak volt kdszonhetd.

A CYP3A5 enzimet expresszald szivtranszplantalt recipienseknél (CYP3A5*1/*3
genotipus) nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a dozissal és testtomeggel

normalizalt takrolimusz vérszintek kozt a kiilonb6z6 idépontokban.

A donor és recipiens CYP3AS genotipus meghatarozasanak klinikai jelentosége
majtranszplantalt betegeknél

Korabbi kutatasi eredmények igazoltak, hogy majtranszplantalt betegeknél a donor
maj CYP3A-statuszahoz igazitott kezdeti takrolimusz terapia csokkenti a
kalcineurin inhibitor gydégyszer tuladagolas vagy alul-dozirozas kockazatat, ami
hozzajarulhat a hibds dozirozds kovetkeztében kialakuld graft karosodas
elkeriiléséhez a transzplantaciot kovetd korai posztoperativ iddszakban.
CYP3A5*3/*3 genotipussal rendelkez6 atlagos CYP3A4 mRNS expressziot mutato
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 genom legalabb egy kopiaban
hordozta vad tipusi CYP3A5*1 allélt, a takrolimusz dozist 100% -kal (0,21 mg/kg,
P <0,001) novelni kellett a testtomeg alapjan kalkulalt dozishoz viszonyitva a
megfeleld vérkoncentracio6 eléréséhez.

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. Méjtranszplantacio esetén nincs teljes
szakmai egyetértés az oralis takrolimusz készitmények farmakokinetikajaval
kapcsolatban. Egyes vizsgalatok csak a graft takrolimusz metabolizald kapacitasat
talaltak meghatarozonak, mig mas tanulmanyok a recipiens vékonybél metabolikus
kapacitasat is 1ényeges tényezoként allapitottak meg.

A fent emlitett eredmények hatasara, a szakirodalomban jelentGs takrolimusz
metabolizaloként leirt 2 szerv (a maj és a bélfal) genotipizalasaval vizsgaltuk a
donor/recipiens CYP3A5 genotipus kombinacié hatisat a takrolimusz
vérkoncentraciora, valamint a terapids vérszint eléréséhez sziikséges dozisra
majtranszplantacion atesett betegeknél. A dozissal és testtomeggel normalizalt
takrolimusz vérkoncentracid szignifikdnsan alacsonyabb volt a mikddéképes
CYP3AS5 enzimmel rendelkezé (CYP3A5*1 allélt hordozd) majjal transzplantalt
betegekben, mint a CYP3AS enzimet nem expresszald grafttal rendelkezd
recipiensekben (CYP3A5*3/*3). A donor/recipiens CYP3A5 genotipus kombinaciok
vizsgalatabol kapott eredményeink alapjan ugy tlinik, hogy a korai posztoperativ
idészakban a donor maj CYP3A5 genotipusa meghatarozd, mig a recipiens CYP3A5
genotipusa indifferens a takrolimusz vérkoncentraciojara nézve.

A donor/recipiens CYP3A5 genotipus kombinacié és a terdpids vérszint
beallitasahoz sziikséges dozis Osszefliggésének vizsgalata alapjan az lathato, hogy
ugyancsak a donor maj genotipusa a hangsulyosabb tényez$ a célkoncentracio

eléréséhez sziikséges dozis mértékének meghatarozasahoz.

5. Kovetkeztetések

. A Metabolikus Gyogyszer-kolcsonhatasok Kutatocsoport altal, a betegek
gyogyszer-metabolizald  képességének  becslésére  fejlesztett ~ CYPtest™
diagnosztikai rendszert, az alacsony CYP mRNS expresszié szintek (pl.
végstadiumu vesebetegek) €s a korlatozott mennyiségben rendelkezésiinkre allo
biologiai mintdk miatt, a pontos és megbizhaté mérés érdekében optimalizaltuk,
finomitottuk. A médszer-optimalizacié magaban foglalta az RNS extrakcio, a reverz



transzkripcié és a qPCR Iépéseit is. A gyogyszer-metabolizmusban résztvevé
CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19 és CYP3A4 mRNS expresszidjanak vizsgalatdhoz
legalkalmasabbnak a ,,TRI Reagent®” és ,,Maxima First Strand cDNA Synthesis
Kit” termékeket, valamint az ujratervezett oligonukleotid szekvenciakkal végzett
duplex qPCR mérést tartottuk. A qPCR technika érzékeny és pontos mddszernek
bizonyult a CYP génexpresszié leukocitakban torténd méréséhez alacsony

s st

. A modositasoknak  koszonhetéen, a  végstaddiumu vesebetegek
leukocitdiban varhatdo gyenge CYP expresszio ellenére a CYP1A2, CYP2C9,
CYP2C19 és CYP3A4 mRNS expresszio hatékonyan szamszerisithetd volt. A
vizsgalt CYP gének mRNS expresszidja szignifikansan alacsonyabb volt a
végstadiumu vesebetegeknél, mint a normalis vesefunkcioju szervdonoroknal.
Eredményeink bizonyitékul szolgalhatnak a CYP gének transzkripcios
»alulszabalyozasara” karosodott vesemiikodésii betegek esetében, ami magyarazatot

jelent a klinikai vizsgalatok sordn tapasztalt gyogyszer-expozicié ndvekedésére.

. A betegek gyogyszer-metabolizald képességét és ezzel a gyogyszeres
kezelés hatékonysagat jelent6sen befolyasoljak a CYP enzimek genetikai
polimorfizmusai, valamint olyan nem-genetikai tényezék, mint példaul maga a
gyogyszeres terapia. A CYP3A enzimek variabilitasat kovettiik szivtranszplantalt
betegeknél és megallapitottuk, hogy a feltehetdleg fokozott, illetve csokkent
expressziohoz vezetd CYP3A4*1B és CYP3A4*22 allélok az altalunk vizsgalt
betegcsoportban nem eredményezték a CYP3A4 mRNS expresszidjanak valtozasat.
Megfigyelésiinkb6l arra kovetkeztettiink, hogy a betegeknél tapasztalt jelentds
CYP3A4 expresszios kiillonbségek egyéb, nem-genetikai tényezOknek is
koszonhetok, amelyek elfedhették a CYP3A4 genotipus mRNS expresszidra
gyakorolt hatasat.

. Jol ismert, hogy a szivtranszplantalt betegeknél alkalmazott
immunszuppresszans, a takrolimusz metabolizmusdban a CYP3AS enzimnek
dominans szerepe van, azonban a miikddoképes CYP3AS5 enzimet eredményez6
CYP3A5*1 allél csak viszonylag ritkan fordul eld a kaukazusi fehér populacioban.
Ezért a takrolimusz terapia szempontjabol 1ényeges lehet mind a CYP3A5 genotipus,
mind pedig a CYP3A4 expresszio, azaz a CYP3A-statusz ismerete. Szignifikans

Osszefiiggést mutattunk ki a szivtranszplantacion atesett betegek CYP3A-statusza



(CYP3A5 genotipusa és CYP3 A4 expresszidja) és a dozissal normalizalt takrolimusz
vérkoncentracio, valamint a terdpids vérszint eléréséhez sziikséges dozisigény
kozott. A takrolimusz kezdd dozisanak (0,1 mg/testtomeg-kg) modositasa minden
recipiens esetében sziikséges volt. A takrolimusz doézis-modositas mértéke a
CYP3A-statusz ismeretében a kovetkezOképp alakult: 1.) A funkciondlé vad tipusu
CYP3A5*1 allélt hordozdk esetében 140%-o0s dozis ndvelés (0,24 mg/testtomeg kg),
2.) a CYP3A5*3/*3 genotipussal rendelkez6 atlagos CYP3A4 mRNS expressziot
mutatd betegek esetében pedig 40%-os takrolimusz dézis novelésre (0,138
mg/testtomeg kg) volt sziikséges a terdpias vérszint eléréséhez. 3.) A CYP3AS
enzimhianyos és alacsony CYP3A4 mRNS expressziot mutatd recipienseknél a
dozis 20%-os csokkentése (0,08 mg/testtomeg kg) volt célravezetd a takrolimusz

vérszint terapias tartomanyban tartasahoz.

. Szivtranszplantaciéo utan a mitétet kovetd 15 honap soran a CYP3A4
mRNS expresszio és vele osszefiiggésben a takrolimusz metabolizald kapacitas is a
kortikoszteroid dozirozassal korrelalva fluktudlt a CYP3AS5S enzimet nem
expresszald betegeknél. A kezdeti magas kortikoszteroid dézisnak, majd fokozatos
csokkentésének és végiil a visszavonasnak koszonhetéen a CYP3A4 mRNS
expresszio az elsé honap végéig jelentésen ndvekedett, amit egy tovabbi folyamatos
emelkedés kovetett a miitétet kdvetd hatodik honapig, végiil egy enyhe csokkenés
volt megfigyelhetd a szteroid visszavonast kdvetden. Hasonloképp a CYP3A4
mRNS expresszid valtozasokhoz, a takrolimusz metabolizalé kapacitas is a
kortikoszteroid dozirozassal Osszefiiggésben alakult a CYP3AS enzimet nem
expresszalo betegeknél. A CYP3A5*1 allélt hordozd recipienseknél ezek az
Osszefiiggések nem voltak megfigyelhetdk, mely kiilonbség az egyes kortikoszteroid
hatéanyagok szelektiv indukcids hatasara, valamint a CYP3AS enzim nagyobb
takrolimusz metabolizal6 affinitdsara vezethetd vissza. Bar a takrolimusz terapias
gyogyszerszint monitorozasa nem helyettesithet6 a recipiensek CYP3A allapotanak
vizsgalataval, a CYP3A-statusz meghatarozasa segithet a kezdeti takrolimusz do6zis
optimalizalasaban, valamint megkonnyitheti a személyre szabott takrolimusz
terapiat a szteroid dozis csokkentés és megvonas alatt a kés6i posztoperativ

idG6szakban.

. A majtranszplantalt betegek vizsgalata alapjan kapott eredményeink
alapjan a m@j graft CYP3AS expresszidjanak (a CYP3A5*1 allél jelenléte) fontos



szerepe megerdsithetd a dozissal és testtomeggel normalizalt takrolimusz
vérkoncentraciok kialakitasaban; a recipiensek CYP3AS5 genotipusa azonban nem
bizonyult statisztikailag szignifikans tényezének. A majtranszplantacio soran
beiiltetett graft és a recipiens CYP3A5 genotipus kombinacidjanak a terapias vérszint
eléréséhez sziikséges takrolimusz doézisra vonatkozoé hatasat kiilon is vizsgaltuk. A
vérszintet befolyasol6 hatashoz hasonldan, a ddzisra gyakorolt hatas vizsgalata soran
is az szlirhet6 le az eredményekbdl, hogy a donor CYP3AS genotipusnak dominans
szerepe van a megfelelé dozis megvalasztdsaban, ugyanis magasabb testsullyal
normalizalt dozis sziikséges a kivant vérszint eléréséhez akkor, ha a donor
rendelkezik CYP3AS expresszidval.

Osszegzésként elmondhaté, hogy a polimorf CYP allélok azonositasa és a betegek
CYP expresszidjara vonatkozd informacio finomithatja a személyre szabott
gyogyszerelést, a megfeleld, pontos dozirozas megkonnyitésével, és megbecsiilheti

a terapias koncentracidtartomanytol valo eltérés kockazatat.
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