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1 Bevezetés

A gyogyszeres terapia alkalmazasa nélkiilozhetetlen korunk betegségeinek, igy daganatos
betegségek kezelésében is. A gydgyszeres terapiara adott vélasz egyénenként
nagymértékben kiilonbozhet, a kedvezd kimenetel mellett elégtelen terapias valasz vagy
toxikus, akar fatalis kimenetel(i mellékhatasok is kialakulhatnak. Az eltérések hatterében
gyakran a hatdéanyagok farmakokinetikai viselkedésének variabilitasa all, melyet a
gyogyszer-metabolizmus egyéni muikodése nagyban meghataroz. Az egyedi
kiilonbségeket meghatarozd tényezOk feltarasaval ¢és szerepiik megismerésével
hozzéjarulhatunk a biztonsadgos, mégis hatékony személyre szabott gyogyszeres terapidk

kialakitasahoz.

1.1 Neuroblasztoma megbetegedés altalanos ismertetése

1.11 Epidemiolégia

A neuroblasztoma az egyik legelterjedtebb rosszindulatu szolid daganatos megbetegedés
5 év alatti gyermekek korében. Vilagviszonylatban az 0sszes gyermekkori rakos
megbetegedés 6%-at teszi ki, eléforduldsi gyakorisaga 3-15 esetre tehetd egymillio
gyermekre vetitve. A kozép-kelet europai jsziilottek esetében a nemek aranyara az enyhe
férfi dominancia jellemzd, azonban ez az eltérés a két nem kozott a kor elérehaladtaval,
illetve neuroblasztoma altipusonként jelent6sen csokken, s6t megfordul (Steliarova-
Foucher et al., 2017; Georgakis et al., 2018). A hazai adatokat feldolgozé Orszagos
Gyermektumor Regiszter adatai alapjan Magyarorszagon a neuroblasztoma a
leggyakoribb kisgyermekeket érinté koponyan kiviili szolid tumoros megbetegedés; a
2001-2010 kozott regisztralt évenkénti esetszamok atlaga 18,5/millio fonek bizonyult
(Garami et al., 2014).

1.1.2 Etiolégia

A neuroblasztoma kialakulasa, illetve a neuroblaszt sejtek eredete eddig pontosan nem
tisztazott. Feltételezhetden, a neuroblaszt sejtek a korai embrionalis egyedfejlédés soran
a differencialodd szimpatikus idegrendszerbél szarmaznak a vel6csobol (kezdetleges
gerincvel6bdl) migrald szimpatoadrenalis rendszer progenitor sejtjeibdl, melyek a normal
egyedfejlodés soran mellékvese veldallomanyat alkotd sejtekké vagy az adrenerg

rendszer szimpatikus neuronjaiva fejlédnek (Tsubota & Kadomatsu, 2018).



1.1.3 Diagnozis, klinikai megjelenés

A diagnosztizalt betegek tobb mint 90%-a 10 év alatti gyermek, melynek egyharmada
Ujsziilott, illetve a megbetegedések kevesebb mint 5%-a jelenik meg serdiilé- és
felnéttkorban (London et al., 2005; Matthay et al., 2016). A beteg kora az egyik
legfontosabb prognosztikai tényez06; az 1-1,5 évnél fiatalabb betegek kedvezdbb betegség
kimenetelre szamithatnak idésebb tarsaikhoz viszonyitva (Cohn et al., 2008). Az
elsédleges tumor a szimpatikus idegrendszer mentén barhol kifejlodhet, gyakori a
mellékvese, a hasiireg és a retroperitonealis régio érintettsége, attét esetén gyakoriak a
nyirokcsomoi, csont, illetve csontvel6i, bor €és maj metasztazisok, melyek jelenlétét
képalkotd eljarasokkal erdsitik meg. A tumoros elvaltozasok megjelenési helye
meghatarozza a megbetegedés tiineteit. A betegség stadium-besorolasat az International
Neuroblastoma Staging System (INSS) ajanlasai alapjan allitjak fel (Fliggelék 1. tablazat)
(Monclair et al., 2009; Vo et al., 2014; Matthay et al., 2016). Erdekes megfigyelés, hogy
a diagnozis felallitasakor a betegek kozel felénél mutatnak ki attétet (DuBois et al., 1999).
A korisme részeként a betegek kora, stadium besorolasa, valamint a betegség klinikai
viselkedését befolyasold bioldgiai (szérum ferritin és szérum laktat-dehidrogenaz) és
tumor-szovettani (v-myc myelocytomatosis viral related oncogene, neuroblastoma
derived [MYCN] gén statusza, tumorsejtek ploiditasa és differencialtsaga, mitotikus-
kariorrhexis-index [MKI], 11q, 1p, illetve 17q kromoszoémat érint6 aberraciok) jellemzok
alapjan alacsony, kozepes vagy magas kockdzati betegcsoportokba soroljak be a
betegeket (Cohn et al., 2008; Irwin et al., 2021). A neuroblasztoma megbetegedés
lehetséges klinikai kimenetele, valamint a betegek terapiara adott valasza rendkiviil
valtozatos. Ismert, hogy a betegség viselkedése a spontan regressziotol az dsszes terapiara
rezisztens, agressziv, attétet képzo daganatig terjedhet (Matthay et al., 2016; Whittle et
al., 2017). A neuroblasztbma spontan regresszidjanak pontos hattere nem ismert
feltételezhetéen a daganatos sejtek telomeraz aktivitasanak hianya, a kozponti és
periférias idegrendszer fejlédésében fontos tropomiozin receptor kinaz A (TrkA)
neurotrofin receptor magasabb kifejezddése, illetve T-sejtek altali célzott tumorkarositas

is jelentdsek a folyamatban (Brodeur, 2018).



1.1.4 Patologia, tumorgenetika

A tumorszovetnek harom klasszikus szovettani forméja ismert: a rosszindulata
neuroblasztoma ¢és ganglioneuroblasztoma, valamint a joindulatd ganglioneuréma.
Elkiilonitésiik alapja a szOveteket alkotd sejtek differencialtsaga, a differencialatlan
neuroblaszt sejtek alkotta formatol az érett sejtekbdl allo formaig terjedhet. A klinikali
gyakorlatban a neuroblasztoma kedvezd vagy kedvezdtlen hisztologiai besorolasu lehet,
mely tobbek kozott fligg a sejt differencidcio mértékétdl, valamint a mitotikus és
,haldokld” sejtek aranyatol (MKI) (Shimada et al., 2001). Erdekes megfigyelés, hogy
altalaban a triploid genetikai alloméanyt sejtekbdl allo tumor kedvezd korjoslattal jar
egyiitt, szemben a diploid vagy tetraploid DNS allomanyu sejtek alkotta tumorokkal
(Schleiermacher et al., 2011). A neuroblasztoma tumorszovetet rendkiviili genetikai
variabilitas jellemzi, csupan a betegek koriilbeliil 10%-anak tumorszovetét nem érinti
kromoszoma-valtozas (Janoueix-Lerosey et al., 2009). A kromoszoéma szegmenst érintd
leggyakoribb valtozasok kedvezodtlen korjoslatot jelolnek (Aygun, 2018). Ezek kozé
tartozik a diagnosztikai jelent6séggel bir6 MYCN onkogén amplifikacioja, amely a 2p
amplifikacidé az egyéb tényezoktdl fiiggetleniil magas kockazati besorolast jelent a
betegeknél (Huang & Weiss, 2013). Tovabba ismert még az 1p és 119 kromoszoma karok
delécidja, valamint a 17q kromoszoma kar amplifikacioja (Aygun, 2018). Ezzel szemben
érdekes modon a ploiditas valtozassal jaro teljes kromoszoma-vesztés, illetve nyerés
MYCN nem-amplifikalt esetekben kedvezé korjoslatot jelent (George et al., 2005).
Tovéabba, gyakori a telomeraz reverz transzkriptaz (TERT) génszakasz atrendezddése,
valamint az ATP-fligg6 helikaz (ATRX) gén mutacidja, melyek a kromoszomak telomer
régioit stabilizalva keriilik el a replikaciok miatt bekovetkezd sejtoregedést és sejthalalt

(Valentijn et al., 2015; Hertwig et al., 2016).
1.1.5 A neuroblasztoma megbetegedés terapiaja

A standardizalt, nemzetkozileg alkalmazott kezelési protokollok alapja a betegek
kockazati besorolasa, mely allhat a beteg klinikai megfigyelésébdl, citoreduktiv sebészeti
beavatkozasbol, alacsony kockazatu betegek esetén alacsony d6zisi kemoterapiabol vagy
magas kockazati betegeknél nagydozist, multimodalis terapiabol (Qiu & Matthay,

2022). A magas kockazatii neuroblasztomaban szenvedd betegek esetében a komplex



multimodalis terapia ellenére is a hosszu tava tulélési arany csupan 40-50% (Whittle et
al., 2017), mig az alacsony és kozepes kockazati neuroblasztomaval diagnosztizalt
betegek moderalt terapia mellett kedvez6 kimenetelre szamithatnak, kozottiik a talélési

arany 90-95%-0s (Meany, 2019).

A magas kockazati statuszl betegek multimodalis terapiaja szignifikansan hozzajarult a
tulélési statisztikak javulasahoz, kiilondsen a magas d6zisi kemoterapiat kovetd autolog
Ossejt transzplantacid bevezetésével, valamint az anti-GD2 elleni immunterapia
alkalmazasaval. A terapia elején a betegeket indukcios terapiaban részesitik, ciklusonként
valtakoztatva ciklofoszfamid, topotekén, etopozid, ciszplatin, vinkrisztin és doxorubicin
meghatarozott kombinacidjaval a metasztazisok csokkentése és a daganat sebészi uton
torténd hatékony eltavolitasa érdekében (Qiu & Matthay, 2022). A SIOP European
Neuroblastoma Group (SIOPEN) csoport tanulmanya alapjan a ciklofoszfamidot is
tartalmaz6 Rapid COJEC indukcids terapia alkalmazasa jelentGsen hozzajarult a betegek
5-¢éves eseménymentes talélési ratajanak emelkedéséhez (Pearson et al., 2008). Ebben a
fazisban valosul meg a kemoterapiat kiegészitd autolog Ossejt-transzplantaciohoz a
betegek sajat csontveldi 6ssejtjeinek gytjtése. Ezt koveti magas dozistt mieloablativ
konszolidacios kemoterapia, mely utan a betegek karosodott csontvelejét visszapotoljak
a mar levett egészséges Ossejtekkel. A fenntarto terapia fazisdban a kemoterapias kezelés
kedvezd kimenetelének eldsegitésére immunterdpiat alkalmaznak, illetve a csokkent
tumorvolumen hosszt tavi megdrzésére izotretinoin kezelésben részesitik a betegeket,
csokkenését (Matthay et al., 2016; Qiu & Matthay, 2022). Az alacsony, illetve kdzepes
kockazati statuszii betegek kezelése mérsékeltebb Osszehasonlitva a magas kockazati
dozisu kemoterapiabol (karboplatin, etopozid, ciklofoszfamid, doxorubicin), lokalizalt,
sebészi Uton konnyen eltdvolithatd tumorral rendelkezd betegeknél tumoreltavolito
miitétbdl vagy egyes esetekben csupan megfigyelésbol épiil fel terapiajuk (Whittle et al.,
2017, Meany, 2019).

A neuroblasztoma gybdgyszeres kezelésében az egyik leggyakrabban, a betegség
kockazati besorolasatol fiiggetleniil alkalmazott hatéanyag a ciklofoszfamid, mely

hatdsmechanizmusanak kialakulasdban elengedhetetlen az enzimes biotranszformacid



(de Jonge et al.,, 2005; Meany, 2019; Qiu & Matthay, 2022). A ciklofoszfamid

ismertetésére az 1.3 fejezetben kertil sor.

1.2 Gyégyszer-metabolizmus

1.2.1 Gyodgyszer biotranszformacio6 altalinos folyamata

A farmakoterapia elengedhetetlen része korunk ismert betegségeinek gyogyitasaban. A
gyogyszerek hatékonysagat és a mellékhatdsok megjelenését, azaz a beteg gyogyszeres
terapiara adott valaszat dontden befolyasolja a hatdanyag farmakokinetikai viselkedése
¢s metabolizmusa. Egy hatéanyag sorsa az emberi szervezetben a jol ismert ADME
(Adsorption, Distribution, Metabolism, Excretion) folyamatokkal jellemezhetd, melyek
korfliggést mutatd, nem linedris valtozasokon mennek 4t az emberi fejlodés kiilonbdzo
szakaszaiban az ujsziilottkortol kezdve az iddskorig (Kearns et al., 2003; Mangoni &
Jackson, 2003). A gyogyszer-hatdbanyagok testidegen, tobbnyire lipofil vegyliletek
(xenobiotikumok), a szervezetben torténd atalakulds soran vizoldékonyabba valnak,
melyben kulcsfontossaguak a gyogyszer-metabolizaldo enzimek altal katalizalt kémiai
reakciok. Végiil a keletkezett vizoldékony metabolitok a vizeletbe vagy az epébe
valasztodnak ki és iriilnek a szervezetbdl (Doogue & Polasek, 2013; Rendic &
Guengerich, 2015). A gyogyszer biotranszformacidé eredményeként a vegyiiletek
altalaban inaktival6dnak, azonban egyes esetekben épp a metabolizmusnak kdszonhetéen
alakul ki az aktiv hatéanyag, illetve képzddhet toxikus metabolit. Tovabba, egyes
hatdoanyagok metabolizmusa soran reaktiv intermedierek is képzddhetnek, melyek a
sejten beliili makromolekuldkkal adduktokat képezhetnek, vagy reaktiv szabad gyokok
képzddésével apoptozist és nekrozist indukalhatnak (Roth & Lee, 2017; Stanley, 2017).

A hatbanyagok atalakitasa els6dlegesen a majban, kisebb mértékben mas szervekben (pl.
bélfalban, vesében, agyban, tiidoben) zajlik a Fazis O-III. reakciok sordn a gyogyszer-
metabolizaldo enzimek, illetve transzmembran transzporter fehérjék Osszehangolt
miikodésével (1. abra) (Roth & Lee, 2017; Manikandan & Nagini, 2018; Zhao et al.,
2021). Az egyes Fazisokban szerepet jatszo fehérjék (enzimek és transzporterek)
expresszidja és aktivitasa szovetenként eltérd lehet, még Osszetettebbé téve a magzati,
ujsziilott  és  kisgyermekkorban megfigyelhetd fehérje kifejez6dési, aktivitasi

mintazatokat, melyek igy szamottevoen eltérhetnek a felndttkorra jellemzd allapottol.
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Mindez egyes hatdanyagok esetében klinikailag is jelentés farmakokinetikai
kiilonbségekkel jarhat (Kearns et al., 2003; van Groen et al., 2022). A Fazis 0. soran a
hatoanyagok majsejtekbe vald bejutdsa sejtmembranon keresztiili passziv diffuzioval,
vagy egy specialis transzporter csaladhoz tartozo OATP (organic anion transporting
polypeptide) fehérjék mikodésének kdszonhetden torténik (Stanley, 2017). A Fazis L.
folyamatokban az oxidacios, redukcios, illetve hidrolitikus enzimreakciok soran a lipofil
hatoanyagok polaritaisa novekszik. Az atalakitdsokat katalizaldé enzimek Kkoziil
kiemelenddek a citokrém P450 (CYP) enzimek, de a flavin monooxigenazok (FMOs,
flavin-containing monooxygenases) ¢és monoamin oxidazok (MAQOs, monoamine
oxidases) szerepe is jelentds (Roth & Lee, 2017). A Fazis II. reakciok soran a hatdéanyag
mar meglévd vagy a Fazis L. reakci6 sordn kialakult metabolit funkcios csoportjai egy
hidrofil, endogén szubsztrattal (szulfat, glutation, gliikkuronsav, aminosav, metil-, acetil-
csoport) konjugalédnak és tobbnyire polarosabbd valnak, mikozben az esetek nagy
részében inaktivalddnak. A konjugalt metabolit képzését példaul N-acetiltranszferazok,
szulfotranszferazok, gliikkuronil-transzferazok és a glutation-S-transzferazok (GST-k)
katalizaljak (Stanley, 2017). A keletkezett vizoldékony konjugatumok tovabbi
atalakitasokon mehetnek keresztiil (pl. a glutation konjugatumokrdl lehasadhat a glutamat
¢s a glicin) mieldtt a Fazis III. folyamatok sordn energia-fiiggd efflux-transzporter
fehérjék kijuttatjak a sejtbdl a szisztémas keringésbe vagy az epébe. Példaként hozhato
fel az ABC (ATP-binding casette) transzportercsaladba tartozo P-glikoprotein (Li et al.,
2009; Roth & Lee, 2017).

crer

kémiai modositason mennek at, amelyet zémmel a CYP enzimek katalizalnak, ezaltal

aktivitasuk meghatarozo a gyogyszer-metabolizmusban (Rendic & Guengerich, 2015).
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egyszertsitett folyamatai hepatocitakban. A példakként felhozott transzporterek
roviditései: MRP (multidrug resistance-associated protein). BCRP (breast cancer
resistance protein). OCT (organic cation transporters). MATE (multidrug and toxic
compound extrusion) (Roth & Lee, 2017; Manikandan & Nagini, 2018).

1.2.2 A CYP enzimek altalanos ismertetése

A citokréom P450 elnevezés abbol fakad, hogy a redukalt enzim szén-monoxiddal alkotott
komplexe 450 nm-en intenziv fényelnyelést mutat (Manikandan & Nagini, 2018). Tébb
ezer CYP enzimet azonositottak az €ldvilag egyes csoportjaiban, kezdve a baktériumoktol
egészen az emberig (Martignoni et al., 2006; Lamb et al., 2009). A CYP izoenzimek
rendkiviili valtozatossadga, mely tobbek kozott a CYP izoenzimek szaméban, strukturalis
¢és miukodésbeli diverzitdsaban, szovetspecifikus kifejezédésében és az atalakitott
vegyiiletek, valamint a katalizalt reakciok nagy szamaban nyilvanul meg, emeli ki ezeket

az enzimeket a szamtalan gydgyszer-metabolizalo enzim koziil.

A CYP enzimek a hem-tiolat fehérjék kozé tartozo kevert funkciéji monooxigenazok.
Katalitikus ciklusuk sordn a szubsztratok oxidacigjat katalizaljak molekularis oxigén
egyik atomjanak beépitésével, mig a masik oxigén egy vizmolekula képzddéséhez vezet,
mely soran az a-nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat (NADPH) kofaktor szolgaltatja
az elektronokat. Az elektrontranszport 1étrejottét a NADPH-citokrém P450 reduktdz,
illetve néhany esetben a NADH-citokrom bs-reduktdz enzim katalizalja, melyek a CYP

enzimekkel multienzim komplexet alkotnak a sima felszinli endoplazmatikus retikulum,
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valamint a mitokondrium membranjaban (Manikandan & Nagini, 2018). A fizioldgias
koriilmények kozott lejatszodd reakcid rendkiviil fontos mind a xenobiotikumok
(testidegen anyagok), koztiik karcinogének, gydgyszer-hatéanyagok, novényvéddszerek
zsirsavakéban vagy szteroid hormonokéban (Hamdane et al., 2008). Az aktiv hem-vas
centrum egy erdsen konzervalt cisztein tiolat kdtésen keresztiil kapcsolddik az egyetlen
400-500 aminosavbol felépiilo polipeptid lanchoz. Az aktiv centrum kozelében fordulnak
eld a leginkabb konzervalt fehérje régiok, példaul a molekularis oxigén megkotésére
szolgald régio. A CYP enzimek harmadlagos szerkezetét alkotd szamos hélix és B-redd
struktira, valamint ezeknek a régioknak a valtozatossdga hozzajarul a rendkiviili
strukturélis variabilitdsukhoz, igy szdmos, kiilonb6zé kémiai szerkezetli szubsztrat
molekula hatékony kotéséhez (Hill et al., 1970; Cryle & Schlichting, 2008; Zhao et al.,
2021).

Emberben 57 funkcionalis CYP izoenzimet azonositottak, melyeket a 40%-0s aminosav-
szekvencia egyezés alapjan 18 csaladba, illetve 55%-0S aminosav-szekvencia egyezés
alapjan 44 alcsaladba sorolnak. Nemzetkdzileg elfogadott nevezéktanuk szerint a CYP
roviditést koveto els6 szam a csaladot, a nagybetii az alcsaladot, a masodik szdm az adott
enzimet jeloli (pl. CYP2D6) (Manikandan & Nagini, 2018). A CYP szupercsalad tagjai
koziil a gyogyszer-metabolizmusban a CYP1, CYP2 és CYP3 alcsaladokba tartozo
enzimek vesznek részt és felelnek a forgalomban 1év6 hatdéanyagok koriilbeliil 75%-anak
atalakitasaért. A hatébanyagok metabolizmusahoz legnagyobb részben a CYP3A (~30%),
CYP2D6 (~20%) és CYP2C9 (~17%) enzimek jarulnak hozza (2. abra) (Zanger &
Schwab, 2013; Zhao et al., 2021). A gyodgyszer-metabolizald6 CYP enzimek tovabbi
fontos jellegzetessége, hogy széles és atfedd szubsztratspecificitassal rendelkeznek.
Példaul a CYP3A4 és CYP3AS izoenzimek atfedd szubsztrat specifitdsahoz az enzimek
elsédleges aminosav sorrendjének nagyfoku hasonlosaga vezet. A CYP3A-szubsztrat
takrolimusz immunszuppresszdns metabolizmusat miikodoképes CYP3AS hidnyaban a
CYP3A4 katalizélja, azonban a funkcionalis CYP3AS5 fehérjét expresszalo betegekben a
CYP3AS5 valik a metabolizmus meghatarozé enzimévé (Zanger & Schwab, 2013).
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2. abra: A Fazis 1. és Fazis II. enzimek szerepe a gydgyszerek metabolizmusaban. A) A
gyogyszer-metabolizmust  katalizald enzimek hozzajarulasa (%) a klinikumban
alkalmazott hatéanyagok metabolizmusahoz. B) A legfontosabb CYP izoenzimek
hozzéjarulasa a gyogyszerek atalakitdsdhoz kiemelve a disszerticid szempontjabol
jelentés CYP2B6 és CYP2C19 izoenzimek adatait (Zanger & Schwab, 2013; Zhao et al.,
2021).

A majban az egyes CYP enzimek kifejezddése eltérd és egyénenként akar tobb
nagysagrend kiilonbséget is mutathat (1. tablazat), melyet kiilonbozé majspecifikus
transzkripcids faktorok tobbek kozott hepatikus nukleéris fehérjék (HNF-1a, HNF-3,
HNF-4 és C/EBPR) szabalyozzak egyéb, nem majspecifikus faktorokkal (pl. SP1,
GAPBw/B, NF2d9) egyiittmiikodve (Gonzalez & Lee, 1996). Koziilik a maj CYP
tartalmanak tobb mint 30%-at a CYP3A alcsaladba tartoz6 enzimek teszik ki, a CYP2C9
kozel hasonld mértékben fejezodik ki, illetve a CYP1A2 enzim mennyisége is jelentos
(Ohtsuki et al., 2012; Achour et al., 2014; Zanger & Schwab, 2013). Az extrahepatikus
szervek koziil a bélfal CYP aktivitdsa a szdjon at adagolt gyogyszereknél Iényeges. Egy
beteg gyodgyszer-metabolizald kapacitdsat alapvetéen a maj, kisebb mértékben a
vékonybél gydgyszer-metabolizald CYP enzimeinek egyedi mikddése hatarozza meg,
nagymértékben hozzijarulva a Dbetegek gyogyszer-metabolizadld képességének

variabilitasahoz (Liu et al., 2021).

Egyre nagyobb hangsuly keriil a tumorszovetben kifejez6dé6 CYP enzimek szerepének
megismerésére. A tumorszovet majtol fliggetlen gyodgyszer-metabolizmusa hatassal lehet
a kemoterapia-rezisztencia kialakulasara, amely tumor relapszussal és kedvezdtlen

kimenetellel jarhat (Rochat, 2005; Zhao et al., 2021). Példaul egy nemrégiben megjelent

14



tanulmanyban tiid6 adenokarcinomaval diagnosztizalt betegek esetén Osszefliggést
talaltak a tumorszévetben mérhetdé CYP2C8 és CYP3A4 kopiaszama ¢és a paklitaxel

terapiara adott valasz kozott (Incze et al., 2023).

1. tablazat: A legfontosabb gyogyszer-metabolizalo CYP izoenzimek kifejez6dése a
majban, kiemelve a disszertacido szempontjabol relevans CYP2B6 és CYP2C19 enzimet
(Achour et al., 2014; Ohtsuki et al., 2012; Zanger & Schwab, 2013).
CYP izoenzimek
expresszidjanak aranya a
majban (%)

CYP1A2 13-15
CYP2B6 1-4
CYP2C8 ~7,5
CYP2C9 4,5-29
CYP2C19 ~3
CYP2D6 2-3
CYP2E1 5,5-7
CYP3A4/5 14,5-37

1.2.3 CYP enzimaktivitast, kifejezodést befolyasolo genetikai tényezék

A gyogyszer-metabolizald CYP enzimek variabilitasa aktivitasukban is megnyilvanul,
melyet elsésorban tobb szaz eddigiekben leirt genetikai varians hataroz meg. A polimorf
CYP allélvariansok listajat a PharmVar (Pharmacogene Variation Consortium)

(2023/07) online adatbazisa Gsszegzi.

Altalanossagban elmondhatd, hogy a farmakogenetikai polimorfizmusok a populacio
>1%-ban eléforduld szekvencia variansok, amelyek koziil szamos allélvarians klinikailag
relevéans hatassal van a CYP enzimmiikddésre és meghatarozé az egyének €s etnikumok
kozott megfigyelt variabilitas kialakulasaban (Zanger & Schwab, 2013). A CYP gének
exonjaiban vagy intronjaiban a nukleotid cserével, delécidoval vagy beépiiléssel jaro,
egybazist érintd szekvencia-variansok (SNV-K, single nucleotide variations), illetve a
teljes, vagy részleges génszakaszt érinté mennyiségi valtozasok (CNV-k, copy number
variations) fordulnak eld. Az enzimfunkcid6 emelkedése (GoF, gain-of-function)
jellemzden kopiaszam tobbszordzddéssel, transzkripeid emeléssel egyiitt jard promoter
varidnsok, illetve aminosav-Cserét tartalmazd fehérje varidnsok kialakulasa

kovetkeztében figyelhetd meg és ndveli a hatdanyag kiiiriilést, pArhuzamosan a hatéanyag

crcr
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megsziinése (LoF, loss-of-function) jellemzéen kopiaszam kiesés, keret-eltolodas miatti
korai STOP kodon altal modosult transzkripcid, illetve alternativ  splicing
mechanizmusok miatt képzddott mRNS varidnsok kovetkeztében alakul ki.
Sziikségszerien magaval hordozza a hatoanyag kiiiriilésének csokkenését, mig a
plazmaban mérheté hatdanyag koncentracidé novekszik (Johansson & Ingelman-
Sundberg, 2008; Stanley, 2017; Zhao et al., 2021).

Ha a genotipus ¢és a kialakult fenotipus kozott korrelacio all fenn, akkor a genotipus
alkalmas a fenotipus indirekt jellemzésére. A Clinical Pharmacogenetics Implementation
Consortium (CPIC) CYP-genotipus alapt dozirozasi ajanlasokat tett k6zz¢é szamos CYP-
szubsztrat esetén, melyek elOsegitik a sziik terdpias tartomanyu hatéanyagok terapids
hatékonysdganak maximalizalasat, illetve metabolikus aktivacid esetén a hatdanyag
magas plazma szintje miatt kialakult toxikus mellékhatasok elkeriilését a hatdanyag
betegek CYP2B6 genotipusa alapjan, valamint klopidogrel terapia esetén a CYP2C19
genotipus alapjan gyenge (PM), intermedier (IM), normal (NM), gyors (RM), illetve
ultragyors (UM) CYP metabolizaldé fenotipusokat kiilonboztetnek meg (Fiiggelék 2.
tablazat) (Desta et al., 2019; Lee et al., 2022).

1.2.4 CYP enzimaktivitast, kifejez6dést befolyasolé6 nem-genetikai tényezok - a

fenokonverzio jelensége

A CYP genotipus alapjan javasolt gyodgyszeres terdpia azonban hordoz némi
bizonytalansdgot magéaban, szamos tanulméanyban a prediktalt fenotipus ugyanis nem
egyezik meg a mért fenotipussal, amely megneheziti a genotipus alapt személyre szabott
terapidk alkalmazésat a klinikai gyakorlatban. Ez a jelenség a fenokonverzio, mely a
genetikai hattér altal meghatarozott metabolizalo kapacitas atmeneti megvaltozasara
vezethetd vissza. A fenokonverzid szamos nem-genetikai, egyén (genetikai) és betegség-
specifikus tényezd hatdsara johet 1étre, melyek jelentés mértékben moddosithatjdk a
genotipus alapjan becsiilhetd fenotipust. Igy valhat egy genotipusosan ultragyors
gyogyszer-metabolizalo kapacitassal rendelkez6 betegbdl gyenge metabolizald (Shah &
Smith 2015; Klomp et al., 2020).

A fenokonverzio legjelentdsebb gyakorlati tényezoi koz¢ az egyidejlileg tobb hatdéanyag

alkalmazasaval kialakuld gyogyszer-interakciok tartoznak (DDIs, drug-drug
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interactions), melyek a gyogyszeres terapia mellett bekdvetkezd toxikus, akar fatalis
kimenetelii mellékhatasok kialakulasaért nagymértékben felelnek és elsddlegesen a
gyogyszer-metabolizmusban résztvevd CYP enzimek indukcioja, illetve gatldsa soran
alakulnak ki (Hakkola et al., 2020; Klomp et al.,, 2020). A CYP expresszio és
enzimfunkcié novekedéséért a xenobiotikumokra érzékeny nuklearis receptorok,
transzkripcids faktorok, ko-aktivatorok altal szabalyozott Osszetett transzkripcios
mechanizmusok feleldsek (Zanger & Schwab, 2013). A legfontosabb nuklearis
receptorok kozé a ,pregnane” X receptor (PXR), a ,,constitutive androstane” receptor
(CAR), az aromas szénhidrogén receptor (AhR), illetve a gliikokortikoid receptor (GR)
tartozik, melyeket az induktorok kozvetve jelatviteli utvonalakon keresztiil vagy
kozvetleniil aktivalnak (Manikandan & Nagini, 2018; Zhao et al., 2021). Az aktivalt
nukledris receptorok a sejtmagban dimerizacids partneriikh6z kotédnek, a PXR és CAR
az a retinoid X receptorral (RXRa), mig az AhR az AhR nukleéris transzlokétorral (Arnt)

heterodimert, a GR homodimert képez. Az igy kialakult komplexek a promoter megfeleld

crer

c ey

indukalja (Goodwin et al., 1999, 2001, 2002; Chen & Goldstein, 2009). A fenobarbital
vagy fenobarbital-szerli hatdéanyagok altal aktivalt CAR els6sorban CYP2B6 gén
expresszigjat emeli, azonban leirtdk a CAR szerepét a CYP2C9, CYP2C19 ¢s CYP3A4
gének transzkripcio fokozodasaban is (Zelko & Negishi, 2000; Chen & Goldstein, 2009).
A gliikokortikoidok kozvetleniil és kozvetetten is fokozzdk az CYP gének atirodasat a
novelik a CAR ¢és PXR altal szabalyozott gének transzkripciojat. Példaul a CYP2B6
atirodasanak fokozasa a gliilkokortikoid hatdsra bekovetkezd CAR mRNS expresszid
emelkedésének kovetkezménye (Pascussi et al., 2000). Az AhR receptor az AhR/Arnt
fehérjekomplex kialakitasaval a CYP1A alcsalad enzimeinek kifejezédését fokozzak
(Manikandan & Nagini, 2018). Erdemes megemliteni, hogy egyes CYP enzimek
indukcidja nem-transzkripciés folyamatokon keresztiil is bekdvetkezhet, példaul az
mRNS ¢és enzimfehérje stabilitasanak novelésével (Pelkonen et al., 2008; Zhao et al.,
2021).
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Klinikumban alkalmazott szdmos hatéanyagrol ismert, hogy kompetitiv, nem-kompetitiv
modon, illetve mechanizmus alapu folyamatok utjan gatoljak a CYP enzimek aktivitasat.
A gyogyszer-hatéanyagok reverzibilis, illetve irreverzibilis CYP-gatlo hatasa kozvetleniil
befolyasolja a CYP enzimfehérje miikodését (Pelkonen et al., 2008; Hakkola et al., 2020).
Mechanizmus alapt gétlds ismert a CYP2B6 és gatloszere, a thiotepa interakcidja esetén,
melynek lényege, hogy a gatlészer metabolizmusa soran képzddo reaktiv intermedier
stabil komplexet alkot az enzimmel ¢és elfedi az enzim szubsztrat-kotOhelyét, igy
csokkentve a CYP2B6-szubsztratok szédmara elérhetd CYP2B6 enzimkoncentraciot
(Pelkonen et al., 2008; Turpeinen & Zanger, 2012; Deodhar et al., 2020). A CYP gatlas
kovetkeztében a hatdbanyag plazma szintje megnd, mely a gyakorlatban elégtelen terapias
valasz ¢s toxikus mellékhatasok kialakuldsahoz vezethet. A kompetitiv ¢€s
nem- kompetitiv gatlas miatt visszaszorult enzimmiikodés atmeneti és megsziinik ha a
gatloszer eliminacidja bekdvetkezik, azonban a mechanizmus alapu gétloszerek altal
okozott irreverzibilis gatldas addig tart, mig 0j miikod6képes enzimfehérje nem

szintetizalodik (Deodhar et al., 2020; Zhao et al., 2021).

A CYP enzimek expressziojat az életkor és a nem befolyasolhatja, ezért e két tényezot is
fenokonverziés hatasnak tekinthetjilk. Frdemes figyelembe venni az egyedfejlédési
szakaszokra jellemzd CYP kifejez6dési és aktivitas mintdzatot. Egyes CYP enzimek egy
adott életkorban nem expresszalddnak, mint az elsddlegesen magzati korban aktiv
CYP3A7, amelynek kifejez6dése a méajban megsziinik a sziiletés utan, vagy a CYP2EI,
amely magzati korban nem mutathat6 ki, majd sziiletés utan az expresszidja fokozodik.
Masrészt idoskorban a maj méretének, illetve vérellatasanak sziikségszeri megvaltozasa
csokkentheti egyes CYP enzimek expresszidjat (pl. CYP1A2, CYP3A4) (Lacroix et al.,
1997; Mangoni & Jackson, 2003; Hines 2008; Liu et al., 2021). A n6k és férfiak eltéréen
reagalhatnak ugyanazon gyogyszeres terapiara, mely a gyogyszer-metabolizmus nemek
kozotti eltéréseibdl is fakadhat (Soldin & Mattison, 2009). Ragcesalokban markans a
nemek kozotti kiilonbség a CYP enzimek expresszidjaban, mig emberben marginalis
(Waxman & Holloway, 2009; Renaud et al., 2011). A human CYP3A enzimek
expresszidjaval kapcsolatban kiilonbséget jegyeztek fel ndknél és férfiaknal, mig mas
human CYP enzimeknél a hatas nem ennyire egyértelmii (Zanger & Schwab, 2013; Liu
etal., 2021).
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A fenokonverzios hatas kialakulasaért felelés tovabbi fontos tényezét jelentenek a
megbetegedések (pl. majbetegségek, daganat, fertézések) és a betegségek alatt fennallo
koros folyamatok, mint a gyulladas és az oxidativ stressz, melyek a CYP enzimek
represszidjahoz vezetnek (Shah & Smith, 2015). Szamos hatdéanyag majkarosito hatasa
ismert (DILI, drug-induced liver injury) (Teschke & Danan, 2021). Az amoxicillin és
klavulansav kombindcidjat széleskoriien alkalmazzak bakterialis fert6zések kezelésében,
melynek mérsékelt hepatotoxikus hatést tulajdonitanak, stilyos majkarosité hatas ritkan
fordul elé (deLemos et al., 2016; Huttner et al., 2020). Azonban, Teschke és mtsi
tanulmanyaban az amoxicillintklavulansav kombinacio elsé helyen szerepel mint
potencialis majkarosodast el6idéz6 hatdéanyag (Teschke, 2018). Kronikus
alkoholfogyasztok korében igen gyakori a zsirmaj kialakulasa (ALD, alcoholic liver
disease). A nagymértékii, gyakori alkoholbevitel altal kivaltott koros folyamatok, példaul
az emelkedett proinflammatorikus citokin koncentracioval egylitt jaré gyulladas vagy az
oxidativ stressz magyarazhatjdk az alkoholos majbetegségek progressziojat, mely soran
a majszovet stlyos, irreverzibilis patologias allapotai alakulhatnak ki (Ceni, 2014; Gao &
Tsukamoto, 2016). A gyulladassal Osszefliiggé gyogyszer-metabolizaldo kapacitas
atmeneti fenotipusos megvaltozasa a klinikai gyakorlatban a CYP gatlashoz hasonldan a
hatéanyag emelkedett plazma szintjéhez ¢és toxikus mellékhatdsok kialakulasahoz
vezethet (Aitken et al., 2006; Shah & Smith, 2015). Példaul interleukin-6 (IL-6) kezelt
human hepatokarcinoma sejtekben a PXR és CAR nuklearis receptorok altal kozvetitett
CYP-indukcio csokkenését figyeltek meg, mig az AhR fliggd Utvonalak valtozatlannak
bizonyultak (Tanner et al., 2018). A gyulladasi mediatorok mRNS expresszio, illetve
enzimaktivitas csokkentd hatdsa a CYP3A4 és a CYP2B6 esetén hasonloan markans, mig
a CYP1A2, CYP2C9 ¢és CYP2C19 enzimek kisebb érzékenységet mutatnak, és az
érzékenység mértéke a proinflammatorikus stimulus mennyiségétél fiigg (Dickmann et
al., 2011; Rubin et al., 2015). Tovabba, a kiilonb6z6 proinflammatorikus citokinek hatasa
CYP-specifikusnak bizonyult (Aitken & Morgan, 2007; Rubin et al., 2015). A kiilonb6z6
patologias allapotok altal indukalt gyulladasi folyamatokban elsddlegesen azon CYP
izoenzimek szupresszidja figyelhetd meg, melyek PXR, illetve CAR szabalyozas alatt
allnak, koztik a CYP3A, CYP2C, illetve CYP2B enzimeké (Dickmann et al., 2011;
Rubin et al., 2015; de Jong et al., 2020).
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A fentiekben kiemelt tényezok és folyamatok listdja korantsem teljes, a disszertacid
szempontjabol relevans ismeretekre fokuszal. Tovabbi fenokonverzids faktorok
meghatarozasaval, valamint a fenokonverzids faktorok mechanizmusainak €s az egyes
CYP-ek érintettségének bévebb ismeretében tovabb fejlesztheté a farmakogenetikai
ismereteken alapuld személyre szabott terapia gyakorlati alkalmazasa (Klomp et al.,
2020).

1.2.5 A ciklofoszfamid metabolizmusaban jelentés CYP izoenzimek

crer

A neuroblasztoma megbetegedések gyodgyszeres terapidjanak részét képezd
ciklofoszfamid metabolizmusdban a CYP2B6 enzim meghatidrozo, mig a CYP2C19
masodlagos szerepet tolt be (de Jonge et al., 2005). Az alabbiakban részletesen
bemutatom a CYP2B6 ¢s CYP2C19 enzimmiikodést meghatarozé folyamatokat.

1.25.1 CYP2B6

A huméan CYP2B6 a CYP2B enzimalcsalad egyetlen aktiv enzime, a human CYP2B7
pszeudogén (CYP2B7P) egy korai stopkodont tartalmazé transzkript varianst expresszal,

amely nem eredményez aktiv enzimet (Yamano et al., 1989; Nelson et al., 2004).

A CYP2B6 fehérje hepatocitdkban szignifikdns mennyiségben kimutathatd, azonban az
egyik legalacsonyabban kifejez6dé CYP izoenzim a majban (1-4%) (1. tablazat) (Zanger
& Schwab, 2013; Achour et al., 2014). Ennek ellenére az egyik legnagyobb egyéni
variabilitdssal rendelkez6 CYP enzim, fehérje expresszidjaban akar 100-Szoros
kiilonbségek is kimutathatok (Hedrich et al., 2016a). Extrahepatikus szovetekben (pl. a
tiidoben, a bél enterocitadiban) ennél is csekélyebb mértékben fejezddik ki, viszont az
agyban detektalhato CYP2B6 fehérjének funkcionalis szerepe van néhany kozponti
idegrendszerre hat6 szer metabolizmusaban (Thelen & Dressman, 2009; Leclerc et al.,
2010; Ferguson & Tyndale, 2011). A CYP2B6 enzim a klinikumban alkalmazott
hatéanyagok 8-10%-anak metabolizmusat katalizalja (2. é&bra), tobbek kozott az
antidepresszans bupropion, az antiretroviralis efavirenz, a daganatellenes ¢és
immunszuppresszans ciklofoszfamid, a fajdalomcsillapité ketamin és metadon, valamint
az antimalarias szer artemizinin atalakitasat végzi (Turpeinen & Zanger, 2012; Hedrich,
et al., 2016a). A CYP2B6 aktivitas in vitro jellemzésére a S-mefenitoin demetilezését

nirvanolld, a bupropion hidroxilezését, valamint az efavirenz oxidativ hidroxilezését
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alkalmazzak szelektiv marker-reakcioként (Heyn et al., 1996; Faucette et al., 2000; Ward
et al., 2003).

A CYP2B6 allélvaridnsok egy vagy tobb SNV-t is tartalmazhatnak, tovabba, egy adott
SNV-t tobb allélvarians is hordozhat. A CYP2B6 haplotipus becslést megneheziti
egyrészt a CYP2BG6 genetikai diverzitasa, masrészt a CYP2B7 pszeudogénnel leirt magas
exonszekvencia-homologia (>96%) (a CYP2B7P-specifikus off-target amplifikacio
miatt). A CYP2B6 és CYP2B7P gének a CYP2 enzimcsalad génklaszterében talalhatoak
a 19. kromoszéma hosszu karjan. Valdszinisithetéen egy CYP2B ,,6sgén” tandem
duplikacigjaval jottek 1étre, amely magyarazhatja a két gén magas nukleotidszekvencia-

crer

al., 1988; Hoffman et al., 2001; Desta et al., 2021).

19. kromoszéoma

p133 pl32 pl313p1312  pi3il pl2  pll qll ql2  qi311 q1312 q1313 q132ql1331q1332 ql1333 q1341q1342 q13.43

1 23 4 56 78 o 1 23 4 56 78 9

3. abra: A CYP2B6 ¢és CYP2B7P gének szerkezete és elhelyezkedése a 19. kromoszomén
[National Center for Biotechnology Information (NCBI) Gene CYP2B6 (2023/10), NCBI
Gene CYP2B7P (2023/10) online adatbazis informacioi alapjan]

1.2.5.1.1 A CYP2B6 polimorf allélvariansai

A PharmVar 49 CYP2B6 allélt listaz, melyek szama folyamatosan n6; a disszertacio irasa
kozben 10 uj allél informacidinak feltoltése volt folyamatban Zhang és mtsai altal. Tobb
allélvarians jelenlétével az enzimaktivitas emelkedését, illetve csokkenését, valamint

kiesését hoztak Osszefiiggésbe [Desta et al., 2021; PharmVar CYP2B6. (2023/07)].

A klinikailag is jelentds funkciovaltozast okozé CYP2B6 allélok gyakorisdgaban nagy
etnikai kiilonbségeket irtak le (Zanger & Klein, 2013; Zhou & Lauschke, 2022). A
legelterjedtebb allél a CYP2B6*6, melynek gyakorisaga 14-28,15%, 10-21%, illetve 33-
50% az euroOpai, azsiai és afrikai/afrikai-amerikai populacidban. A CYP2B6*5 allél
viszonylag gyakori az eurdpai populacioban (9-12%), mig mas populaciokban ritkan

mutathato ki (1-4%). Az azsiai népességben a CYP2B6*4 allél tobbé-kevésbé gyakori (5-
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12%), mig az eurdpai populaciokban kevésbé elterjedt (2-6%), és nem kimutathatd az
afrikaiaknal vagy afro-amerikaiaknal. A CYP2B6*9 allél gyakorisaga 4-5% az azsiai és
afrikai populaciokban, szemben az eurdpai populacidkban leirt 1-2%-o0s gyakorisaggal.
A CYP2B6*22 ¢s CYP2B6*7 variansok minden populacidban ritkédk (<2,5%). Tovabbi
csokkent, illetve teljes enzimaktivitas kieséssel jaro CYP2BG6 allélvariansok rendkiviil
ritkak, bar a CYP2B6*18 gyakran fordul el6 afrikai (5-12%) és afro-amerikai (4-8%)

populaciokban.

A CYP2B6 enzim mikodését és expresszidjat elsdsorban a CYP2B6 gén genetikai
variansai hatarozzak meg; a CYP2B6 legfontosabb allé¢lvariansainak listajat a 2. tablazat
tartalmazza. A CYP2B6*22 varians egy mutaciot tartalmaz a gén promoterében
(rs34223104, g.-82T>C), mely a CYP2B6 gén fokozott expresszidjahoz vezet modosult
transzkripcidés mechanizmuson keresztiil (Li et al., 2010). A CYP2B6*22 allélvarianst
heterozigota forméaban hordozoknal ndvekedett CYP2B6 transzkripciorol és bupropion-
hidroxilaz aktivitasrol szamoltak be (Zukunft et al., 2005). A CYP2B6*4 allél egy lizin-
arginin aminosavcserét tartalmaz (rs2279343, g.18053A>G), amely szerkezetében
modosult CYP2B6 enzimvaridnst ¢s a CYP2B6 efavirenz-hidroxilaz aktivitas
novekedését eredményezi (Bumpus et al., 2005, 2008; Wang et al., 2019; Desta et al.,
2021). Tovabba, a metadon, a bupropion és az efavirenz hatéanyagok esetén is
kimutattak, hogy kiiirtilésiik fokozodott CYP2B6*4 allélt hordozé egyénekben (Rotger et
al., 2007; Kharasch & Crafford, 2019). A CYP2B6*6 allélban ugyanazt az enzimfunkcio
fokozéaséaval jard lizin-arginin aminosavcserét (rs2279343, g.18053A>G) azonositotték,
mint a CYP2B6*4 allélban. Ezenkiviil a CYP2B6*6 allélban kimutathat6 a g.15631G>T
(rs3745274, GInl172His) baziscsere, melyrdl egy alternativ mRNS splicing folyamat
csokkent CYP2B6 mRNS és enzimfehérje expressziot és ennek kovetkeztében csokkent
CYP2B6 aktivitast eredményez a majban (Hofmann et al., 2008). Ezek alapjan
feltételezhetd, hogy a CYP2B6*4 allélnal magas enzimaktivitashoz vezetd g.18053A>G
varidans hatasat a CYP2B6*6 allélban kapcsoltan el6forduldo g.15631G>T csere
megforditja (Ariyoshi et al., 2011). Az S-metadon és az efavirenz kiiiriilésének
csOkkenésérdl szamoltak be CYP2B6*6 allélt homo,- vagy heterozigota formaban
hordozé betegeknél, mig a bupropion enantiomerek csokkent hidroxilaciojat csak a
CYP2B6*6/*6 hordozo egészséges onkénteseknél figyelték meg (Rotger et al., 2007;
Kharasch & Crafford, 2019). A ¢.15631G>T (rs3745274, GInl172His) nukleotid
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szubsztitiicio kimutathaté a CYP2B6*9 allélban is, mely a CYP2B6*6 allé¢lhoz hasonldan
in vitro csokkent enzimaktivitast (bupropion- és efavirenz-hidroxilaz) eredményezett
(Zhang et al., 2011; Wang et al., 2019); azonban a CYP2B6*9 allél klinikai jelent6ségérol
csekély informacié all rendelkezésre, mivel minden populdcidban alacsony az
el6fordulasi gyakorisaga. A CYP2B6*5 allélban taldlhatdo g.25505C>T (rs3211371,
Arg487Cys) nukleotid-cserének enyhe, illetve elhanyagolhato hatasa volt a CYP2B6
katalitikus aktivitasara, bar néhany tanulmany szerint szignifikdnsan befolyasolja a
CYP2B6 fehérje expressziojat (Lang et al., 2001; Desta et al., 2007; Rotger et al., 2007;
Kharasch et al., 2015; Kharasch & Crafford, 2019). A CYP2B6*7 allélvariansban a
2.15631G>T, g.18053A>G ¢és g.25505C>T SNV-k egyiittesen fordulnak eld, amely a
rekombinans fehérje variansokkal végzett in vitro vizsgalatok szerint jelentGsen
megndvekedett bupropion-hidroxilaz, illetve 7-etoXi-4-trifluérmetilkumarin O-deetilaz
aktivitast eredményez (Jinno et al., 2003; Zhang et al., 2011; Wang et al., 2019; Watanabe
etal., 2018). A CYP2B6*7 varians klinikai jelentdsége alacsony eléfordulasi gyakorisaga,
illetve meghatarozasanak nehézségei miatt kérdéses, azonban ciklofoszfamid terapia altal
indukalt majkarosodast az allélvaridns jelenlétével hoztdk osszefliggésbe egy emldrakos
betegben (Ming et al., 2019). A CYP2B6*18 variansban 1év6 baziscserének (rs28399499,
0.21011T>C, 1328T) null-aktivitast tulajdonitanak, a fehérje- és enzimaktivitas kiesését,
illetve csokkenését szamos in vitro és in vivo tanulmanyban kimutattak (Klein et al., 2005;
Rotger et al., 2007; Ribaudo et al., 2010; Honda et al., 2011; Gadel et al., 2015; Rohrich
etal., 2016; Desta et al., 2019; Wang et al., 2020). A CYP2B6*18 allélvarianshoz tarsitott
plazmaéban, illetve hajban (Rotger et al., 2007; Ribaudo et al., 2010; Roéhrich et al., 2016).
A PharmVar adatbazisaban utmutatas talalhaté a CYP2B6 diplotipus-fenotipus becslésrol
a CYP2B6 allélvariansok fenotipusos jellemzdinek standardizalt és konnyen értelmezhetd
osztalyozasaval  [PharmVar CYP2B6. (2023/07)]. Az  allél-funkcionalitas
meghatarozasanak szigorl kritériumai eldsegithetik a klinikai gyakorlatban alkalmazott
CYP2B6 szubsztratokra is atvezethetd dozirozasi ajanlasokat. Az efavirenz
antiretrovirdlis hatéanyagra és a szertralin antidepresszdnsra vonatkozoan elérhetd
CYP2B6 genotipus alapu dozirozasi javaslat (Fliggelék 2. tablazat) (Desta et al., 2021,
2019, Bousman et al., 2023).
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2. tablazat: A klinikailag jelentds enzimfunkcid-valtozasért felelos CYP2B6
allélvariansok

. Allélgyakorisag
S: YP?PG Nukleotid Aktivitas/Expresszio? (%, kaukazusi
allélvariansok csere L <r1nb
populaciok)
* 0.18053A>G o i
CYP2B6*4 (5. exon) Aktivitas 1 2,2-6,2
* g.25505C>T o . i
CYP2B6*5 (9. exon) mRNS expresszid és aktivitds « 9-12,2
0.15631G>T
CYP2B6*6 és mRNS expresszid €s aktivitas | 7-28,15
0.18053A>G
g.15631G>T,
CYP2B6*7 9'1802§’A>G Feltételezett aktivits 1 <24
0.25505C>T
CYP2B6*9 IR mRNS expresszid €s aktivitas | <1,47
(4. exon)
* 0.21011T>C o
CYP2B6*18 (7. exon) Aktivitas |/O 0
CYP2B6*22 0.-82T>C mRNS expresszi6 €s aktivitas 1 1,4-2,4

2 PPharmVar CYP2B6 gene-specific information tables. (2023/07), °Zanger & Klein,
2013; Zhou & Lauschke, 2022

1.2.5.1.2 A CYP2B6 fenokonverzigja

A CYP2B6 genetikai varidnsai altal meghatarozott CYP2B6 expresszidt ¢s
enzimaktivitast szamos CYP2B6-specifikus vagy nem CYP-specifikus nem-genetikai

tényez6 modosithatja.

A CYP2B6 enzimmiikodés mechanizmus-alapi gatldsat szamos struktaralisan eltérd
vegyliletnél leirtak, melyek koziil a daganatellenes thiotepat a legszelektivebb CYP2B6
gatloszernek tartjuk (Pelkonen et al., 2008; Turpeinen & Zanger, 2012). Tovabbi jol
ismert CYP2B6 szelektiv gatloszerek a klopidogrél és a szertralin, melyek szintén
jelentdsen csokkentik a CYP2B6 enzimaktivitast. A fenobarbitédl, rifampicin, fenitoin,
dexametazon ¢€s szamos kortikoszteroid a CAR és a PXR nuklearis receptorfehérjék
(Pascussi et al., 2000; Turpeinen & Zanger, 2012; Hedrich et al., 2016a). A klinikumban
alkalmazott CYP2B6-szubsztrat gyogyszerek terapias hatékonysagat, illetve a
mellékhatasok megjelenését jelentdsen befolyasolhatjdk CYP2B6-szelektiv gatlo- vagy
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indukaloszerek a CYP2B6 metabolikus aktivitasanak modositasaval (Huitema et al.,
2000; Al Koudsi & Tyndale, 2010; Hakkola et al., 2020). Ezenkiviil szamos
tanulmanyban felvetették, hogy a nem olyan belsd tényezd, mely jelentdsen
befolyasolhatja a CYP2B6 fenotipust. NOk majmintadiban magasabb CYP2B6
enzimaktivitast, illetve mRNS expressziot irtak le férfiak majmintaiban mért értékekhez
viszonyitva (Lamba et al., 2003; Parkinson et al., 2004; Al Koudsi & Tyndale, 2010);
tovabba, a propofol és metadon in vivo kiiiriilése magasabbnak bizonyult n6kben (Choong
etal., 2013). N6kben a CYP2B6 mRNS expresszio emelésén keresztiil az enzimaktivitas
fokozodasat egy Osztrogénszint-specifikus szabalyozé mechanizmusnak tulajdonitjak
(Dickmann & Isoherranen, 2013; Chiang et al., 2017; Desta et al., 2021). Azonban, mas
kutatasokban nem erdsitették meg a néi nem szerepét a CYP2B6 fokozott miikodésében
(Hofmann et al., 2008; llic et al., 2013; Pearce et al., 2016). A CYP2B6 expresszioja
sziiletés utan gyorsan novekszik, és 1 éves kor utan allando szintet ér el a majban, mely
arra utal, hogy a CYP2B6 kifejez6dése nem mutat korfiiggést (Mlakar et al., 2016; Pearce
etal., 2016).

A CYP2B6-szelektiv gatlo-, vagy indukaldszerek okozta fenokonverzié mellett a
majbetegségek (alkohollal-6sszefliggd, illetve alkohollal-nem-6sszefiiggd), rak és egyéb
gyulladésos allapotok befolyasoljak a betegek gydgyszer-metabolizald képességét, igy
hozzéjarulhatnak a gyogyszer-metabolizalo enzimek, koztik a CYP2B6 aktivitasanak

megvaltozasahoz (Shah & Smith, 2015; Klomp et al., 2020).
1.25.2 CYP2C19

A CYP2C alcsaladba tartozo CYP gének (CYP2C9, CYP2C19, illetve CYP2C8) a 10.
kromoszoéma hosszi karjan talalhatok (Zanger & Schwab, 2013), melyek koziil a

CYP2C19 enzim szerepe meriilt fel a ciklofoszfamid biotranszformaciojaban

meghatarozo 4-hidroxilaz aktivitasa miatt (Chang et al., 1997; Helsby et al., 2010).

A CYP2C19 az egyik legtobbet kutatott és legjelentdésebb gydgyszer-metabolizaldé CYP
izoenzim. Egyrészt, mert klinikailag is jelentds hatéanyagok metabolizmusaban vesz
részt, tobbek kozott elsddleges katalizatora a legtobb proton pumpa gatloszer (koztiik az
omeprazol, pantoprazol), valamint a benzodiazepin diazepam inaktivalasanak, melyek
esetében egyértelmii farmakogenetikai Osszefiiggéseket irtak le (Bertilsson et al., 1989;
Furuta et al., 2004). Masrészt, mert a CYP2C19 valtozatos kifejezodéséért a majban (1.
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tablazat) elsdsorban szadmos teljes enzimfunkcid kieséssel, illetve fokozassal jard
polimorf allélvarians felelds, melyek eléforduldsa az egyes etnikumoknal jelentdsen
eltéro lehet (3. tablazat) (Zanger & Schwab, 2013; lonova et al., 2020; Botton et al., 2021;
Zhou & Lauschke, 2022). A CYP2C19*2 allélvarians el6fordulasa az azsiai
populacidkban a legnagyobb (26,9-32,4%), az afro-amerikai és afrikai populaciokban is
viszonylag gyakori 15,6-18,1%, mig a kaukazusi populaciokban fordul el6 legkevésbé
(6-15%). A CYP2C19*3 és CYP2C19%4 allélvariansok el6fordulasa sporadikus minden
populacioban; csupan a CYP2C19*3 all¢l kimutathatosdga éri el egyes azsiai
populacidkban a 10,2%-ot. A CYP2C19*17 allél legkevésbé ézsiai populécidkban
gyakori (1,3-17%), mig a kaukazusi, afro-amerikai, illetve afrikai populaciok kozel

0todében kimutathato.

A PharmVar 39 db CYP2C19 allélvarianst tett kozzé [PharmVar CYP2C19. (2023/07)].
A CYP2C19*2 allélvariansban talalhato g.19154G>A (rs4244285) nukleotid csere hibas
mMRNS splicing mechanizmust indukalva, mig a CYP2C19*3 allélvariansban (rs4986893,
2.17948G>A, W212X) a 212. pozicidban [évé triptofan cseréje stop kodont
eredményezve vezet a fehérje képzOdés teljes megsziinéséhez (de Morais et al., 1994;
Botton et al., 2021). A CYP2C19*4 allélvarians altal kodolt enzimnél a metionin-valin
aminosavcsere a start kodonban (rs28399504, ¢g.1A>G, M1V) a transzlacios
mechanizmus gatlasan keresztiil vezet a funkcionalis enzim kieséséhez (Desta et al.,
2002; Botton et al., 2021). Eltéréen az elobbiekt6l a promoter régio g.-806C>T
(CYP2C19*17, rs12248560) polimorfizmusa fokozott transzkripciét von maga utan, és
az emelkedett enzimaktivitds a CYP2C19 szubsztratok gyorsabb metabolizmusat

eredményezi (Sim et al., 2006; Strom et al., 2012).

A CYP2C19 fenokonverzidjaban a gydgyszeres terapianak nagy szerepe van (de Jong et
al., 2023; Kiss et al., 2018). Ugyanakkor a nem hatasat egyértelmiien nem hoztak
Osszefliggésbe a CYP2C19 fenotipusos variabilitasaval (Scandlyn et al., 2008). Ezzel
ellentétben a CYP2C19 enzimaktivitasa €s fehérje szintje egyértelmii korfiiggést mutat;
gyermekek esetében alacsony és csupan 10-18. életév utan kozeliti meg a felnbttekre

jellemzo szintet (Koukouritaki et al., 2004).
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3. tablazat: A klinikailag jelentds enzimfunkcid-valtozasért felelos CYP2C19
allélvariansok.

. Allélgyakorisag
(;YPZF?lQ Nukleotid Aktivitas/Expresszio? (%, kaukazusi
allélvariansok csere « <r1nb
populaciok)
* g.19154G>A i
CYP2C19*2 (5. exon) 6,0-15,0
x g.17948G>A Aktivitas O
CYP2C19*3 (4. exon) <1
CYP2C19*4 g.1A>G <1
CYP2C19%17  g.-806C>T  MRNS expresszio ¢s 21,5-25,0

aktivitas 1
b pharmVar CYP2C19 gene-specific information tables. (2023/07), °Zanger & Schwab,
2013; lonova et al., 2020; Zhou & Lauschke, 2022

1.3 A ciklofoszfamid

1.3.1 A vegyiilet altalinos jellemz6i, felhasznalasi teriilete

A nitrogén mustar alkilaloszerek a kémiai hadviselés szempontjabdl torténelmi
jelentéségli mustargaz vegyiiletekb6l eredeztethetok (Highley et al., 2022). Az
oxazafoszforin ciklofoszfamid (2H-1,3,2-oxazafoszforin-2-amin) nitrogén mustar tipusu
alkilalészer, az oxazafoszforin gylrit tartalmazé vegyiilet alkilalé hatasaért a kozponti
nitrogén atomhoz kapcsolt két 2-kloretil oldallanc felel (Emadi et al., 2009; Giraud et al.,
2010) (4. abra). Az oxazafoszforinok (ciklofoszfamid, ifoszfamid, trofoszfamid) k&zos
jellemzdje, hogy farmakologiailag inaktiv ,,prodrug”-ok, az ,,aktiv’ mustarvegyiiletek
képzddését hepatikus CYP enzimek katalizaljak kémiai atalakitasi reakciok soran (Giraud
et al., 2010). A ciklofoszfamidbol képz6do aktiv hatéanyag a foszforamid mustar. A
ciklofoszfamid jelent6s szerepet tolt be valtozatos egészségiigyi problémak kezelésében,
elsésorban kombinalt terapia részeként daganat eredetii neoplézidk kezelésében, tovabba
vér-, €s csontveld transzplanticio mobilizald és kondicionald agenseként, valamint

crer

esetében is (Giraud et al., 2010; Ahlmann & Hempel, 2016).
1.3.2 Hatasmechanizmus

A ciklofoszfamid fejlesztése soran a ,,prodrug” kémiai forma kialakitasaval igyekeztek

elérni a vegyiilet daganatsejt-specifikussagat, arra alapozva, hogy a tumorsejtekben is
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kimutathaté aktiv CYP enzim tartalom. Azonban, ez az elgondolds pontatlannak
bizonyult, mivel a farmakologiailag aktiv foszforamid mustar alkilaloé hatdsa révén az
emberi szervezet minden szovetében képzodhet €s a sejtekre nézve toxikus, fliggetlentil
attol, hogy gyorsan osztodd daganatos vagy egészséges sejtek épitik fel (de Jonge et al.,
2005; Emadi et al., 2009). Fiziologias koriilmények kozott a foszforamid mustar 2-kloretil
oldallancairdl a klor atomok lehasaddsaval reaktiv foszforamid aziridinum kationok
képzddnek, melyek adduktokat képeznek az intracellularis nukleofil molekulakkal. Az
alkilaloszerek jellemzéen a DNS molekuldk szerkezetét modositjdk szalon beliili és
szalak kozotti kovalens keresztkotéseket kialakitasaval, igy a DNS replikacio ledllasan
keresztiil idézve elé a sejtek apoptdzisat. Ugyanakkor ismert, hogy fehérjék, lipidek,
illetve RNS és mitokondridlis DNS molekulak nukleofil kézpontjaval is reakcidba 1épnek
(Emadi et al., 2009; Highley et al., 2022). A DNS molekulan beliil a ciklofoszfamid

crer

foszfoészter adduktok is képzddhetnek (Povirk & Shuker, 1994).

1.3.3 A ciklofoszfamid metabolizmusa és az eliminaciés utvonalakhoz kothet6

rezisztencia mechanizmusok

A ciklofoszfamid doézis kevesebb mint 6tddrésze valtozatlan formaban kivalasztodik a
szervezetbdl elsdsorban vizeletben €s csupan rendkiviil kis hanyadban székletben vagy a
kilélegzett levegdben (Bagley et al., 1973). A ciklofoszfamid hepatikus metabolizmusa

egy elsddleges bioaktivalasi és szamos inaktivalasi Gitvonalra terjed ki (4. dbra).

A ciklofoszfamid 70-80%-a aktivalodik, mely soran a ciklofoszfamid oxazafoszforin
gylrijében a négyes szénatom enzimatikusan hidroxilezédik — 4-hidroxi-
ciklofoszfamidda. A folyamat els6dleges katalizatora a CYP2B6 enzim, mig a CYP2C19
masodlagos, illetve a CYP3A4 enzimnek is ismert kevésbé jelentds 4-hidroxilaz aktivasa.
Fiziologias pH-n az instabil 4-hidroxi-ciklofoszfamid és tautomer izomerje az
aldofoszfamid kémiai egyenstlyban van, kimutattdk, hogy a sejtmembranon keresztiil a
célsejtekbe diffundalnak. Az aktivalt metabolitok 6nmagukban nem citotoxikusak,
csupan az alkilaldé hatdsi metabolit ,transzportvegyiileteinek” tekinthetok. Az
aldofoszfamid spontan kémiai reakcio6 Gtjan bomlik foszforamid mustarra és akroleinre.

A fiziologias pH-n ionizalt foszforamid mustar szaméra a sejtmembran atjarhatatlan, igy
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csupan az intracellularisan képz6dott mustarszarmazék tekinthetd citotoxikusnak

(Domeyer & Sladek, 1980; de Jonge et al., 2005; Giraud et al., 2010).

A hepatocitak feleakkora N-dekloretilaz aktivitassal rendelkeznek, mint 4-hidroxilaz
aktivitassal, a ciklofoszfamid dézis csupan 10%-a alakul 4t ezen az utvonalon. A
ciklofoszfamid N-dekloretilalt inaktiv metabolitja a 2-dekloretil-ciklofoszfamid, valamint
a toxikus kloracetaldehid, mely reakciot a CYP3A4 enzim katalizalja (Huang et al., 2000;
de Jonge et al., 2005). Az aktivalt 4-hidroxi-ciklofoszfamid és aldofoszfamid metabolitok
irreverzibilis inaktivalasa CYP enzim-fliggetlen metabolikus oxidacio, amelyet glutation
konjugaci6 kovet. Az aldehid dehidrogendz (ALDHI1A1) a Fazis 1. reakcidok
legjelentdsebb eliminalasi utvonaldnak részeként az aldofoszfamidot oxidalt
karboxifoszfamid metabolitta alakitja at (Dockham et al., 1992; Giorgianni et al., 2000),
mig a 4-hidroxi-ciklofoszfamid 4-keto-ciklofoszfamidda torténé biotranszformaciojat
alkohol dehidrogenaz enzimek katalizaljak (de Jonge et al., 2005). A Fazis II. folyamatok
soran a GST enzim a toxikus metabolitok, valamint az anyavegyiilet N-etil lancaira két
glutation kapcsolasaval konjugalt metabolitokat képez, igy segitve eld azok eliminalasat

(Giraud et al., 2010; Highley et al., 2022).
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4. abra: A ciklofoszfamid bioaktivacidja, illetve biotranszformécioja sordn képzddo
metabolitok.
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1.3.4 A ciklofoszfamid terdpia hatékonysiga, toxikus szovédményei és a

rezisztencia kialakulasa

A ciklofoszfamid citotoxikus, illetve oxidativ stresszt indukalé metabolitjai a terapias
hatas mellett szamos klinikailag is jelentds akut és kronikus toxicitast okozhatnak. Az
alkalmazott ciklofoszfamid dozisanak korlatozasa, illetve kiilonbozé protektiv agensek
egylittes terapiaja hatékonyan csokkenti, de nem sziinteti meg a toxikus szovédmények
kialakulasat, utalva a metabolizmusban részt vevd enzimek miikddésének szerepére a

toxikus mellékhatasok kialakulasaban (de Jonge et al., 2005; Emadi et al., 2009).

A sejtek ciklofoszfamidra mutatott érzékenysége és ennek mértéke sejttipus specifikus,
melyet szamos molekuldris rezisztencia mechanizmus befolyasol. A ciklofoszfamid
kezelésre reagald sejtekben alacsony ALDH aktivitas tapasztalhat6, mig a magas ALDH
expressziot a ciklofoszfamid rezisztencidval hoztdk Osszefiiggésbe. Az intracellularis
ALDHIA1 enzim kifejezodése fokozottabb magas osztodasi rataju sejtekben, melyet
daganatos €s egészséges sejtpopulaciok (tobbek kozott hepatocitak, valamint bélcsatorna
nyalkahartyat alkoto sejtek) esetén is leirtak (Jones et al., 1995; Sladek et al., 2002; de
Jonge et al., 2005; Emadi et al., 2009; Tomita et al., 2016). Emlérakos betegekben
tovabba kimutattak, hogy a multidrog rezisztencia kialakulasaért felelés BCRP, illetve
MRP fehérjék is részt vesznek a koncentraltabban képzddd glutation konjugatumok
daganatos sejtekbdl valo kivalasztdsaban. A daganatos sejtekben az ALDHI1A1, illetve
GST gyogyszer-metabolizald enzimek kifejezddésének mértékéhez kothetd elimindldsi
mechanizmusok mellett a fokozottan miikddé DNS-javité folyamatok is hozzajarulnak a

ciklofoszfamiddal szembeni rezisztencia kialakulasahoz (Highley et al., 2022).

A ciklofoszfamid akut toxicitasa a foszforamid mustar citotoxikus hatasabol fakad, a
szervezet gyorsan osztddd normal sejtpopuldciokbol felépiild egészséges szoveteit
karositja, igy a kezelés kovetkeztében tobbek kozott hajhullds, emésztdszervrendszeri
problémak (émelygés, hanyas), valamint a nemi szervek karosodasa léphet fel. Kiilondsen
érz¢kenyek az alacsony ALDHIA1 expresszioval rendelkezdé differencidlt vérképzd
progenitor sejtek, a fellépé mieloszuppresszios hatds miatt. A hematopoietikus
sejtgeneracid leukopénidhoz vezetd gatlasa viszonylag gyakori ciklofoszfamid kezelés
utdn, azonban az alkalmazott ciklofoszfamid dézisatol fiiggetleniil reverzibilis csontveld

elégtelenség 1éphet fel (Emadi et al., 2009; Jones et al., 1995). A biotranszformacios
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utvonal sordn egy tovabbi erdsen reaktiv, telitetlen aldehid az akrolein képzddik, mely a
vizeletben felhalmozodva a ciklofoszfamid kezelés egyik leggyakoribb mellékhatasat a
hugyhodlyag vérzéses gyulladasat (haemorrhagias cistitis) okozhatja. Az akrolein altal
kivaltott oxidativ stressz hatékonyan megel6zheté a mesna (2-merkaptoetan-szulfonat)
egylittes adasaval, amely az akroleinnel kolcsonhatasba 1épve nem toxikus adduktot
képezve eliminalodik a szervezetbdl (Gupta et al., 2021). Tovabba, szintén az akrolein
képzddésével hozhatd Osszefiiggésbe a maj ritkabban el6forduld, nagy doézisu
ciklofoszfamid terapia altal kivaltott véna-elzarodasos betegsége (veno-occlusive disease,
VOD) (Deleve, 1996; McDonald et al., 2003; de Jonge et al., 2006; MacAllister et al.,
2013). A ciklofoszfamid masodlagos inaktivaciés utvonala soran képz6do
kloracetaldehid kozponti idegrendszeri, kardio- és nefrotoxikus hatasa ismert, mely
hozzajarulhat specifikus szervi diszfunkciok kialakulasahoz (de Jonge et al., 2005;
Benesic et al., 2014). A toxikus aldehid szarmazék altal kivaltott mellékhatasok azonban
ifoszfamid terapiat kovetden jelentdsebbek, mivel az ifoszfamid N-dekloretilacioja soran

nagyobb mértékben képzdédik a toxikus metabolit (Giraud et al., 2010).

Feln6tt betegeknél a ciklofoszfamid terapia kimenetele jol dokumentalt (Helsby et al.,
2019); azonban gyermekkori malignus betegségben szenvedd betegekkel csupan néhany
tanulmany foglalkozott (példaul Veal et al., 2016; Barnett et al., 2021). A ciklofoszfamid
clearance intenzivebb gyermekeknél, mint felnétteknél; tovabba a gyermekek
ciklofoszfamidra adott valasza korfiiggést mutat, mely alapjan korai gyermekkortol
egészen a késdi gyermekkorig modositott dozirozas sziikséges (McCune et al., 2009;
Campagne et al., 2020; Barnett et al., 2021). A CYP2B6 autoindukciojat tapasztaltak
ciklofoszfamid kezelés kovetkeztében;, magas dozisi mieloablativ ciklofoszfamid
kezelést kdvetden csontveld transzplantacion atesett daganatos gyermekek metabolikus
kapacitasanak novekedését figyelték meg (de Jonge et al., 2005; Chinnaswamy et al.,
2011).

A ciklofoszfamid farmakokinetikai viselkedésében jelentds eltérésekrdl szamoltak be
mind daganatos mind immunszuppressziv terapidban részesiilt betegeknél, gyermekeknél
és felnotteknél egyarant (Bagley et al., 1973; Yule et al., 1996; McDonald et al., 2003; de
Jonge et al., 2006; McCune et al., 2009). Ugyanakkor neuroblasztomaval kezelt

gyermekeknél nem vizsgaltdk a ciklofoszfamid metabolizmusahoz kothetd terapias

r1r
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kulcsenzimeként a CYP2B6 aktivitdsa meghatarozé mind az aktiv foszforamid mustar
valtozatos  enzimmiikddés genetikai és  nem-genetikai  tényezok  egyiittes
kovetkezményeként (de Jonge et al., 2005; Giraud et al.,, 2010). A metabolitok
egyénenként eltérd expozicidja jelentdsen befolyasolhatja a ciklofoszfamid terapia
hatékonysagat, a toxikus mellékhatasok megjelenését, illetve a ciklofoszfamid elleni

érzékenységének mértékét is (Helsby et al., 2019).
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2 Célkituzések

A fenokonverzid a gyogyszer-metabolizaldé enzimek genetikailag meghatdrozott
fenotipusanak atmeneti megvaltozasat jelenti, igy jelentésen hozzajarulhat a gydgyszeres
terapiara adott valasz kialakulasara. A CYP2B6 az egyik legtobb polimorf all¢lvarianssal
rendelkezd gyogyszer-metabolizal6o CYP enzim, viszont a CYP2B6 SNV-k ¢és
haplotipusok meghatarozasa nem egyszerii feladat a CYP2B6 és CYP2B7P gének
nukleotidszekvencidjanak nagymértékii hasonlosaga miatt. A CYP2B6 szubsztrat
ciklofoszfamid és toxikus metabolitjainak nagyfoku farmakokinetikai variabilitdsa ismert
daganatos gyermekek ¢és felndttek esetén is, mely befolydsolhatja a betegek
ciklofoszfamid terapiara adott valaszat.

e Vizsgalataink megkezdése eldtt célunk volt egy PCR (polimeraz lancreakcio)
alapu, CYP2B6-szelektiv SNV-kimutatdsi modszer beallitdsa és validalasa a
2.18053A>G (rs2279343) polimorfizmus azonositasara.

Munkam els6 felében human majszovet mintak felhasznalasaval a CYP2B6 fenotipust
befolyasold tényezdket igyekeztem feltarni. Célul tiiztem ki:

e a majszovet mintdk CYP2B6 genetikai variabilitdsanak jellemzését és a
genotipizalas eredményei alapjan a CYP2B6 haplotipusok becslését, valamint a
CYP2B6 genotipus alapjan a gyenge, intermedier, normal és gyors fenotipus
kategoriak felallitasat a PharmVar kritériumrendszerét kovetve.

e In vitro vizsgalataink legfontosabb részeként célunk volt a majszovet mintak
CYP2B6 fenotipusdnak (CYP2B6 mRNS expresszid, mikroszomalis
S- mefenitoin N-demetilaz aktivitas) kialakitasaban szerepet jatszo genetikai
(CYP2B6 polimorf allélvariansok) és nem genetikai (CYP-specifikus, valamint
nem CYP-specifikus) tényezok azonositasa.

A munka masodik felében retrospektiv analizis soran vizsgaltuk neuroblasztomaval

e a betegek CYP2B6 és CYP2C19 genetikai variabilitasanak meghatarozasa, és
fenotipusanak becslése a PharmVar kritériumrendszerét kdvetve,

e valamint a ciklofoszfamid terdpiat kovetd mellékhatasok (maj és vesefunkcio
romlas, a vérsejtek szdmanak koéros megvaltozasa) megjelenése és a CYP2B6

fenotipus Osszefiiggéseinek megallapitasa. Masodlagos célkitlizésiink volt a
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betegek CYP2B6 és CYP2C19 genotipusa, illetve a ciklofoszfamid terapia

kimenetele kozotti 0sszefliggések megallapitasa.
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3 Anyagok és modszerek

3.1 Majszovet donorok és betegek

A vizsgalatokba bevont human majszovet mintak agyhalott donorokbol (N=119)
szarmaztak a Semmelweis Egyetem Sebészeti, Transzplantacids és Gasztrenterologiai
Klinikajarél (Budapest), mig a retrospektiv vizsgalatba neuroblasztomaval kezelt
gyermekeket (N=50) vontunk be, vérmintaikat és klinikai adataikat a Semmelweis
Egyetem Gyermekgyogyaszati Kézpontjatol (Budapest) kaptuk. A betegek alacsony vagy
magas kockazati besorolasa az INSS kritériumai alapjan tortént (Slavc et al., 1990; Huang
& Weiss, 2013). A Gyermekgyogyaszati Kozpont munkatarsai az alkalmazott
ciklofoszfamid dozisat a betegek testfeliilete (testtomeg és magassag) alapjan hataroztak
meg standard protokollok elvei szerint, figyelembe véve a kockazati besorolast. A
majszovet-donorok, valamint a daganatos gyermekek demografiai és klinikai adatait a
Fiiggelék 3. és 4. tdblazata tartalmazza. A vizsgalatokhoz a 18 évnél fiatalabb,
neuroblasztomaval  diagnosztizalt  gyermekek  torvényes  képviseldi  irasos
beleegyezésiiket adtak. Vizsgalatokat az Egészségiigyi Tudomanyos Tanacs,
Tudomanyos ¢és Kutatasetikai Bizottsaga engedélyezte (4799-0/2011EKU, 35191-
2/2017/EKU) a jelenleg hatalyban 1év6 szabalyok betartasa mellett (az Egészségiigyrol
sz0l6 1997 évi CLIV. torvény, az Egészségligyl Minisztérium 23/2002 kiadott rendelet
¢és a Helsinki Egyezmény).

3.2 Neuroblasztomaval kezelt betegek terapiaja

A betegek terapiara adott valaszat, azaz a terdpia kimenetelét a Gyermekgyogyaszati
Kozpont munkatarsai az International Neuroblastoma Response Criteria (INRC) elvei
alapjan hataroztdk meg. A terapidra reagald betegek kozé a teljes, vagy részleges
remissziot mutatokat, a nem-reagalok kozé stabil, illetve progredidldo betegség vagy
elhalalozas esetén soroltuk a betegeket (Park et al., 2017). A majat és a
kivalasztoszervrendszert érinté karosodast a szérum alanin-aminotranszferaz (GPT),
emelkedése, valamint a véres vizelet megjelenése alapjan allapitottuk meg, mig a
hematoldgiai toxicitast a limfocitak, neutrofil és eozinofil granulocitak, trombocitak,

monocitak €s vorosvértestek szdmanak csokkenése jelezte. Ezeket a paramétereket egy
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nappal a ciklofoszfamid kezelés eldtt és a kezelések utdni 7-15. napon rogzitettiik. A
National Cancer Institute Common Toxicity Criteria (CTC, verzido 2.0)
kritériumrendszert alkalmaztuk a hematologiai, m4j, illetve vesetoxicitasok mértékének
meghatarozasahoz (Fliggelék 5. tablazat). Toxikus tiinetnek tekintettiik, ha a szérum
paraméterek koncentracidja novekedett vagy a hematoldgiai paraméterek sejtszamai
csokkentek az alapszinthez képest, ¢és tillépték a normal referencia tartomany fels6 vagy
alsé hatarértékét. A referencia tartomany hatarértékei azonos kora egészséges egyének

értékei alapjan keriilnek meghatarozasra.

3.3 Majszovet mintak CYP2B6 fenotipusanak jellemzése

Az enzimaktivitds és mRNS expresszi6 meghatarozasokhoz a majszovet mintak
feldolgozasa az explantaciot kovetden azonnal megtortént. Az in vitro CYP2B6
enzimaktivitas meghatarozasa soran felhasznalt reagensek és vegyszerek [pl. mefenitoin,
acetonitril, gliko6z-6-foszfat, gliikoz-6-foszfat dehidrogenaz, NADPH, etilén-diamin-
tetraecetsav (EDTA)] a Merck-t61 (Darmstadt, Németorszag), illetve a Reanal
Laborvegyszer Kft-t61 (Budapest) keriiltek beszerzésre.

3.3.1 Mikroszoma preparalas

A majszovetbdl (kb. 1 g) készitett homogenizatumbol 1 mM EDTA-t és 154 mM KCl-ot
tartalmazé Tris-HCl pufferben (0,1 mM, pH 7,4) mikroszoma frakcidt izolaltunk
differencial centrifugalassal. A homogenizatum centrifugalasa (4°C, 10.000xg, 30 perc)
utan kapott feliiliszobol (S9 frakcio) ultracentrifugalassal (4°C, 105.000xg, 1 ora)
tilepitettiik ki a mikroszoma frakciot (van der Hoeven & Coon, 1974). A mikroszoma
tisztitasat egy ujabb ultracentrifugalassal végeztiik: a mikroszoma frakciot Tris-HCI
pufferben szuszpendaltuk és ujbol ultracentrifugaltuk (4°C, 105.000xg, 1 ora). A tisztitott
mikroszoma frakciot Tris-HCI pufferben vettiik fel és -80°C-on taroltuk tovabbi
felhasznalasig. Lowry és mtsi altal kdzzétett modszert alkalmaztuk a mikroszoma frakcio

Ossz-fehérjetartalmanak meghatarozasahoz (Lowry et al., 1951).
3.3.2 CYP2B6-szelektiv aktivitais meghatirozasa

A maj mikroszoma-preparatumok (N=105) CYP2B6 aktivitasanak meghatarozasdhoz a
CYP2B6-szelektiv mefenitoin N-demetilaz reakciot alkalmaztuk (5. abra, Heyn et al.,
1996). A reakcioelegy a kovetkezoket tartalmazta: 1) NADPH-regenerald rendszer (1
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mM NADPH, 10 mM gliik6z-6-foszfat, 5 mM MgCl; és 2 egység/ml gliikkdz-6-foszfat
dehidrogenaz), 2) human maj mikroszoma (fehérjetartalom: 0,8 mg/ml), 3) 1 mM
S- mefenitoin szubsztrat, 4) 0,1 mM Tris-HCI puffer (pH 7,4). A fenti elegyet 37°C-on
inkubaltuk, molekularis oxigén jelenlétében. Jéghideg acetonitril hozzdadasaval allitottuk
le a reakciot, melyet centrifugalas kovetett (4°C, 10.000xg, 10 perc). A feliiluszobol az
S- mefenitoinbdl képzddd nirvanol mennyiségi meghatarozasat LaChrom ELITE
(Merck) HPLC-UV kromatografias rendszerrel valdsitottuk meg. A kromatografia soran
allofazisként a LiChrospher 100-RP-18 125 x 4 mm (5 um) (Merck) analitikai oszlopot,
valamint eluensként ultratiszta viz:acetonitril = 4:1 aranyu eclegyét alkalmaztuk, a
detektalasi hullamhossz 220 nm volt. Az S-mefenitoin N-demetilaz aktivitas adatokat

pmol nirvanol/(mg fehérje*perc)-ben adtuk meg.

0]
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5. abra: A CYP2B6-szelektiv S-mefenitoin N-demetilacioja nirvanolla.
3.3.3 CYP2B6 mRNS expresszié meghatarozasa

A majszovet mintak (N=84) CYP2B6 mRNS expresszid0 meghatarozasanak elso
lépésében TRIzol reagensben (Molecular Research Center, Cincinnati, OH) homogenizalt
majszovet mintakbol (¥50 mg) total RNS-t izolaltunk a gyart6i ttmutaté alapjan. A 0,1%
dietilpirokarbonat tartalmt ultratiszta vizben visszaoldott RNS mintdkat -80°C-on
taroltuk a tovabbi felhasznalasig. Az RNS mintak (3 pg) reverz transzkripcidjat az iScript
cDNA synthesis kit-tel (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) végeztikk el a gyartd
protokollja alapjan, melyet kovetden valosidejii PCR soran (KAPA Probe Fast qgPCR
Master Kit™, Merck) hataroztuk meg CYP2B6 mRNS mennyiségét a glicerinaldehid-3-
foszfat dehidrogenaz (GAPDH) housekeeping gén expresszidjahoz viszonyitva. A
Fiiggelék 6. tablazata tartalmazza a reakcidban alkalmazott oligonukleotidok

szekvenciait, valamint a képzddd amplikon hosszat. A g.15631G>T (rs3745274) SNV

37



jelenlétében aberrans mRNS-varians irodik at, melybdl részben vagy egészen hianyzik a
4.-5.-6. exon, ¢és amely csOkkent CYP2B6 mRNS expressziot és enzimaktivitast
eredményez (Hofmann et al., 2008). Vizsgalatunkban csupan a teljes hosszusagi
CYP2B6 mRNS detektaltuk, mivel az expresszido meghatarozasahoz alkalmazott forward

¢s reverse primerek a 3. és 4. exonokhoz ktodnek.

3.4 CYP haplotipus és genotipus meghatarozas

A genomi DNS templatokat a donorok majszovet mintaibol (N=119), illetve a daganatos
gyermekek vérmintaibol (N=50) izolaltuk (Quick-DNA™ Miniprep Plus Kit, Zymo
Research, Irvine, CA). A CYP2B6 SNV-k meghatarozasat a donorok majszdvet
mintdibdl, illetve a daganatos gyermekek vérmintaibol izolalt genomi DNS templatok
felhasznalasaval végeztiik el. Validalt TagMan™ Drug Metabolism Genotyping Assays
(Thermo Fisher Scientific) alkalmazasaval mutattuk ki a g.-82T>C (rs34223104,
C_27830964 10), g.15631G>T (rs3745274, C 7817765 60) ¢és g.25505C>T
(rs3211371, C_30634242_40) SNV-ket [Reakcid elegy: Luminaris Probe qPCR Master
Mix (Thermo Fisher Scientific), TagMan™ Drug Metabolism Genotyping Assay
(Thermo Fisher Scientific), 10-15 ng genomi DNS minta és nukleaz-mentes viz]. A
reakcio soran a primerek tapadasi hémérséklete 60°C. Azonban, a ¢.18053A>G
nukleotidcsere (rs2279343) meghatarozasara kereskedelmi forgalomban nem érhetdk el
validalt primerek és probak, ezért kétlépéses genotipizalasi modszert allitottunk be, mely
6tvozi a nested PCR, a touchdown hémérsékleti protokoll, valamint a TagMan PCR
modszereit (6. abra) (Korbie & Mattick, 2008; Green & Sambrook, 2019). Az SNV-
kimutatasi modszer jellemzoit (alkalmazott oligonukleotidok szekvencidi, a reakcidkban
képz6dé amplikonok hossza) a Fliggelék 6. tablazata tartalmazza. A pre-amplifikécios
reakcid [tartalma: PCRBIO VeriFi Master Mix (PCR Biosystems Ltd., London, Egyesiilt
Kiralysag), 400-400 nM forward és reverse primerek, valamint 40-50 ng genomi DNS
templat] hdmérsékleti protokollja: 95°C 1 perc €s 10 cikluson keresztiil 95°C 15 mp, 72-
62°C 15 mp (-1°C/ciklus), 72°C 1 perc, és 10 cikluson keresztiil 95°C 15 mp, 62°C 15
mp, 72°C 1 perc. Az SNV-kimutatasi reakcioelegy dsszetétele: Luminaris Probe gPCR
Master Mix, 300-300 nM forward és reverse primerek, 200-200 nM ,,vad” és ,,mutans”
TagMan-probak, templatként a pre-amplifikacios reakcioban képzodo CYP2B6-
specifikus amplikon 100-szoros higitasban. A reakcié soran alkalmazott primer

betapadasi hdmérséklet: 66°C. A reakcio oligonukleotid szekvenciait az Integrated DNA
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Technologies (IDT) Oligoanalyzer™ Tool (2023) és NCBI Nucleotide-BLAST (2023)
szoftverek hasznalataval terveztiikk meg és validaltuk in silico; a szekvenciakat a Eurofins
Genomics Germany GmbH (Ebersberg, Németorszag) szintetizalta. A reakcidkban
képz6d6 amplikonok hosszat a TapeStation 4200 (Agilent Technologies Inc., Santa Clara,
CA) automata nukleinsav-fragmens analizatorral ellendriztilk. A pre-amplifikacid
CYP2B6-specifikussagat CYP2B6- és CYP2B7P-specifikus forward primerekkel és egy
kozos reverse primer alkalmazasaval ellendriztiik SYBR Green detektalas alapu reakcio
soran. A genotipizalasi adatok alapjan az egyes CYP2B6 haplotipusokat (CYP2B6*4,
CYP2B6*5, CYP2B6*6, CYP2B6*9, illetve CYP2B6*22) a PHASE v2.1.1 szoftver
alkalmazasaval becsiiltiik (Stephens et al., 2001; Stephens & Scheet, 2005). A haplotipus
becslés pontossaganak javitdsdhoz tovabbi 44 kaukdzusi populdcioba tartozd egyén
CYP2B6 genotipus adatat (Dobrinas et al., 2013) hasznaltuk fel a donorok és a daganatos
gyermekek genotipus adatai mellett. Tovabba, neuroblasztoma betegek esetén a
CYP2C19 g.19154G>A (rs4244285), 9.17948G>A (rs4986893), g.1A>G (rs28399504),
illetve g.-806C>T (rs12248560) SNV-k és CYP2C19*2, CYP2C19*3, CYP2C19*4,
illetve CYP2C19*17 haplotipusok jelenlétét is vizsgaltuk kutatdcsoportunk
munkatarsainak tanulmanyaban leirtak szerint (Kiss et al., 2018). A CYP2B6, valamint
CYP2C19 genotipus alapu fenotipus becslést a CPIC kritériumrendszerei, valamint a
PharmVar ajanlasai alapjan végeztiik el és soroltuk az egyéneket gyenge, intermedier,
normal vagy gyors/ultragyors metabolizalé kategoriakba [PharmVar CYP2B6 gene-
specific information tables. (2023/07) PharmVar CYP2C19 gene-specific information
tables. (2023/07), Lee et al., 2022, Desta et al., 2019].

3.5 Adatok értékelése

InStat v3.06 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA) szoftver hasznalataval vizsgéaltuk
a kovetkezoket: 1) Majszovet CYP2B6 fenotipusa és a CYP2B6 genetikai, illetve nem-
genetikai tényezok Osszefiiggései (Kruskal-Wallis-probat kovetéen Dunn-féle teszt); 2)
Fenokonvertal6 nem-genetikai tényezok gyakorisaga az egyes CYP2B6 metabolizald
csoportokban (Fisher-féle egzakt proba); 3) Daganatos gyermekeknél kimutatott CYP2B6
és CYP2C19 SNV-k lehetséges Osszefiiggései a ciklofoszfamid tartalmu terapia
kimenetelével, valamint a ciklofoszfamid-fiiggd toxikus mellékhatasok megjelenésével
(Fisher-féle egzakt proba; valamint Khi-négyzet proba). IBM SPSS Statistics [v28.0.1.0
(142), IBM Corp., Armonk, NY] szoftvert alkalmaztunk a kovetkezOkhoz: 1)

39



Tobbvaltozos linearis regresszids analizist hajtottunk végre tobb modell felallitasaval a
majszovet CYP2B6 aktivitasa vagy mRNS expressziojanak (fliggd valtozok), valamint
CYP2B6 genetikai, ¢s nem-genetikai tényezOk (kovaridnsok) kozotti lehetséges
Osszefiiggések vizsgalatara; 2) Bindris tobbvaltozos logisztikus regresszids analizist
végeztiink tobb modell felallitdsaval a daganatos gyermekek ciklofoszfamid terapidra
adott valasza (fliggd valtozd) és a CYP2B6 genetikai, €s nem-genetikai tényezok
(kovariansok) kozotti lehetséges Osszefliggések vizsgalatira. Az elemzések soran a

P<0,05 érték esetén tekintettiik a vizsgalt Osszefiiggést statisztikailag szignifikansnak.
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4 Eredmények

4.1 A CYP2B6 fenotipus kialakitasaban potencialisan jelentos genetikai és

nem-genetikai tényezok

41.1 g.18053A>G  (rs2279343) SNV  meghatarozasa: PCR  alapu

modszerfejlesztés

A legtobb, klinikailag relevans CYP2B6 SNV azonositasara létezik kereskedelmi
forgalomban kaphatd esszé, azonban a kaukdzusi fehér populacidban egyik
leggyakrabban el6forduld SNV, a g.18053A>G meghatarozasara alkalmas esszé nem
elérhetd. Munkam soran a CYP2B6 gén (1s2279343) g.18053A>G nukleotidcseréjének
azonositasara a nested PCR moédszeren, a touchdown hémérsékleti protokollon és a
TagMan PCR-en alapul6 kétlépéses PCR modszert fejlesztettiink ki (6A. abra) (Korbie
& Mattick, 2008; Green & Sambrook, 2019). Az SNV kimutatasi modszer két
reakciojaban két primer part alkalmaztunk a modszer CYP2B6-specifitasanak
tablazat). Az els6 lépésben (a pre-amplifikacié soran) alkalmazott primerpar egy
viszonylag hossz (~1275 bp) amplikont hozott 1étre, amely a CYP2B6 gén 5. és 6.
exonjait tartalmazta, koztiik az 5. intronnal, illetve néhany rovid kérnyezd upstream és
downstream intron régi6 szekvenciaval (6A. abra). A CYP2B6 és CYP2B7P intron
szekvencidinak homoldgiaja valamivel alacsonyabb, mint az exonoké (Desta et al., 2021),
ezért az elsd, pre-amplifikacios primerpar kotéhelyét az upstream ¢és downstream intron
régiokra (a 4. és 6. intronra) terveztiik. A reakcio soran a primerek CYP2B6 génspecifikus
hibridizaciojat a touchdown PCR hémérsékleti protokoll elve alapjan biztositottuk. A
homérsékleti protokoll elsé ciklusaban a primerek in silico megallapitott olvadasi
hémérsékleténél (62°C) magasabb primer-kotddési homérsékletet (72°C) alkalmaztunk,
melyet a kovetkez6 10 ciklus soran ciklusonként 1°C-al csokkentettiink. A touchdown
protokollt alkalmazva elméletileg ciklusonként négyszeres exponencidlis kiillonbség
varhato a helyes és a nem-kivant primer-k6t6désbdl fakado termékképzés kozott, amely
a CYP2B6-specifikus amplikon feldtsulasat eredményezte az off-target CYP2B7P-
specifikus termékhez képest (Korbie & Mattick, 2008).
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Jacob ¢és munkatarsainak modszerét kisebb modositasokkal kdvetve a pre-amplifikacio
CYP2B6-specifitasanak ellendrzésére harom primert alkalmaztunk: 1) egy CYP2B6-
specifikus (tbb6_2) forward primert, 2) egy CYP2B7P-specifikus (t5b7_2) forward
primert és 3) egy kozos (tScon 2) reverse primert (Fiiggelék 6. tablazat) (Jacob et al.,
2004). A genomi DNS-t vagy a pre-amplifikalt DNS-amplikont templatként hasznalva
nagy eltérés volt detektalhaté a CYP2B6 és CYP2B7P specifikus termékek Ct értékei
kozott [(Ctgenomi pns: 23,1 és 24,1 vs Ctpons-amplikon: 23,1 és 37,04) (6B. abra)], mellyel
megerdsitettiik, hogy a pre-amplifikacids reakcioban jelentds mennyiségli (tobb mint
5000-szeres) CYP2B6-specifikus amplikon képzddott a CYP2B7P-specifikus amplikon
mennyiségéhez képest. Osszegezve, a CYP2B6 szelektiv SNV-kimutatas templatjaként a
nested PCR mddszerrel I1étrehozott pre-amplifikalt DNS-amplikon alkalmasabb, mint a

genomi DNS.

A pre-amplifikalt termék 100-szoros higitasban szolgalt templatként a masodik, TagMan
PCR reakcioban. Az SNV kimutatashoz egy masodik primerpart alkalmaztunk, amely
egy rovid, ~137 bp-os amplikont hozott 1étre az 5. exonon az rs2279343 mutacids pontnal,
valamint két probat, a mutacidot nem hordozé (,,vad-tipusu”) FAM-jelolt és a mutaciot
hordoz6 (,,mutans”) allélra tervezett HEX-jelolt TagMan-proba szekvencidkat (6A. abra,
Fliggelék 6. tablazat). Az SNV-diszkriminacid pontossagat homozigota vad (18053A/A),
heterozigota (18053A/G) és homozigota mutans (18053G/G) mintak felhasznalasaval
Sanger-szekvenalassal igazoltuk (6C. abra, Fliggelék 1. abra).
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A)

CYP2B6 gén 0.18053A>G (rs2279343)

4. intron A 5. intron ~6.exon 6. intron

1. Pre-amplifikacié soran képzédé amplikon
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6. abra: A CYP2B6 génben talalhatdo g.18053A>G nukleotidcsere (rs2279343)
meghatarozasi modszerének ismertetése. A) Az abran a modszer részét képezd pre-
amplifikacio és TagMan PCR, valamint a pre-amplifikaci6 CYP2B6-specifikussagat
igazold PCR reakciokban képz6d6 amplikonok elhelyezkedése és hossza lathato. B) A
pre-amplifikacid6 CYP2B6-specifitdsdnak ellendrzése. A reakcidban jelentdés mennyiségii
CYP2B6-specifikus amplikon (a korokkel jelolt amplifikacidos gorbék) képzodott a
CYP2B7P-specifikus amplikon mennyiségéhez viszonyitva (haromszogekkel jelolt
amplifikacids gorbék), mely soran pre-amplifikalt mintakat (zold amplifikacios gorbék)
¢s genomi DNS mintakat (piros amplifikacids gorbék) hasznaltunk fel. C) A g.18053A>G
(rs2279343) kimutatasi reakcid6 SNV-diszkriminacioja.

4.1.2 A majszovet donorok CYP2B6 genotipusa

Human majszovet mintakban (N=119, Semmelweis Egyetem) meghataroztuk a CYP2B6
kaukazusi populacioban leggyakoribb variansait [g.-82T>C (rs34223104), g.15631G>T
(rs3745274), g.18053A>G (rs2279343) és g.25505C>T (rs3211371) SNV] valos ideji
PCR alkalmazéaséaval. A SNV-k alapjan a CYP2B6*4, CYP2B6*5, CYP2B6*6, CYP2B6*9
¢s CYP2B6*22 haplotipusokat kiilonitettiik el; a g.-82T/15631G/18053A/25505C
haplotipust tekintettik CYP2B6*1 ,vad-tipust” allélnak. A vizsgalt populacioban a
CYP2B6*6 és a CYP2B6*5 allé¢lok gyakorisaga volt a legnagyobb (24,8%, illetve 10,5%),
mig a CYP2B6*4, CYP2B6*9 és CYP2B6*22 allélok jelentdsen kisebb gyakorisaggal
fordultak el6 (2,1%, illetve 0,8-0,8%) (4. tablazat). A PharmVar CYP2B6 gene-specific
information tables (2023/07) kritériumai szerint az egyes CYP2B6 genotipusok alapjan a

donorok gyenge, intermedier, normal vagy gyors metabolizmussal rendelkeztek. A
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szovetdonorok fele normal metabolizalonak bizonyult, CYP2B6*1/*1 vagy
CYP2B6*1/*5 genotipussal (38,7% vagy 12,6%). Az egy normal és egy csokkent
funkcioju CYP2B6 enzimet kodolo alléllal (CYP2B6*1/*6, CYP2B6*5/*6, CYP2B6*1/*9
vagy CYP2B6*4/*6 genotipustl) rendelkezé intermedier metabolizalok alkottdk a
donorok tobb mint egyharmadat (36,1%). A gyenge metabolizalok kozé a mindkét
szil6tdl oroklotten csokkent funkcidji enzimet kodold allélt hordozdkat soroltuk
(CYP2B6*6/*6 vagy CYP2B6*6/*9 genotipusil), mig a gyors metabolizalok csoportjaba
az egy normal és egy emelt funkcioji enzimet kodold allélokat hordozok keriiltek
(CYP2B6*1/*4, CYP2B6*1/*22 vagy CYP2B6*4/*5 genotipusti). A gyenge ¢és gyors
metabolizalok el6fordulasi gyakorisaga <10% (4. és 5. tablazat).

4. tablazat: CYP2B6 allél és genotipus gyakorisagok a szovetdonorok madjszdvet
mintaiban és a kaukazusi populacidban.

Gyakorisag (%)
Na Rrnli e Aktivitas/Expresszio®
Szovetdonorok « «zb
populacio
CYP2B6 allélok
*/ 5 2.1 2.2-6.2 Aktivitas 1
*5 o5 10,5 9-12,2 mRNS CXPIOSSZIO €8
aktivitas <
*6 59 24,8 7-28,15 mRINS expresszio ¢s
aktivitas |
*q 2 08 0-1,47 mRNS expresszid €s
aktivitas |
%99 2 0.8 1,4-2.4 mRNS €Xpresszio ¢s
aktivitas 1
CYP2B6 CYP genotipus alapu
genotipusok fenotipus becslés®
*6/*6 8 6,7 5,4-7,36
Gyenge
*6/*9 1 0,8 <0,8
*1/*6 32 26,9 22,1-22,9
*5/*6 9 7,6 5,3-7,36
Intermedier
*1/*9 1 0,8 <14
*4/*6 1 0,8 <2,1
*1/*1 46 38,7 21,05-24,1
Normal
*1/*5 15 12,6 7,36-11,3
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4. tdblazat folytatasa a 44. oldalrél

Gyakorisag (%)
N2 Kaukazusi Aktivitas/Expresszio©
Szovetdonorok = ol
populacio
*1/*4 3 2,5 1,05-4
*1/*22 2 1,7 1,3-2,1 Gyors
*4[*5 1 0,8 <0,9

3CYP allélok vagy donorok szama, °Gyakorisagi adatok, illetve CYP genotipus alapt
fenotipus becslés referenciait Isd. 2. tdblazat 1abjegyzetében

4.1.3 A majszovet mintak CYP2B6 S-mefenitoin N-demetilaz aktivitasa és mRNS

expresszioja

A CYP2B6-szelektiv mikroszomalis S-mefenitoin N-demetilaz aktivitast 105 human
majszovet mintaban hatdroztuk meg. A CYP2B6 aktivitasa kozel 100-szoros variabilitast
mutatott, ahol a minimum érték 6,47 és a maximum érték 538,3 pmol/(mg*perc) volt, és
az adatok pedig aszimmetrikus eloszlast mutattak (7A. abra). Az alacsony, kdzepes és
magas aktivitdisok kozti hatarértékek alapjan [20 pmol/(mg*perc) ¢és 99,9
pmol/(mg*perc)] gyenge (PM), intermedier (IM) és extenziv vagy gyors (EM)
metabolizalo csoportokat kiilonitettiink el. A majszovetek CYP2B6 aktivitdsa és mRNS
expresszidja szignifikans Osszefiiggést mutatott (N=84, P<0,0001) (7B. abra).
Ugyanakkor a donorok életkora (Fiiggelék 2. dbra) vagy neme nem befolyasolta a
CYP2B6 aktivitast, valamint a férfiak és ndk megoszldsa az egyes aktivitas vagy

genotipus alapu kategéridkban homogénnek bizonyult (8A. és B. dbra).
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7. abra: A) A majszovet mintak (N=105) CYP2B6 aktivitas closzlasa (S-mefenitoin
N- demetilaz). B) A maj CYP2B6 enzimaktivitasa ¢s mRNS expresszidja (N=85) kdzotti
Osszefliggés vizsgalata az enzimaktivitds alapjan becsiilt fenotipus kategoéridk
fliggvényében. *P<0,0001, PM gyenge metabolizalo, IM intermedier metabolizalo, EM
extenziv vagy gyors metabolizalo
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8. abra: A nem szerepének hozzajarulasa a CYP2B6 enzimaktivitashoz (S-mefenitoin N-
demetilaz) A) a CYP2B6 genotipus alapjan megallapitott fenotipus csoportokban, illetve
B) CYP2B6 aktivitas alapjan meghatarozott fenotipus csoportokban. A kiegészitd dbran
a ndk és férfiak majszévetében mért aktivitas értékeket tiintettem fel (B).

4.1.4 A CYP2B6 fenotipust meghatarozo genetikai és nem-genetikai tényezék

Az irodalmi adatok alapjan szamos CYP2B6 allélvarianshoz megvaltozott enzimaktivitas
kothetd (Desta et al.,, 2021). Tovabba ismert, hogy a g.-82T>C (rs34223104)
polimorfizmus fokozott CYP2B6 mRNS expresszioval, mig a g.15631G>T (rs3745274)
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nukleotidcsere egy alternativ splicing mechanizmus indukalasaval csokkenti az mRNS
expressziot. A képz6dd aberrans mRNS-varidns nem tartalmazza a 4.-5.-6. exonokat, igy
a teljes hossziisagi CYP2B6 mRNS varians mennyiségi csOkkentésén keresztiil éri el az
enzimaktivitas csokkenését (Zukunft et al., 2005; Hofmann et al., 2008). Azonban a
human majszovet mintakban mért S-mefenitoin N-demetilaz aktivitas, illetve CYP2B6
MRNS expresszié szamos donor esetében nem egyezett meg a CYP2B6 genotipus alapjan
varhat6 fenotipussal. Disszertaciom jelen alfejezetében a CYP2B6 genetikai variabilitas
¢és szamos nem-genetikai tényezo (gyogyszeres terapia, kronikus alkoholfogyasztas, kor,
nem) hatasanak vizsgalati eredményeit taglalom a méaj CYP2B6-szelektiv S-mefenitoin
N-demetilaz aktivitdsira és mRNS expresszidjara. A megfeleld Gsszehasonlitas
érdekében egységesitettiik az aktivitdas (N=105, PM-IM-EM), mRNS expresszi6 (N=93,
alacsony-intermedier-emelkedett) és a genotipus alapu fenotipus kategoriakat (gyenge-
intermedier-normal-gyors). A median  aktivitast (36,17  pmol*mgt*perc?)
kiiszobértékként hasznalva az IM fenotipus kategoriat alacsony és magas IM fenotipus
alkategoridkra osztottuk fel, melyek megfelelnek az intermedier és normal genotipus
alapu fenotipus kategoridknak (5. tablazat, 9A. abra).

5. tablazat: CYP2B6 genotipus alapu fenotipus becslés a PharmVar kritériumai alapjan,
illetve a nem-genetikai tényezok fenokonverzids hatasa.

CYP2B6

. CYP2B6 fenotipus Fenokonverzio
genotipus
nem CYP-
CYPZ,B6 CYP2B6 CYP2B6 CYP2B6 specifikus
genotipus . T 1 x ‘o1
i enzimaktivitds indukaloszer — gétloszer nem-
- kategoriak terapia® terapia® genetikai
becslés ? 1. d
tényezok
*6/*6 G
*6/*9 yenge PM IM-EM PM PM
*1/*6
*5/*6 . magas IM-
*1/%9 Intermedier  alacsony IM EM PM PM
*4/*6
*1/*1 ) alacsony alacsony
. Normal magas IM EM IM-PM IM-PM
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5. tablazat folytatasa a 47. oldalrol

CYPZ,BG CYP2B6 fenotipus Fenokonverzio

genotipus
*1/*4
*1/*22 Gyors EM EM magas IM magas IM
*4/*5

3CPIC alapjan (Desta et al., 2019); "CYP2B6 indukaldszerek: pl. dexametazon,
metilprednizolon, prednizolon, hidrokortizon, kortizon, midazolam, felodipin, diazepam;
‘CYP2B6 gatloszer: pl. amlodipin; “nem CYP-specifikus tényezok: kronikus
alkoholfogyasztas, amoxicillin+klavulansav terapia

Az mRNS expresszio értékelésénél hasonldan jartunk el. A medidn mRNS expresszio
(0,06) alapjan az intermedier expresszioval rendelkezd donorokat alacsony €s magas
intermedier mRNS expresszalok kozé soroltuk, igy feleltetve meg az intermedier és
normdl genotipus alapi fenotipus kategdridknak (9B. abra). A méajszdvet donorok
anamnézisében fellelhetd fenokonvertald nem-genetikai faktorok kozé a CYP-specifikus
CYP2B6 indukaldszer terapia (diazepam, dexametazon, metilprednizolon, felodipin,
kortizon, midazolam) és gatloszer terapia (amlodipin), illetve nem CYP-specifikus
amoxicillintklavulansav terapia és kronikus alkoholfogyasztas tartoztak (Katoh et al.,
2000; Pascussi et al., 2000; ’t Hoen et al., 2001; Parkinson et al., 2006; Aitken & Morgan,
2007; Vrzal et al., 2010; Ceni et al., 2014; DeLemos et al., 2016; Gao & Tsukamoto,
2016; Stépélnkové et al., 2016; Teschke, 2018; Skoda et al., 2020).

4.1.4.1 A CYP2B6 genetikai variabilitas és a nem-genetikai tényezok hatasa a maj
CYP2B6 S-mefenitoin N-demetilaz aktivitasara

A CYP2B6 genotipus alapjan gyenge metabolizalo fenotipustinak mindsitett 9 majszovet
donor (azaz mindkét alléljukon csokkent funkcidju enzimet kodolo, CYP2B6*6/*6 vagy
CYP2B6*6/*9 genotipussal rendelkezé donorok) koéziil csupan egy mutatott alacsony
enzimaktivitast [PM fenotipus, 19,82 pmol/(mg*perc)]. Alacsony/magas IM vagy EM
fenotipus kategoridkba tartoz6 5 szovetdonor esetében indukaldszer terdpia
(metilprednizolon, dexametazon, diazepam) magyarazta a megndvekedett CYP2B6
aktivitast (9A. abra). A genotipus alapjan varhato intermedier metabolizalé fenotipusu
(N=36, CYP2B6*1/*6, CYP2B6*5/*6, CYP2B6*1/*9 vagy CYP2B6*4/*6 genotipus)
szovetdonorok CYP2B6 aktivitdsa tag hatarok kozott valtozott [6,47 - 432,7
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pmol/(mg*perc)]. Harom szdvetdonor PM fenotipusa a kortorténetiikben fellelhetd
CYP2B6 gatloszer terapia (amlodipin) alkalmazdsdhoz vagy a krénikus
alkoholfogyasztashoz volt kothetd. Tovabba, a CYP2B6 indukaloszer terapia
alkalmazasa szignifikdnsan gyakrabban fordult el6 a magas IM/EM aktivitassal
rendelkezé donorok esetében Osszevetve az alacsony IM fenotipus kategoridkban
kimutathat6 gyakorisagi adatokkal (12/18 magas IM/EM vs 1/12 alacsony IM, OR: 22;
95% CI: 2,27-213; P=0,0024) (9A. abra). A CYP2B6 genotipus alapjan normal
metabolizalonak mindsitett (N=54, CYP2B6*1/*1 vagy CYP2B6*1/*5 genotipusu)
szovetdonoroknal magas IM fenotipust vartunk, azonban nagymértékli S-mefenitoin
N- demetilaz aktivitas variabilitast tapasztaltunk [9,25 - 538,3 pmol/(mg*perc)]. Szamos
PM, illetve alacsony IM fenotipusii donor kortorténetében az aktivitds csokkenéssel
egylitt  jar6  gyogyszeres terapia (CYP2B6  gatloszer amlodipin  vagy
amoxicillintklavulansav) alkalmazéasara talaltunk informaciot, illetve kronikus
alkoholfogyasztok is fordultak eld koztiik ellentétben a magas IM fenotipusuakkal (12/30
PM/alacsony IM vs 0/14 magas IM, OR: 19,6; 95% CI: 1,07-359,6; P=0,0084). A
CYP2B6 EM fenotipus kialakuldsat csupan az intermedier metabolizald6 donorok
6todénél (2/10) magyarazta a metilprednizolon vagy midazolam terapia indukal6 hatasa
(9A. abra). A CYP2B6*1/*4, CYP2B6*1/*22 vagy CYP2B6*4/*5 genotipust hordozo,
varhatoan gyors metabolizald szovetdonorok (N=6) koziil csupan 2 donor (CYP2B6*1/*4
¢s CYP2B6*1/*22 genotipussal rendelkezok) esetében volt kimutathato a genotipus
alapjan vart EM fenotipus, egy donor esetében a kronikus alkoholfogyasztasnak volt
tulajdonithatd a magas IM fenotipus [43,41 pmdl/(mg*perc)]. Tovabbi 3 donor
kortorténetében a genotipus alapjdn vartnal alacsonyabb aktivitas kialakulasanak

magyarazatara nem talaltunk adatot (9A. 4bra).

Osszefoglalva, a CYP2B6 genetikai variabilitas csupan 29 szdvetdonor (27,6%) esetében
igazolta a maj S-mefenitoin N-demetilaz aktivitasat. Tovabbi 35 szévetdonor (33,3%)
esetében a CYP2B6 fenotipust a nem-genetikai tényezok befolyasolhattdk. Ugyanakkor
a donorok 39,1%-anal (41/105) a kortorténet nem tartalmazott relevans informaciot
fenokonvertald nem-genetikai tényezokrél, igy megallapithattuk, hogy a CYP2B6

metabolizalo képesség mértéke a genotipus alapjan vart fenotipustol eltér.
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9. dbra: A m4j CYP2B6 enzim aktivitasa (A) és mRNS expresszidja (B) a donor CYP2B6
genotipusanak fliggvényében, jelolve a CYP2B6 indukdlo- és gatldszer terapiat,
amoxicillin+tklavulansav kezelést, kronikus alkoholfogyasztast, mint nem-genetikai
tényezOt. A szaggatott vonal a CYP2B6 median aktivitast, illetve mRNS expressziot
jeldli, mely elvalasztja a magas és alacsony IM fenotipus kategéridkat. Az abrdk alatti
tablazatokban 0Osszegzésre keriiltek a genotipus alapjan becsiilheté fenotipus
csoportokban beazonositott nem-genetikai tényezok.

4.1.4.2 A CYP2BG6 genetikai variabilitas és a nem-genetikai tényez6k hatasa a maj

CYP2B6 mRNS expresszidjara

Két alléljukon csokkent funkci6ji enzimet hordozdk gyenge metabolizald fenotipusunak
tekintheték (N=6, CYP2B6*6/*6 vagy CYP2B6*6/*9 genotipust) és a majszovetben
alacsony CYP2B6 mRNS expresszidot varhatunk. Azonban, csupdn egy donor
majszovetében detektaltunk alacsony mRNS expressziot, ugyanakkor tobb mint 10-
szeres kiilonbség volt megfigyelhetd a legalacsonyabb (0,02179) és a legmagasabb
(0,2932) CYP2B6 mRNS expresszid kozott. Négy donor esetében, koztiik meglepd
moédon egy alacsony mRNS expresszioval rendelkezonél, indukaloszer terdpiat
(diazepam, dexametazon, metilprednizolon) azonositottunk (9B. abra). Egy normal és
egy csokkent funkcidji enzimet kodold allélt hordozoknal (N=34, CYP2B6*1/*6,
CYP2B6*5/*6, CYP2B6*1/*9 vagy CYP2B6*4/*6 genotipus) az irodalom szerint
alacsony intermedier CYP2B6 mRNS expresszid varhato, azonban a vizsgalt majszovet

mintakban nagymértékii, 42-szeres variabilitast tapasztaltunk a legalacsonyabb és a
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legmagasabb mRNS expresszio kozott (0,01418 és 0,60709). Az alacsony mRNS
expressziot mutatd majszovet mintdknal a donor torténetben eléfordult alacsony mRNS
expresszid kialakulasat magyarazd nem-genetikai tényez6 (alkoholizmus) szemben az
alacsony intermedier mRNS expresszioval rendelkezok csoportjaval (3/9 az alacsony
expresszidjuaknal vs 0/11 az alacsony intermedier expresszidjuaknal, OR: 12,39; 95%
Cl: 0,549-279,4; P=0,073). A CYP2B6-specifikus indukaldszer (felodipin, kortizon,
metilprednizolon) kezelésre utald adat szignifikdnsan gyakrabban fordult el6 a magas
vagy magas intermedier mRNS expresszioval rendelkezd szovetdonorok esetében
Osszehasonlitva az alacsony intermedier mRNS expresszioji mintdkkal (12/14
magas/magas intermedier vs 0/11 alacsony intermedier; OR: 115; 95% ClI: 4,973-2659,5;
P<0,0001) (9B. abra). Két, normal funkcidji enzimet kodold allélt hordozok (N=48,
CYP2B6*1/*1 vagy CYP2B6*1/*5 genotipusti) varhatdan magas intermedier mRNS
expresszioval birnak, azonban szdmos, ettdl eltéré mRNS expresszidji majszovet mintat
talaltunk. Az alacsony és alacsony intermedier mRNS expresszioji majszovetek felében
az amoxicillintklavuldnsav terapia és/vagy a kronikus alkoholfogyasztas fenokonvertalo
hatdsa magyarazhatja az alacsonyabb mRNS expressziot (11/22 alacsony és alacsony
intermedier vs 1/16 magas intermedier; OR: 15; 95% CI: 1,678-134,1; P=0,0051). Harom
magas mRNS expresszioju szovetdonor kortorténetében irtak le CYP2B6 indukaldszer
terapiat (metilprednizolon, midazolam, dexametazon) (3/10 magas expresszio vs 0/16
magas intermedier; OR: 15,4; 95% CI: 0,703-337,5; P=0,0462) (9B. abra). Habar az egy
normal (CYP2B6*1) és egy emelkedett enzimaktivitast kodolo allélt (CYP2B6*4 vagy
CYP2B6*22) hordoz6é donorok (N=5) varhatéan a gyors metabolizaldo csoportba
tartoznak, csupadn egy donor madjszovetében detektaltunk magas CYP2B6 mRNS
expressziot (0,54). Fokozott transzkripciot eredményezd hatast jegyeztek fel a
CYP2B6*22 allélvarians esetében, azonban az allélt heterozigéta formaban hordozo6 2
szovetdonor csak magas intermedier CYP2B6 mRNS expressziot mutatott. Tovabbi 3,
CYP2B6*1/*4 genotipustt szovetdonor CYP2B6 mRNS szintje alacsony/magas
intermedier, valamint magas expresszidju volt, melyek koziil egynél, magas intermedier

expresszidju donorndl jegyeztek fel kronikus alkoholfogyasztast (0,08) (9B. abra).

Osszefoglalva, 29 majszovet donor mintdjaban, azaz az Ssszes minta 31,2%-aban a
CYP2B6 genotipus alapjan megallapithaté CYP2B6 mRNS expresszio igazolhatd volt.

Tovabbi 33 donor esetében, mely a mdajmintak 35,5%-at jelentette, a donorok
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kortorténetében feljegyzett nem-genetikai tényez6k magyardztdk a CYP2B6 mRNS
expresszid megvaltozasat. A fennmaradé 31 szovetdonor (33,3%) esetében nem talaltunk

magyarazatot a genotipus alapjan varttol eltéré6 CYP2B6 mRNS expresszio kialakulasara.

4.1.4.3 A CYP2B6 fenotipus kialakulasaban relevans genetikai és nem-genetikai

tényezok meghatarozasa tobbvaltozos linearis regresszioval

A CYP2B6 SNV-k, illetve haplotipusok, valamint a CYP2B6-specifikus indukaloszer
vagy a nem CYP-specifikus amoxicillintklavuldnsav terapia, valamint a kronikus
alkoholfogyasztds, mint kovaridnsok CYP2B6 aktivitasra és mRNS expresszidra
gyakorolt hatasanak becslésére tobbvaltozds linearis regresszids analizist végeztiink (6.
tablazat). Els6 modelliinkben a genetikai tényezdk €s a fenotipus kapcsolataban csupan a
CYP2B6 mRNS expresszidja és a fenotipus csokkenéssel Osszefliggésbe hozott
CYP2B67*6 allélt jelold g.- 82T/15631T/18053G/25505T haplotipus kozott mutattunk ki
szignifikans  Osszefiiggést (P=0,02). Tovabba igazoltuk, hogy mind az
aktivitas/expresszid csokkenést, mind az emelkedést el6idézo faktorok meghatarozoak a
CYP2B6 S-mefenitoin N-demetilacioban, illetve mRNS expresszidban (P=0,05 és
P=0,006, illetve P=0,02 és P<0,001). Masodik modelliinkben a g.15631G>T, valamint a
0.18053A>G nukleotid szubsztitticiokrol mutattuk ki, hogy szignifikans hatést
gyakoroltak a CYP2B6 mRNS expressziora (P=0,004, valamint P=0,04), azonban az
S- mefenitoin N-demetilacid6 mértéke csupan a g.15631T SNV jelenlétével mutatott
Osszefliggést (P=0,03). A nem-genetikai tényezOk koziil a legjelentésebbnek a CYP2B6-
specifikus indukaloszer terapia bizonyult (aktivitds: P=0,005; mRNS expreszio:
P<0,001). A donorok neme egyik modellben sem volt hatassal a CYP2B6 aktivitasara

vagy az mRNS expresszidjara.
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6. tablazat: A CYP2B6 SNV-k, haplotipusok, illetve nem-genetikai tényezdk (gyogyszeres terapia, alkoholfogyasztas, nem) hatasa a CYP2B6
fenotipusra tobbvaltozds regresszids modellek felallitasaval.

1.
Modell

Viltozok CYP2B6 aktivitas CYP2B6 mRNS expresszio
B koefficiens [ P B koefficiens B P
(SE) koefficiens (SE) koefficiens
CYP2B6*4 (1) 74,52 (40,75) 0,175 0,07 0,09 (0,05) 0,177 0,07
g.-82T/15631G/18053G/25505C
CYP2B6*5 (<) 9,34 (18,65) 0,047 0,62  -0,03(0,03) -0,117 0,22
g.-82T/15631G/18053A/25505T
CYP2B6™6 (|) -14,97 -0,090 0,39 |-0,05(0,02) -0,240 0,02
9.-82T/15631T/18053G/25505T | (17,53)
CYP2B6™9 (|) -46,98 -0,079 0,43  -0,08 (0,07) -0,111 0,27
9.-82T/15631T/18053A/25505C  (58,90)
CYP2B6*22 (1) 32,85 (56,52) 0,055 0,56 0,02 (0,07) 0,022 0,82
g.-82C/15631G/18053A/25505C
Csokkenést okoz6 faktorok? -41,08 -0,195 0,05  -0,07(0,02) -0,236 0,02
(21,40)
Emelkedést okozo faktor® 65,41 (23,29) 0,308 0,006 0,11 (0,03) 0,395 <0,001
Nem -17,25 -0,104 0,29  -0,02(0,02) -0,073 0,46
(16,04)
Konstans 67,30 (13,70) <0,00 0,12(0,02) <0,001
1
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6. tablazat folytatasa az 53. oldalrol

Valtozok CYP2B6 aktivitas CYP2B6 mRNS expresszio
B koefficiens [ P B koefficiens [ P
(SE) koefficiens (SE) koefficiens
9.-82T>C (rs34223104) 32,10 (56,79) 0,054 0,57 0,02 (0,07) 0,021 0,82
9.15631G>T (rs3745274) -79,98 -0,485 0,03 -0,16 (0,05) -0,728 0,004
(38,01)
g.18053A>G (rs2279343) | 63,33 (36,59) 0,386 0,08 |0,11(0,05) 0,496 0,04
9.25505C>T (rs3211371) 8,69 (18,76) 0,044 0,64 -0,04(0,03) -0,124 0,19
| Indukéloszer terapia 65,90 (22,73) 0,311 0,005 0,11(0,03) 0,391 <0,001 |
2. Amoxicillin+klavulansav terapia -35,03 -0,120 0,22 -0,06 (0,04) -0,148 0,14
Modell (28,38)
Alkoholfogyasztas -33,12 -0,119 0,21  -0,06(0,03) -0,174 0,07
(26,75)
Nem -15,34 -0,092 0,34  -0,01(0,02) -0,052 0,59
(16,01)
Konstans 67,09 (13,86) <0,00 0,12(0,02) <0,001
1

#%kronikus alkoholfogyasztas, amoxicillin+klavulansav terapia, "indukéloszer terapia
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4.2 Neuroblasztomaval diagnosztizalt syermekek CYP2B6 genotipusa és a

ciklofoszfamid kezelésiik kozotti lehetséges Osszefiiggések vizsgalata

4.2.1 A betegek CYP2B6 és CYP2C19 genotipusa

Neuroblasztomaval kezelt gyermekek vérmintainak felhasznalasaval —(N=50,
Semmelweis Egyetem) meghataroztuk a klinikailag relevans és a kaukazusi fehér
populacidéban gyakori CYP2B6 [g.18053A>G (rs2279343), 9.15631G>T (rs3745274),
0.25505C>T (rs3211371), valamint g.-82T>C (rs34223104)] és CYP2C19 [¢9.19154G>A
(rs4244285), 9.17948G>A (rs4986893), g.1A>G (rs28399504), valamint g.-806C>T
(rs12248560)] SNV-ket és haplotipusokat (7. tablazat). Hasonldan a majszévet mintak
CYP2B6 genotipus meghatdrozdsdhoz, a neuroblasztoma betegeknél is a
g.- 82T/15631G/18053A/25505C haplotipust tekintettik CYP2B6*1 all¢lnak, mig a
g.- 806C/1A/17948G/19154G  haplotipust CYP2C19*1 allélnak azonositottuk. A
CYP2B6 esetében a leggyakoribb allélok a CYP2B6*6 és a CYP2B6*5 voltak 22,0%-0s,
illetve 11,0%-os el6fordulassal, a CYP2B6*4 és CYP2B6*22 allé¢lok csak szorvanyosan
fordultak eld (5,0%, illetve 1,0%), mig a CYP2B6*9 allél egyaltalan nem fordult el6 a
vizsgalatunkba bevont gyermekeknél. Tovabba, a betegek CYP2B6 genetikai variabilitasa
hasonlonak bizonyult a hazai majszovetdonorok CYP2B6 genetikai diverzitasaval (4. és
7. tablazat). A betegeknél a CYP2C19 allélok koziil csupdn a CYP2C19*2 ¢s a
CYP2C19*17 allél volt azonosithatd 15,3%-0s, illetve 20,4%-o0s el6fordulassal. A
CYP2B6 és CYP2C19 allélok relativ gyakorisaga a betegekben hasonlo volt a kaukazusi
populaciokban megfigyelt eléfordulasi adatokhoz (7. tablazat) [Zanger & Schwab, 2013,
Zanger & Klein, 2013; lonova et al., 2020; Zhou & Lauschke, 2022; PharmVar CYP2B6
gene-specific information tables. (2023/07), PharmVar CYP2C19 gene-specific
information tables. (2023/07)]. A CYP2B6 és CYP2C19 genotipus alapti enzimfunkcio
becsléshez a PharmVar és CPIC ajanlasait kovettiik [Desta et al., 2019; Lee et al., 2022;
PharmVar CYP2B6 gene-specific information tables. (2023/07), PharmVar CYP2C19
gene-specific information tables. (2023/07)]. A betegek tobb mint fele (N=30/50)
normal/gyors CYP2B6 metabolizalonak bizonyult, mig 40%-a (N=20/50) a
gyenge/kozepes CYP2B6 metabolizalok kozé tartozott. A CYP2C19*1/*1 genotipusu
betegeknél (N=23) normal CYP2C19 metabolizmus varhat6, mig a CYP2C19*2 allélt
homozigdta (CYP2C19*2/*2) vagy heterozigota (CYP2C19*1/*2 vagy CYP2C19*2/*17)
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formaban hordozokat tekintettilkk gyenge/intermedier CYP2C19 metabolizaloknak
(N=12/49). A homozigota (CYP2C19*17/*17) vagy heterozigota CYP2C19*17 alléllal
(CYP2C19*1/*17) rendelkezéket a gyors/ultragyors CYP2C19 metabolizalokat
kategoriajaba soroltuk (N=15/49) (7. tablazat). Egy betegnél nem tortént CYP2C19
genotipus meghatarozds. A betegek CYP genotipus adatai feltdltésre keriiltek
PRJEB61781 azonositéval az EMBL-EBI European Variation Archive (EVA) (Cezard et
al.,, 2022) adatbazisba [EMBL-EVI EVA Association between CYP2B6 genetic
variability and cyclophosphamide therapy in pediatric patients with neuroblastoma
(2023/05)].

7. tdblazat: Neuroblasztomaval kezelt betegek (N=50) és a kaukazusi populacidban leirt
CYP2B6 ¢s CYP2C19 allél és genotipus gyakorisagok.

Gyakorisag (%)

Nb  Neuroblasztoma  Kaukazusi AKktivitas/Expresszio®

betegek populacio®
CYP2B6 allélok
*4 5 5,0 2,2-6,2 Aktivitas 1
5 11 110 9-12.2 mRNS expresszio €s
’ ’ aktivitas <>
6 22 22,0 7-28,1 MRNS expresszio ¢és
*Q 0 0 0-4,4 aktivitas |
%2 1 10 1424 mRNS expresszid és
' T aktivitas 1
CYP2B6 CYP genotipus alapu
genotipusok fenotipus becslés?
*1/*6 14 28,0 22,1-22.9 ) )
a i Gyenge/intermedier
6/*6 2 4,0 5,4-7,3 CYP2B6
*5[*6 2 4,0 5,3-7,3 metabolizalok
N=20
*4/*6 2 4,0 <2,1 ( )
esql/EsdL 17 34,0 21-24.1
i Normal/gyors
1/*5 9 18,0 7,3-11,3 CYP2B6
*1/*4 3 6,0 1-4 metabolizalok
(N=30)
*1/*22 1 2,0 1,3-2,1
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7. tdblazat folytatasa az 56. oldalrol

Gyakorisag (%)

Nb  Neuroblasztéma  Kaukdzusi Aktivitas/Expresszio®

betegek populacio®
CYP2C19 allélok®
*2 15 15,3 6,0-15,0
*3 0 0 <1 Aktivitas @
*4 0 0 <1
*17 20 20,4 21,5-250  MRNS expresszio cs
aktivitas 1
CYP2C19 CYP genotipus alapu
genotipusok® fenotipus becslés?
*1/*2 6 12,2 18,3-18,5  Gyenge/intermedier
CYP2C19
*)[*
2z 3 6.1 21 metabolizalok
*2/*17 3 6,1 6,3 (N=12)
Normal CYP2C19
*1/*1 23 46,9 39,0-40,5 metabolizalok
(N=23)
*1/*17 11 22,4 26,9-27,5  Gyorsiultragyors
CYP2C19
*17/*17 3 6,1 4.6-4,7 metabolizalok
(N=14)

aCYP2B6 és CYP2C19 genotipus alapjan becsiilhet6 fenotipus a PharmVar, illetve CPIC
szerint [PharmVar CYP2B6 gene-specific information tables. (2023/07), PharmVar
CYP2C19 gene-specific information tables. (2023/07); Desta et al., 2019; Lee et al.,
2022], °)CYP alléllok vagy betegek szdma; “Referencia: lasd 2. és 3. tablazat, 9Egy beteg
CYP2C19 genotipus adata hianyzik

4.2.2 A ciklofoszfamid terapiat koveté toxikus mellékhatisok megjelenése

neuroblasztoma betegeknél

A neuroblasztomaval diagnosztizalt betegek legalabb harom cikluson at ,,alacsony” (1-
2,6 mg/ttkg/nap) vagy ,kozepes” (10,5-38 mg/ttkg/nap) doézisu ciklofoszfamidot
tartalmazo terapias blokkjai alatt 0sszegyiijtott klinikai adatait tekintettiik at (Emadi et
al., 2009). Az adatok kozott a ciklofoszfamid-indukalta maj-, vese- és huagyholyag
toxicitasra, valamint mieloszuppressziora utal6 tiineteket kerestiik. A toxicitds mértékét a
National Cancer Institute CTC kritériumrendszere (verzio 2.0) alapjan hataroztuk meg és
Osszesitettlik a 10. abran, illetve szamszer(i adatok a Fliggelék 5. tablazatban talalhatok.

A kritériumrendszer alapjan a méjfunkcio-, illetve vesefunkcié romlés a szérum GPT és
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c sy

hatarat meghaladd) tartomanyba emelkedésébdl, mig a mieloszuppresszid a limfocita,
neutrofil granulocita, valamint trombocita szam koros (a normal tartoméany als6 hatara
ald) csokkenésébol becsiilhetd (Fiiggelék 5. tablazat). A vesefunkcid megvaltozasanak
értékelésekor tovabba a szérum natrium ¢€s kalium értékeket is figyelembe vettiik, illetve
a hugyhodlyag toxicitast a véres vizelet tiinetének megjelenésével jellemeztik. A
hematoldgiai toxicitds kialakulasdban a monocita, eozinofil granulocita, illetve
vorosvértestek érzékenységét is vizsgaltuk. Mint a legtobb kemoterapias szernél
megfigyelhetd, a ciklofoszfamid terapiadt kovetden is leggyakrabban hematoldgiai
toxicitas alakul ki, ahogy a vizsgédlatunkba bevont betegeknél is tapasztaltuk. A
toxicitasra utald sejtszam csokkenés altalaban a kezelés utani 7-15. napon alakult Ki
Osszehangban a korabbi tanulmanyokban leirtakkal (Fraiser et al., 1991; Langford, 1997;
de Jonge et al., 2005). A vizsgalt populacioban jellemzden grade 3 limfopénia, grade 4
neutropénia és/vagy grade 3/grade 4 trombocitopénia alakult ki, illetve szamos beteg
esetén a monocitak (39/45), eozinofil granulocitak (36/45) és vorosvértestek (39/50)
szdma is jelentdsen csokkent a referencia tartomany alsé értékeihez képest (10. abra,
Fiiggelék 5. tablazat, 10. tablazat). A masodik leggyakrabban eldforduld mellékhatas a
majfunkcio romlasa volt, bar jellemzéen enyhe toxicitas volt megfigyelhet6 (27/49, grade
1 és grade 2 vs 2/49, grade 3) (10. abra, Fliggelék 5. tablazat). A kivalasztoszervrendszert
érintd mellékhatasok enyhék és sporadikusak voltak. A szérum kreatinin koncentracidja
csupan 2 beteg (2/49) esetében érte el a grade 1 fokozatot, bar a gyermekek 28,6%-anal
(14/49) emelkedett szérum natrium és/vagy kalium koncentracid alakult ki. A
ciklofoszfamid kezeléshez kothetd mellékhatasok koziil az egyik legjelentdsebb a
hugyholyag karosodédsa (haemorrhagids cistitis) vizsgalatunkban 3 beteg (3/49) esetén
fordult eld, mely a kezelés elején az elsé vagy masodik ciklusban jelentkezett és a késdbbi

ciklusok sordan nem fordult el6 (10. abra, Fiiggelék 5. tablazat, 8. tablazat).
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10. abra: A ciklofoszfamid terdpiat kdvetd

T T T T
Limfocitdk Neutrofil  Trombocitak GPT

granulocitak

T
GGT Kreatinin

Ciklofoszfamidhoz kotheté toxicitasok

toxikus

események gyakorisaga

neuroblasztoma betegeknél a National Cancer Institute CTC kritériumrendszere (verzid
2.0) alapjan. NT: betegek, akiknél nem fejlodott ki toxicitds. GPT: szérum alanin-
aminotranszferaz. GGT: szérum gamma-glutamil-transzferaz.

8. tablazat: M4j-, vese- és hugyhdlyag toxicitast jelz6 tiinetek gyakorisaga a CYP2B6
genotipus alapjan megallapitott fenotipus (gyenge/intermedier vagy normal/gyors
metabolizalo) csoportokban.

Szervspecifikus toxicitast

Gyenge/intermedier

Normal/gyors CYP2B6

jelzo paraméterek CYP2B6 metabolizalok metabolizalok P

Majtoxicitas

GPT 26,3% (5/19) 60,0% (18/30) 0,03

GGT 21,0% (4/19) 40,0% (12/30) 0,21
Vesetoxicitas

Kreatinin 0,0% (0/19) 6,6% (2/30) 0,51

Natrium 5,2% (1/19) 6,6% (2/30) 1,00

Kalium 26,3% (5/19) 26,6% (8/30) 1,00

Hugyholyag toxicitas
Véres vizelet 0,0% (0/19) 10% (3/30) 0,27
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4221 A ciklofoszfamid kezeléshez kotheté hepatorenalis, illetve hiigyholyag

toxicitas megjelenése a betegek CYP2B6 genotipusanak fiiggvényében

Neuroblasztomaval kezelt gyermekeknél vizsgaltuk, hogy a CYP2B6 genotipus alapjan
becsiilt fenotipus mutat-e 0sszefiiggést a toxicitast kivalté metabolit (foszforamid mustar,
akrolein) képzdédésnek koszonhetd ciklofoszfamid toxicitas (maj-, és vesefunkcid romlés
¢és hugyholyag karosodas) kialakulasaval (8. tablazat). A gyenge/intermedier CYP2B6
metabolizalok negyedénél (5/19, 26,3%) meghaladta a szérum GPT koncentricidja a
normal referencia tartomany felsd hatarat, mig a normal/gyors CYP2B6 metabolizald
betegek tobb mint felénél figyeltiink meg koros szérum GPT szint ndvekedést (18/30,
60,0%). Megallapitottuk, hogy a betegeck CYP2B6 metabolizadld képessége
szignifikansan hozz4jarult a ciklofoszfamid kezelést kovetd majkéarosodas kialakuldsdhoz
(OR: 0,238; 95% CI: 0,068-0,835; N=49, P=0,03) (8. tablazat). A genetikai (CYP2B6
SNV-kel, haplotipusok), illetve nem-genetikai (kor, nem) tényezdk és a szérum GPT szint
emelkedés Osszefiiggésének tobbvaltozos logisztikus regresszids analizise megerdsitette,
hogy a koros szérum GPT szintek el6forduldsa szignifikdnsan alacsonyabb volt a
gyenge/intermedier CYP2B6 metabolizaloknal, Osszehasonlitva a normal/gyors
metabolizalok esetében eldforduld gyakorisagi adatokkal (9. tablazat, 2. modell, P=0,02),
feltételezhetden a csokkent mRNS expressziot, illetve enzimaktivitast okoz6 CYP2B6*6
(0.-82T/15631T/18053G/25505T) allélvarians jelenléte miatt (9. tablazat, 1. modell,
P=0,008). Ugyanakkor a 3. modellben vizsgalt CYP2B6 SNV-k, valamint a
nem- genetikai tényezdok (nem, kor) egyik modellben sem befolyasoltak szignifikdnsan a

GPT szint emelkedését (9. tablazat).
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9. tdblazat: Toxikus tartoméanyba emelkedett szérum GPT szintek el6fordulasa a CYP2B6
SNV, haplotipus, valamint az ¢életkor (<1,5 év és >1,5 év) és a nem fiiggvényében. A
tablazat a tobbvaltozds logisztikus regresszios vizsgalat eredményeit tartalmazza.

Valtozék Novekedett szérum GPT szint
B koefficiens
(SE) Exp B P
CYP2B6*4 (1) _
0.-82T/15631G/18053G/25505c 069 (1.09) 0.49 0,76
CYP2B6*5 ()
0.-82T/15631G/18053A/25505T 22 (0.86) U2 il
CYP2B6%6 (|) _
0.-82T/15631T/18053G/255057 o' (0.74) 0,13 0,008
1. Modell CYP2B6*22 (1) 2331 _
0.-82C/15631G/18053A/25505C  (79461)  (49FLL 1,00
Nem 0,21 (0,70) 1,23 0,76
Kor 0,64 (0,71) 1,89 0,37
25,60
Konstans (79461) 1,31E+11 1
Gyenge/intermedier CYP2B6 -1,56 (0,67) 0,21 0,02
Nem 0,11 (0,65) 1,12 0,86
2. Modell
Kor 0,60 (0,68) 1,82 0,38
Konstans 0,60 (0,75) 1,83 0,42
0.-82T>C (1s34223104) 2233 4906408070 1
' (40192)
0.15631G>T (rs3745274) 0,27 (1,37) 131 0,84
0.18053A>G (152279343) 1, (1,39) 0,14 0,16
3. Modell 0.25505C>T (1s3211371) 11,39 (0,89) 0,24 0,11
Nem 0,47 (0,70) 0,95 0,94
Kor 0,02 (0,10) 1,02 0,80
24,39
Konstans (40192) 0 1

Meg kell emliteni, hogy a szintén majkarosodasra utal6 koros szérum GGT koncentracid

eléfordulasa nem volt Osszefiiggésben a CYP2B6 fenotipussal (gyenge/intermedier
CYP2B6 metabolizalok 4/19 vs normal/gyors CYP2B6 metabolizalok 12/30, OR: 0,400;
95% CI: 0,106-1,502; P=0,21) (8. tablazat). Tovabba a vizsgalt betegpopulacidban

alacsony szamban fordult eld kivalasztoszervrendszert érintd karosodas, és szignifikans
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Osszefliggés nem volt kimutathaté a CYP2B6 metabolizald fenotipussal. A szérum
natrium és kalium szintek koros emelkedésének gyakorisaga azonos volt a
gyenge/intermedier, valamint normal/gyors CYP2B6 metabolizalok csoportjaban
(natrium: 1/19 vs 2/30; OR: 0,778; 95% CI: 0,0656-9,223; P=1,00) (kalium: 5/19 vs 8/30,
OR: 0,982; 95% CI: 0,667-3,615; P=1,00). Azonban érdemes megjegyezni, hogy bar
sporadikusan fordult elé a hugyhdlyag karosodéasara utald véres vizelet tiinetként (3/49),
valamint a vesetoxicitast jelzé emelkedett szérum kreatinin koncentracio (2/49), viszont
csupan normal CYP2B6 metabolizalo (CYP2B6*1/*1 vagy CYP2B6*1/*5 genotipust)
betegek esetén volt megfigyelhetd (8. tablazat).

Osszefoglalva, a neuroblasztdmaval diagnosztizalt betegeknél a ciklofoszfamid terapia
enyhe majkarosodashoz vezetett. A majtoxicitas alacsonyabb gyakorisaggal fordult eld a
gyenge/intermedier CYP2B6 metabolizalo képességli betegek esetében feltehetden a
csokkent CYP2B6 enzimaktivitast eredményezd CYP2B6*6 (9--
82T/15631T/18053G/25505T) allélnak kdszonhetéen, mely jelentdsen hozzajarult a
koros szérum GPT koncentracid eléforduldsanak csokkenéséhez. A ciklofoszfamid
terapiaval Osszefliggd vese- és/vagy holyagkéarosodds nem volt kapcsolatba hozhat6 a

betegek CYP2B6 metabolizal6 képességével.

4.2.2.2 A ciklofoszfamid kezeléshez kotheté mieloszuppresszi6 megjelenése a

betegek CYP2B6 genotipusanak fiiggvényében

Az emberi szervezet egyes sejtpopulacioi, kiillondsen a vérképzd sejtek, rendkiviil
érzékenyek a ciklofoszfamid DNS alkilalé hatdséra, ezért megvizsgaltuk, hogy a betegek
CYP2B6 metabolizalo fenotipusa hozzajarul-e a ciklofoszfamid terapiat kdvetd
mieloszuppresszié kialakulasahoz (10. tablazat). Megallapithato volt, hogy a limfocita,
trombocita, neutrofil és eozinofil granulocita, monocita, valamint vordsvértesteket érintd
sejtszam csokkenés eltéré gyakorisaggal fordult el a gyenge/intermedier, valamint
normal/gyors CYP2B6 metabolizald betegeknél. Nagymértékii (grade 3) limfopénia
ritkabban alakult ki a gyenge/intermedier CYP2B6 metabolizaloknal 6sszehasonlitva a
normal/gyors CYP2B6 metabolizalokkal (13/18 vs 28/29; Chi%: 6,044, N=47, P=0,015).
A grade 3 és grade 4 trombocitopénia el6fordulas hasonléan magasabb volt normal/gyors
CYP2B6 metabolizaloknal, mint a gyenge/intermedier metabolizalok csoportjaban

(24/30 vs 10/20; Chi?: 5,588, N=50, P=0,018). Tovabba a monocita szam csdkkenése
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szintén 0Osszefliggést mutatott a CYP2B6 metabolizald képességgel (normal/gyors
metabolizalok 26/27 vs gyenge/intermedier metabolizalok 13/18; OR: 10,000; 95% CI:
1,056-94,730; N=45, P=0,030). A tovabbi sejtpopulaciok (neutrofil és eozinofil
granulocitak, illetve vordsvértestek) sejtszdm csokkenése és a betegek CYP2B6

metabolizalo fenotipusa kozott nem mutattunk ki szignifikans 6sszefiiggést.

Osszefoglalva megallapitottuk, hogy a neuroblasztoméaval kezelt betegek CYP2B6
metabolizal6 kapacitasa osszefliggésbe hozhat6 a ciklofoszfamid terapiat kovetéen egyes
sejtpopulaciok (limfocita, trombocita, monocita) szamanak stlyos (grade 3, grade 4)

csokkenésével, igy hozzajarulva a hematoldgiai toxicitas kialakulasahoz.

10. tablazat: A vérképzodés karosodasat jelzd sejtszam csokkenés eldforduldsa a
gyenge/intermedier, illetve normal/gyors CYP2B6 metabolizalo betegeknél.

Gyenge/intermedier Normal/gyors CYP2B6 P

CYP2B6 metabolizalok metabolizalok
Limfocitak (N=47) 0,015
Grade 0 5,6% (1/18) 0,0% (0/29)
Grade 1/2 22,2% (4/18) 3,4% (1/29)
Grade 3 72,2% (13/18) 96,6% (28/29)
Trombocitak (N=50) 0,018
Grade 0 35,0% (7/20) 10,0% (3/30)
Grade 1/2 15,0% (3/20) 10% (3/30)
Grade 3/4 50,0% (10/20) 80,0% (24/30)
Monocitak (N=45) 0,030
>LLN* 27,8% (5/18) 3,7% (1/27)
<LLN* 72,2% (13/18) 96,3% (26/27)
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10. tablazat folytatasa a 63. oldalr6l

Gyenge/intermedier Normal/gyors CYP2B6 P
CYP2B6 metabolizalok metabolizalok
Neutrofilek (N=49) 0,306
Grade 0 0,0% (0/19) 0,0% (0/30)
Grade 1/2 10,5% (2/19) 3,3% (1/30)
Grade 3/4 89,5% (17/19) 96,7% (29/30)
Eozinofilek (N=45) 0,449
SLLN* 27,8% (5/18) 14,8% (4/27)
<LLN* 72,2% (13/18) 85,2% (23/27)
Vorosvértest (N=50) 0,489
SLLN* 15,0% (3/20) 26,7% (8/30)
<LLN* 85,0% (17/20) 73,3% (22/30)

*LLN: normal referencia tartomany als6 hatarértéke

4.2.3 A ciklofoszfamid kezelés kimenetele a betegek CYP2B6 és CYP2C19

genotipusa fiiggvényében

A ciklofoszfamid aktivalasaban a CYP2B6 elsddleges szerepet tolt be, mig a CYP2C19
enzimnek masodlagos szerepet tulajdonitanak, igy e két enzim aktivitasa befolyasolhatja
2019). A kemoterapias kezelésre adott valaszt, azaz a terapia kimenetelét a vizsgalatba
bevont betegek elsddleges tumorvalasza alapjan hataroztuk meg. 24 beteget, akiknél
teljes, vagy részleges remisszio volt azonosithatod, a kezelésre reagdlonak mindsitettiink,
mig 26 betegre, akiknél a megbetegedés stabil, progredidlo vagy negativ kimenetell
(elhalalozéas) volt, a kezelésre nem-reagdlonak tekintettiink (Fiiggelek 3. tablazat).
Munkédm részeként mindkét CYP enzim genotipus alapu gyogyszer-metabolizalo
képességét Osszevetettilk a betegeknél tapasztalt terapia kimenetellel a retrospektiv
analizis soran. Azt tapasztaltuk, hogy a kiilonb6zé CYP2B6 vagy CYP2C19 metabolizald
képességli betegeknél azonos aranyban fordultak eld a terdpiara reagdlok, illetve
nem- reagalok (CYP2B6 gyenge/kdzepes : normal/gyors metabolizalok 9:15 a reagaldk
¢s 11:15 a nem-reagadlok csoportjaban, P>0,05; CYP2C19 gyenge/kdzepes: normal:
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gyors/ultragyors metabolizalok 8:9:5 a reagdlok és 4:13:9 a nem-reagaldk csoportjaban,
P>0,05) (11. abra).

A) CYP2B6 B) CYP2C19
] Gyors/ultragyors
Normél/gyors [ Normal
Gyenge/intermedier ] Gyengelintermedier
100 100

80

15

60

40

20 9 1

Neuroblasztoma betegek eloszlasa (%)

4

T T T T T 1
Reagalék  Nem-reagalok Reagalok  Nem-reagalok

11. dbra: A betegek eloszlasa a ciklofoszfamid tartalmi kemoterapidra adott valasz szerint
az egyes genotipus alapjan becsiilt CYP2B6 (A) és CYP2C19 (B) metabolizalo
kategoriakban. A terdpiara reagéalod csoportba a teljes, valamint részleges remissziot, a
nem-reagald csoportba a stabil és progrediald betegséget mutatd vagy negativ terapia
kimenetell (elhalalozott) betegek tartoztak.

A CYP2B6 SNV-k ¢és haplotipusok, valamint a nem és az életkor terapia kimenetelre
gyakorolt hatasat tobbvaltozos logisztikus regresszié analizissel is elemeztiik (11.
tablazat). Az értékelés soran megallapitottuk, hogy a CYP2B6 genetikai variabilitisa nem
mutat 0sszefiiggést a betegek kemoterdpiara adott valaszaval, azonban a nem ¢€s az €letkor
(1,5 év alatti ¢és feletti) jelentds mértékben befolydsolta a terdpia kimenetelét. Mindkeét
modell szerint a 1,5 év alatti betegek kedvezobb terapia kimenetelre szamithattak idosebb
tarsaikhoz képest (1. modell: P=0,02; 2. modell: P=0,01), illetve a ldnyok kemoterapidra
adott elsédleges tumorvalasza kedvez6bb volt, mint a fitké (P=0,03) (11. tablazat).
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11. tablazat: CYP2B6 SNV-k, valamint haplotipusok, illetve a kor és a nem hatdsanak
vizsgalata a ciklofoszfamid tartalma kemoterapia kimenetelére tobbvaltozos logisztikus
regresszi6 alkalmazéséaval.

Valtozok Terapiara adott valasz
B koefficiens (SE) Exp B P

CYP2B6*4 (1)

g.-82T/15631G/18053G/25505C 1,39 (1.22) 4,01 0.25
CYP2B6*5 (<)

0.-82T/15631G/18053A/25505T 2 (U= 168 0.56
CYP2B6*6 (|)

g.-82T/15631T/18053G/25505T 0.73 (0.73) 2,08 0.32

1. Modell CYP2B6*22 (1) )

9.-82C/15631G/18053A/25505C BLel (@) 0,00 1,00

Nem -1,57 (0,73) 0,20 0,03

Kor -1,7 (0,75) 0,18 0,02

30413

Konstans 21,83 (40192) 4571 1,00

9.-82T>C (rs34223104) -22,11 (40192) 0,00 1,00

9.15631G>T (rs3745274) 0,29 (1,47) 1,34 0,83

g.18053A>G (rs2279343) 0,45 (1,45) 1,58 0,75

2 Modell g.25505C>T (rs3211371) 0,38 (0,9) 1,46 0,67

Nem -1,5(0,72) 0,22 0,03

Kor -0,75 (0,74) 0,17 0,01

1,338
Konstans 23,31 (40192) E+10 1,00
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5 Eredménvyek értékelése

A CYP2B6 genetikai varidansai nagyban hozzdjarulhatnak szdmos, a human
gyogyaszatban alkalmazott hatdéanyag (antiretroviralis, daganatellenes, antidepresszans,
illetve antimalarias szerek) farmakokinetikai variabilitasahoz (Langmia et al., 2021). A
CYP2B6 szubsztratjai koziil kiemelendd a daganatellenes ciklofoszfamid alkilaldszer,
melyet szdmos daganatos betegség, koztilk a csecsemdket és kisgyermekeket érintd
neuroblasztoma kezelésében alkalmaznak (Giraud et al., 2010; Matthay et al., 2016).
Habar a kaukazusi populacioban leggyakoribb CYP2B6 allélvariansokrol (CYP2B6*4,
CYP2B6*5, CYP2B6*6, CYP2B6*9, illetve CYP2B6*22) ismert, hogy a CYP2B6
expresszid ¢és/vagy enzimaktivitds megvaltozasaval eltér6 CYP2B6 metabolizalo
képesség jon létre, egyén-fiiggd (pl. kor, nem) és kornyezeti (pl. gyogyszeres terapia,
kronikus alkoholfogyasztds) nem-genetikai tényezdk jelentdsen csdkkenthetik vagy
novelhetik a CYP2B6 genotipus alapjan becsiilt fenotipust (Shah & Smith, 2015; Desta et
al., 2021).

Ertekezésem elsé felében célul tiiztem ki a CYP2B6 genetikai valtozatossag és szamos
nem-genetikai faktor hatdsanak értékelését a CYP2B6-szelektiv aktivitdsra, az
S- mefenitoin N-demetilaciora és a CYP2B6 mRNS expressziora, valamint a CYP2B6
genotipus-fenotipus eltérésre human méjszévet mintdkban. Ismert, hogy a ciklofoszfamid
metabolizmusa soran képz0do citotoxikus foszforamid mustar, valamint az akrolein és
kloracetaldehid toxikus metabolitok klinikailag is jelentds, szervspecifikus kadrosodasokat
idézhetnek elé (de Jonge et al., 2005; Raccor et al., 2012). Masrészt a nitrogénmustar
CYP2B6-nak meghatarozd, mig a CYP2C19 enzimnek masodlagos Szerepe van.
Kovetkezésképpen a CYP2B6 ¢és CYP2C19 nagyfoka genetikai variabilitasa
befolyasolhatja a betegek ciklofoszfamid terapiara adott valaszat, ezaltal a terapia eltérd
hatékonysagahoz, illetve toxikus mellékhatasok kialakuldsahoz vezethet (Helsby et al.,
2019). Ertekezésem masodik felében neuroblasztomaban szenvedé gyermekek adatainak
bevonasaval (N=50) jellemeztem a ciklofoszfamid bioaktivacioja szempontjabdl relevans
CYP enzimek farmakogenetikai tulajdonsagait, melyek ismeretében feltehetden
igazolhat6 a ciklofoszfamid terdpidhoz kotott toxikus mellékhatdsok megjelenése és a

kedvezdtlen terapia kimenetel alakulésa.
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5.1 A CYP2B6 genetikai variabilitas, illetve az egvyén-fiiggo és kornyezeti

nem-genetikai faktorok hozzajarulasa a maj CYP2B6 fenotipusahoz

A CYP2B6 genetikai variabilitasdnak értékelése nem egyszeri folyamat, mivel az
allélvariansok hatasanak megfeleld interpretalasa mellett mar a CYP2B6 SNV-k
kimutatasa is technikai nehézségekbe iitkozik (Desta et al., 2021). A g.18053A>G
nukleotidcsere meghatarozasara beallitottunk és validaltunk egy kétlépésbdl allo, a nested
és touchdown PCR technikak, valamint TagMan-probak alkalmazasan alapul6 kimutatasi
modszert, amely a CYP2B7P-hez nagyon hasonld szekvencia kornyezetben is képes
CYP2B6-szelektiv SNV azonositasra. A CYP2B6 allélvariansok ¢és haplotipusok
kimutatasi, illetve CYP2B6 genotipus alapti fenotipus becslési modszere beilleszthetd
Kutatocsoportunk munkatarsai  altal kidolgozott CYP-fiiggd személyre szabott
gyogyszeres terapia felallitasat segitd CYPtest™ rendszerbe (Temesvari et al, 2012). A
0.-82T>C, g.15631G>T és g.25505C>T polimorfizmusokra tervezett, kereskedelmi
forgalomban elérheté PCR esszék, valamint az altalunk kifejlesztett g.18053A>G
nukleotidcsere kimutatasi modszer alkalmazasaval azonositott CYP2B6 SNV-k alapjan
meghatarozhattuk a kaukédzusi populacidban leggyakoribb ¢és klinikailag relevans
CYP2B6*4, CYP2B6*5, CYP2B6*6, CYP2B6*9, valamint CYP2B6*22 polimorf

allélvariansokat.

A 119 méjszovet mintaban kimutatott CYP2B6 allélvarians és diplotipus gyakorisagok
hasonlonak bizonyultak a kaukdzusi populacioban leirtakkal [4. tdblazat; PharmVar
CYP2B6 gene-specific information tables (2023/07); Zanger & Klein, 2013; Zhou &
Lauschke, 2022]. A magyarorszagi populacio6 CYP2B6 genetikai hatterérél csekély
informécio all rendelkezésre. Weber és mtsi tobb szaz egészséges magyar Onkéntes
mintdjat (N=431) feldolgoz6 tanulményaban csupdn a g.15631G>T (c.516G>T)
polimorfizmust vizsgaltak, mely megtalalhato tobbek kozott a CYP2B6*6, valamint a
CYP2B6*9 allélvariansokban is. A g.15631G>T SNV publikalt gyakorisaga (21,4%)
hasonld volt a vizsgalatunkban (a majszovet mintakban) Kimutatott CYP2B6*6
allélvarians gyakorisagahoz (28,1%) (4. tablazat; Weber et al., 2015). Eredményeink a
CYP2B6 szélesebb korli genetikai polimorfizmusainak feltardsaval tovabb bovitik a

magyar populaci6 CYP2B6 genetikai variabilitasarol eddig szerzett ismereteket.
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A huméan majszovet mintdk CYP2B6 fenotipusat a mikroszomalis S-mefenitoin
N- demetilaz aktivitas, illetve a CYP2B6 mRNS expresszié alapjan értékeltiik. A
CYP2B6-szelektiv enzimaktivitds meghatarozasanak egyik javasolt enzimreakcidja az
S- mefenitoin proba szubsztrat N-demetilacidja nirvanolla (Yuan et al., 2002), melyet
érdekes mddon csupan néhany CYP2B6 genotipus-fenotipus kapcsolatat vizsgdlo
tanulmanyban alkalmaztak (Lang et al., 2001; Lamba et al., 2003; Barber et al., 2020).
Ismert, hogy az igen gyakori CYP2B6*6 allélvariansrol a 4.-5.-6. exonokat nem
tartalmazd ,,csonka” mRNS varidns képzddése miatt szignifikdnsan kevesebb
funkcioképes enzimfehérje szintetizalodik (Hofmann et al., 2008). Ezért fontos a
CYP2B6 mRNS  expresszi6 mennyiségi  meghatarozasi  reakci6 ~mRNS
varians- specificitdsanak biztositdsa, melyet vizsgalatunkban a majszovetmintak
CYP2B6 mRNS expresszidja és S-mefenitoin N-demetilaz aktivitasa kozott megfigyelt

magas korrelacio igazolt (6B. abra).

A majszovet mintdkban kimutattuk, hogy a CYP2B6*6 allélvariansban talalhatd
2.15631G>T ¢és g.18053A>G  polimorfizmusok szignifikdnsan befolyasoltak
(csokkentették) a CYP2B6 mRNS expressziot és/vagy a S-mefenitoin N-demetilaz
aktivitast, valamint a CYP2B6*6 all¢lvariansra jellemz6 g.-82T/15631T/18053G/25505T
haplotipus hozzdjarult a CYP2B6 mRNS expresszid csokkenéséhez (6. tablazat).
Mindezen megallapitasaink megerdsitik Hofmann és mtsainak kovetkeztetését, miszerint
a CYP2B6*6 allélvarians az mRNS expresszidé csokkenésével eredményez alacsony
enzimaktivitast a majban (Hofmann et al., 2008). A CYP2B6 enzimaktivitasanak
csokkenése kovetkezésképpen a CYP2B6 szubsztratok metabolizmusanak csokkenésével
jarhat egyiitt (pl. efavirenz és bupropion) (Desta et al., 2007; Hofmann et al., 2008;
Ariyoshi et al., 2011; Wang et al., 2020). A CYP2B6 genetikai polimorfizmus jelentdsen
befolyasolta az efavirenz expozicié mértékét; az efavirenz plazma szint csokkenését irtdk
le CYP2B6*1/*6, illetve CYP2B6*6/*6 genotipusu HIV-fertézott betegeknél, mely
alapjan az alkalmazott hatéanyag dozisanak csokkentését javasoltak (Rotger et al., 2007;
Desta et al., 2019). A PharmVar CYP2B6 genotipus alapu fenotipus becslés kritériumait
[PharmVar CYP2B6 gene-specific information tables. (2023/07)] alapul véve a CPIC
ajanlast fogalmazott meg a CYP2B6 genotipus alapu fenotipus meghatarozasra, illetve az

efavirenz dozis korrekcidjara (Desta et al., 2019).
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A CYP2B6 fenotipus kialakitasara, illetve a CYP2B6 szubsztratok farmakokinetikai
viselkedésére jelentds hatasa lehet még a novekedett enzimaktivitassal, és/vagy mRNS
expresszioval Osszefiiggésbe hozott g.-82T/15631G/18053G/25505C (CYP2B6*4),
illetve g.-82C/15631G/18053A/25505C (CYP2B6*22) haplotipusok (Desta et al., 2021).
A CYP2B6 ezen genetikai valtozatai és a majszovet mintdk CYP2B6 fenotipus kozott
azonban nem sikertiilt 6sszefiiggést kimutatni vélhetéen az alacsony el6fordulas miatt (4.
és 6. tablazat). Ugyanakkor meg kell jegyezni, hogy a bupropion farmakokinetikai
viselkedését érdemben kevéssé befolyasolta a CYP2B6*6 allélvarians jelenléte (Kharasch
& Crafford, 2019; Kirchheiner et al., 2003). Ismertek olyan in vitro és in vivo
tanulményok, amelyekben a CYP2B6 allélvaridnsok szubsztrat-specifikus hatasat
gyakorolt hatasa igencsak ellentmondasos az irodalomban (Xie et al., 2003; Ariyoshi et
al.,, 2011; Raccor et al., 2012). Tovabba PharmVar mindsitése alapjan emelkedett
enzimaktivitast eredményez6 CYP2B6*4 allélvaridnsnak alacsony ciklofoszfamid 4-
hidroxilaz aktivitast tulajdonitottak dsszevetve a ,,vad-tipust” CYP2B6*1 allélvarianssal
(Ariyoshi et al., 2011; Raccor et al., 2012); mig in vivo a CYP2B6*1/*4 genotipust
daganatos betegeknél nem talaltak eltérést a 4-hidroxiciklofoszfamid képzddés
mértékében a CYP2B6*1/*1 genotipusu egyénekhez képest (Shu et al., 2017). A CYP2B6
genotipus-fenotipus kapcsolatra vonatkozo ellentmonddsos eredmények ellenére
valdsziniisithetd, hogy a CYP2B6 genetikai variabilitds hozzajarul a CYP2B6-szelektiv
szubsztratok metabolizmusanak egyéni eltéréseihez, igy befolyasolva a terdpia
kimenetelét vagy a toxikus mellékhatasok megjelenését (Helsby et al., 2019; Yoon et al.,
2020; Packiasabapathy et al., 2021; Eum et al., 2022). Sajat eredményeink és az irodalmi
ismeretek alapjan elmondhato, hogy a CYP2B6 allélvariansok hatasanak interpretalasat
elésegitheti az egységes genotipus alapu fenotipus kategorizalas alkalmazéasa, melyhez jo
tampontot nyUjt a PharmVar altal biztositott kritériumrendszer. Munkénk sordn a
kaukazusi populacioban leggyakoribb CYP2B6 allélvariansok hatasat értékeltiik, azonban
ezeken kiviil ismertek még tovabbi funkcid-mddosulassal jard ritkdbban eléforduld
allélvariansok is (pl. CYP2B6*7 vagy CYP2B6*12), amelyek nem keriiltek azonositasra
a majszovet mintakban [PharmVar CYP2B6 gene-specific information tables. (2023/07)].

A human ma4jszévet mintak kevesebb mint egy harmadanal egyezett meg a CYP2B6

genetikai variansok alapjan a becsiilhetd és az S-mefenitoin N-demetilacio aktivitas,

70



illetve a CYP2B6 mRNS expresszido alapjan meghatarozott fenotipus. A majszovet
mintdk tobb mint 35%-anal a donorok kortdrténetében rogzitett nem-genetikai tényezok
jarultak hozza a CYP2B6 fenotipus szignifikans megvaltozasahoz (9. abra). Ugyanakkor
a majszovet mintak kozel 30%-anal nem talaltunk magyarazatot a CYP2B6 genotipusbol
becsiilhetd fenotipustol vald eltérésre, amelyet egyrészt olyan fenokonvertalo
nem- genetikai tényezokkel magyarazhatunk, amelyekre vonatkozoan a szdvetdonorok
klinikai torténete nem tartalmazott informaciot. Masrészt a kaukazusi populacioban ritkan
eléforduld, funkciovaltozassal jard genetikai variansok (pl. CYP2B6*7), amelyeket az
SNV analizissel nem azonositottunk, lehetnek feleldsek az eltéré fenotipus
megjelenéséért. Ismert, hogy a CYP2B6 enzimaktivitas és expresszio egyének kozott
megfigyelt variabilitaisa a CYP2B6 genetikai polimorfizmusa mellett olyan
fenokonvertalé nem-genetikai faktoroknak is kdszonhetd, mint a nem, kor, gyogyszeres
terapia, vagy a kiilonféle megbetegedések (Turpeinen & Zanger, 2012; Desta et al., 2021;
Langmia et al., 2021). Egyes szerzék kimutattak a nem CYP2B6 miikodésre gyakorolt
hatasat, n6knél magasabb CYP2B6 expressziot €s aktivitast mutattak ki, mint férfiakban,
melyet az 6sztrogén-szint altal szabalyozott hatasnak tulajdonitottak (Lamba et al., 2003,;
Al Koudsi & Tyndale, 2010; Dickmann & Isoherranen, 2013; Chiang et al., 2017).
Azonban mas tanulmanyokban nem talaltak sszefliggést a nem és a CYP2B6 fenotipus
kozott, ahogy sajat vizsgalatunkban sem tudtuk igazolni a nem CYP2B6 aktivitast
befolyasolo hatasat (Parkinson et al., 2004; Hofmann et al., 2008; llic et al., 2013; Pearce
etal., 2016).

A majszovet mintak CYP2B6 fenotipusat befolyasold relevans fenokonvertalod
nem- genetikai faktoroknak tekintettiik a CYP2B6-specifikus és nem CYP-specifikus
gyogyszeres terapiat €s a kronikus alkoholfogyasztas miatt kialakult majkarosodést. A
szovetdonorok klinikai torténetében feltiintetett antibiotikum (amoxicillintklavulansav)
terapia a szovet/szervkivételt megel6zden a fertézések megeldzésére szolgalt, mig az
egyéb hatéanyagok a donorok kronikusan alkalmazott terapiajarol feljegyzett
informaciokbol szarmaztak. A CYP2B6 genetikai variabilitasan til a CYP2B6-szelektiv
gatlo és indukaloszerekre fokuszaltunk, melyek atmeneti enzimaktivitds csokkenést,
illetve emelkedést idézhetnek el6 (Turpeinen & Zanger, 2012; Zanger & Schwab, 2013;
Desta et al., 2021; Zhao et al., 2021). A CYP2B6 gatloszerek kozvetleniil az

enzimaktivitasra fejtik ki hatasukat, a kialakult gatloszer-enzim komplex pedig a
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mikroszoma-izolalast kovetden is fennmaradhatott, és a gatlo hatas érvényesiilt az in vitro
S-mefenitoin  N-demetilaz  aktivitasban is. A CYP2B6 indukaldszerek altal
megemelkedett mMRNS, enzimfehérje szint és aktivitas hozzavet6legesen 2 hétig is fenn
allhat, amely szintén tetten érhet6 volt a mikroszoma rendszerben is (Sun et al., 2007). A
majszovet mintafeldolgozas protokolljanak szigoru betartasa sziikséges ahhoz, hogy
reprodukalhaté, megbizhaté és Osszehasonlithato eredményt kapjunk az egyes
szovetmintakbol a gyogyszeres terapia CYP2B6 fenotipusra gyakorolt hatasarol. Egy
normal és egy intermedier CYP2B6 enzimaktivitasi majszovet donornal talaltunk
informaciét amlodipin terapia alkalmazasara, mely magyardzhatta a genotipus alapjan
becsiilt fenotipustol vald eltérést (alacsony, PM aktivitast) (9A. abra). A CYP2B6
enzimaktivitas erds gatlészerei az 1,4-dihidropiridin tipust kalcium csatorna
antagonistak, mint az amlodipin (Katoh et al., 2000; Krasulova et al., 2017). Tovabba a
majszovet donorok kozel egy 6todénél CYP2B6 indukaloszer terapiat azonositottunk
(rifampicin, prednisolon, kortizon, hidrokortizon, dexametazon, diazepam, midazolam,
felodipin), melyek a CAR ¢és PXR nuklearis receptor fehérjék aktivalasaval képesek
szabalyozni a CYP2B6 transzkripciot és ndvelni a genotipus alapjan megallapithato
gyenge, intermedier vagy normal metabolizal6 képességet (CYP2B6 mRNS expressziot
és S-mefenitoin N-demetilaz aktivitast) (Pascussi et al., 2000; ’t Hoen et al., 2001,
Parkinson et al., 2006; Vrzal et al., 2010; Stépénkové et al., 2016; Skoda et al., 2020). Az
egy vagy két, csokkent funkcioju enzimet kodold allélt hordozo (CYP2B6*6 és/vagy
CYP2B6*9 allélvarianssal rendelkezd) gyenge vagy intermedier metabolizaloknal
szamos, a genotipus alapjan becsiilhetd fenotipustol eltérd magas vagy magas intermedier
aktivitas és expresszio kialakulasa magyarazhato volt CYP2B6-specifikus indukaloszer
terapiaval (9A. abra). Loboz és mtsi egészséges Onkénteseken végzett vizsgalatukban
bemutattak, hogy a rifampicin indukci6é emelkedett bupropion kiliriilést eredményezett,
novelte a hidroxilalt bupropion metabolit képzddését még a csdkkent funkcidju enzimet
kodolo CYP2B6*6 allélvarianst hordozoknal is (Loboz et al., 2006). Erdekes megfigyelés,
hogy sajat vizsgalatunkban a CYP2B6-szelektiv indukaloszerrel kezelt szovetdonorok
83%-a (19/23) egy vagy két kopiaban hordozta a CYP2B6*6 allélvarianst. A rifampicin
indukalé hatasanak CYP2B6 genotipus-fiiggd érzékenységét a g.-82T>C polimorfizmus
esetén is kimutattak, ugyanis a rifampicin indukci6 hatasara a g.-82C-t hordozoknal az

aktivalt PXR nuklearis receptor fehérje nagyobb mértékben kotddott a promoter régidhoz
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(Li etal., 2010). Erdemes megjegyezni, hogy CYP2B6 gatloszerek esetén is megfigyeltek
CYP2B6 genotipus-fiiggd érz¢kenységet. A CYP2B6*6 allélvarians példaul kevésbé volt
érzékeny szamos gatloszerre (szertralin, klopidogrel), mint a ,,vad-tipusa” CYP2B6*1

(Talakad et al., 2009; Xu et al., 2012).

A mijszovet mintdknal tapasztalhatd gyenge vagy intermedier CYP2B6 mRNS
expresszio, illetve  S-mefenitoin  N-demetildz  aktivitdis  szamos  esetben
amoxicillin+klavulansav terapiaval és/vagy kronikus alkoholfogyasztassal —volt
kapcsolatba hozhat6. Az irodalomban nincs informécié az amoxicillin+klavulansav
antibiotikum terdpia, valamint kronikus alkoholfogyasztds CYP2B6-szelektiv
enzimaktivitast gatld vagy expressziot csokkentd hatdsar6l, azonban ismerten
majkarositod tényezok, igy azt feltételeztiik, hogy a karosodas altal indukalt gyulladasos
folyamatok modosithattak a CYP mRNS expressziot és enzimaktivitast (Ceni et al., 2014;
Chan & Anderson, 2014; Gao & Tsukamoto, 2016; Teschke, 2018). In vitro vizsgalatok
igazoltadk, hogy szamos gyogyszer-metabolizdlo CYP enzim szuppresszidjdban
meghataroz6 szerepe van az IL-6, IL-18, tumor nekrozis faktor a (TNFa) citokineknek
¢és a patogén asszocialt lipopoliszacharidoknak (LPS). A gyulladasos folyamatok soran
felszabadul6 anyagok hatasara a CYP expressziot szabalyzo transzkripcids faktorok, mint
indukcidés medidtorok vagy a konstitutiv CYP expressziot befolyasold hepatocita
nukledris faktorok kifejezddése visszaszorul, illetve a gyulladasi folyamatokkal
Osszefliggd miRNS hatasra csokken a CYP mRNS stabilitasa, amely végiil alacsony CYP
aktivitast eredményez (de Jong et al., 2020; Stanke-Labesque et al., 2020). Az IL-6 és
IFNy (interferon y) pro-inflammatorikus citokinekrdl ismert, hogy szuppresszaljak a
CYP2B6 mRNS és fehérje expressziot, és a CYP2B6 enzimaktivitas csokkenését idézik
el (Aitken et al., 2006; Dickmann et al., 2011; Klein et al., 2015; Shah & Smith, 2015;
Ning et al., 2017).

Human majszovet mintakon végzett vizsgalatokban kimutattuk, hogy a CYP2B6
genetikai variabilitds szignifikdnsan hozzajarult a CYP2B6 fenotipus kialakulasdhoz
(mRNS expressziohoz €s enzimaktivitashoz), mig a fenokonverziot okozo nem-genetikai
faktorok a genetikai faktorokhoz hasonld6 mértékben eredményezhettek CYP2B6
fenotipus valtozast, s6t a fenokonverzios hatas el is fedhette a CYP2B6 allélvariansok
hataséat. Al Koudsi és mtsi értékelése szerint a CYP2B6 fehérje expresszid variabilitasa

csupan tizedrészben volt betudhato a CYP2B6 genotipusnak, tovabbi 35%-ban az
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indukaloszerek és a nem, mint fenokonverzids tényez6 hatasa volt igazolhato a fenotipus
kialakulasaban (Al Koudsi & Tyndale, 2010). Ing Lorenzini és mtsi a CYP enzimek
farmakogenetikai hatterének értékelése soran viszonylag jo6 CYP2B6 genotipus-fenotipus
egyezést talalt a gyenge és gyors metabolizalo betegeknél (67% ¢s 100%), azonban az
intermedier metabolizalok csoportjdban csak mindossze 38%-ban tapasztaltak egyezést,
mig a normal metabolizalokndl a CYP2B6 fenotipust nem lehetett visszavezetni a
genotipusra (Ing Lorenzini et al., 2021). Egy retrospektiv tanulmanyban Rollason és mtsi
kimutattak, hogy a krénikus fajdalom kezelése soran a gydgyszer-mebatolizald enzimek
fenotipusat meghatarozd genetikai variabilitas és nem-genetikai faktorok 40%, illetve
28%-ban jarultak hozza a terapia hatastalansagahoz vagy a mellékhatasok kialakuldsdhoz

(Rollason et al., 2020).

A CYP2B6 fenotipus becslés sordn a genetikai faktorok mellett sziikséges, hogy
értékeljiik és figyelembe vegylik a relevans nem-genetikai tényezok hatdsat is, ezaltal a
CYP2B6 genotipus alapt fenotipus becslés kozelebb keriilhet a valds fenotipushoz,
amellyel a gyodgyszeres terapia személyre szabott alkalmazhatosdga kiterjeszthetdové
valhat az efavirenzen és szertralinon kiviil szamos CYP2B6 szubsztrat hatéanyagra (pl.

ciklofoszfamidra).

52 A CYP2B6 genetikai variabilitas és a ciklofoszfamid terapia

osszefiigoései neuroblasztomaval kezelt syermekeknél

A neuroblasztoma a leggyakoribb gyermekkori, koponyan kiviili, szolid daganatos

megbetegedés (Steliarova-Foucher et al., 2017; Georgakis et al., 2018), amelynek

crer

crer

miikodésének ¢és a ciklofoszfamid-indukalta mellékhatdsok megjelenése vagy a
ciklofoszfamid kezelés kimenetele kozotti  kapcsolatot — értékeld  vizsgalat
neuroblasztomaval diagnosztizalt gyermekek bevondsaval. A ciklofoszfamid
ciklofoszfamid terdpia  kozotti  kapcsolatot  vélhetden — elsdként  vizsgaltuk
neuroblasztomaval kezelt gyermekeknél. A vizsgalatba bevont betegek kezelése eldre

rogzitett protokoll szerint tortént az alacsony és magas kockéazati besorolas alapjan. Az

74



egyes CYP2B6 és CYP2C19 metabolizal6 csoportokban az alacsony €s magas kockazati
besoroldsu betegek aranya azonos volt. Eredményeink értékeléséhez mas daganatos
megbetegedéssel diagnosztizalt (pl. B-sejtes non-Hodgkin limféma, illetve kozponti
idegrendszeri daganatos megbetegedések) vagy csontveldtranszplantaciot megel6zo,
ciklofoszfamid-kezelt, elsGsorban felnétt betegeken végzett vizsgalatok tapasztalatait
hasznaltuk fel (pl. McDonald et al., 2003; de Jonge et al., 2006; Veal et al., 2016;
Campagne et al., 2020).

Daganatos felnott betegeknél a daganatellenes és szupportiv gyogyszeres terapia soran
gyakoriak a sulyos kimenetelli gyodgyszer-kolcsonhatdsok, melyek kialakulasaban
szdmos gyogyszer-metabolizalé enzim (koztik CYP enzimek is), illetve transzporter
genetikai hatterének jelentdségét emelték ki. Azonban daganatos gyermekek esetén
korlatozottan allnak rendelkezésre farmakogenetikai vizsgalati eredmények, igy a sajat
vizsgélataink értékelésében a felndttekre vonatkozd eredmények lehetnek segitségiil
(Mlakar et al., 2016; Shugg et al., 2022). A ciklofoszfamid metabolizmusaban elsddleges
szerepet jatszo CYP2B6 ¢és a masodlagos szerepet betdltd CYP2C19 enzimek feleldsek
az aktiv és szamos toxikus metabolit (foszforamid mustar, akrolein, kloracetaldehid)
képzodéséért, igy az enzimek genetikai variabilitdsa és expresszidjanak mértéke
hozzéjarulhat a ciklofoszfamid terapiara adott valasz, illetve a ciklofoszfamid altal
indukalt toxikus mellékhatasok megjelenésében megfigyelt egyéni kiilonbségekért (de
Jonge et al., 2005; Helsby et al., 2019). A gy6gyszer-metabolizmusban szerepet jatszo
CYP enzimek expresszids mintazata nem feltétleniil azonos gyermek és felndttkorban
(Hines, 2008). Mig a CYP2B6 expresszio sziiletés utan gyorsan emelkedik és 1 éves korra
eléri a felndttekre jellemzé mértéket, addig a CYP2C19 enzim kifejezddése
gyermekekben alacsony ¢€s csak 10-18 éves korra éri el a felndtt szintet. Ezért
gyermekeknél a CYP2B6 enzimaktivitds keriil eldtérbe a ciklofoszfamid
metabolizmusaban, mig a CYP2C19 amuagy is masodlagos Szerepe teljesen

elhanyagolhatonak tekinthetd.

Human majszovet mintakkal végzett in vitro vizsgalatunkban kimutattuk, hogy a
CYP2B6 fenotipusos megjelenését a genetikai hattér mellett szamos nem-genetikai
tényez0, igy a gyogyszeres terapia vagy az alkoholfogyasztas altal indukalt majkarosodas
modosithatja, mig a kor, illetve a nem szerepe nem jelentds. Fontos megjegyezni, hogy

az in vitro vizsgalatok 18 év feletti donorok majszovet mintdin torténtek, mig a
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neuroblasztoma betegek ¢életkora atlagosan 2,3 év volt (0,1-15,8 ¢év). Masrészt
ellentmondasos adatok allnak rendelkezésre a nem és a CYP2B6 fenotipus kapcsolatara
vonatkozoan (pl. Lamba et al., 2003; Parkinson et al., 2004; Hofmann et al., 2008; Al
Koudsi & Tyndale, 2010; llic et al., 2013; Pearce et al., 2016), ezért értékeltiik az életkor
¢s a nem hatasat is a ciklofoszfamid okozta mellékhatdsok kialakulasara. A
neuroblasztomaval kezelt gyermekek tobbkomponensii gyogyszeres terapiaja esetlegesen
tartalmazhat CYP enzimaktivitast noveld, illetve gatld hatdbanyagokat is, igy hozzajarulva
a gyogyszer-kolcsonhatasok kialakulasahoz. Az elsdsorban CYP2B6-specifikus CAR
nukledris receptor aktivaldsa nyoman kialakul6 indukciés folyamatok a ciklofoszfamid
sejt és hepatocita ko-kultarakban leirtak, hogy a CYP2B6 indukciodjaval a ciklofoszfamid
daganatsejtekre gyakorolt citotoxicitasa emelkedett, igy a kezelés hatékonysdga
novekedett (Hedrich et al., 2016b; Stern et al., 2022). Hasonléan leukemia-hepatocita
kokulturdban, a CAR aktivacio fokozta a ciklofoszfamid bioaktivacido mértékét, igy az
aktiv metabolit képzddését, ezaltal ciklofoszfamid daganatellenes hatdsanak fokozodéasa
volt megfigyelheté (Wang et al., 2013). A CYP enzimek fenokonverzidjat kialakito
tényezok koziil gyermekek esetében a kronikus alkoholfogyasztas kovetkeztében
kialakulo majkarosodas nem tekinthetd relevans tényezének. Ugyszintén a gyogyszeres
terapiat nem tekintettiik kiilon tényezének a multivariancia analizis soran, mivel nem
Vet, illetve Lenoir és mtsi 6sszefoglald tanulmanyukban kifejtették, daganatos (pl. akut
limfoid leukémia) és nem-daganatos (pl. laz vagy szepszis) megbetegedések soran
kialakulé gyulladas jelentdsen hozzajarulhat a gyogyszer-metabolizmus, igy a
gyogyszeres terapidban alkalmazott hatéanyagok farmakokinetikai viselkedésének
megvaltozasahoz nemcsak felnéttek, de gyermekek esetén is (Vet et al., 2011; Lenoir et
al.,, 2021). Ugyanakkor nem taladltam arra vonatkozo irodalmi adatot, hogy
neuroblasztomaval diagnosztizalt betegek gyogyszer-metabolizald kapacitasanak
megvaltozasa Osszefiiggésben lehet-e a daganatos megbetegedés indukalta gyulladasos
folyamatokkal. Mindezek alapjan a ciklofoszfamid terapia hatékonysdgénak ¢és a
ciklofoszfamidhoz kotheté mellékhatasok értékelése soran elsdsorban a neuroblasztoma
betegek CYP2B6 genetikai variabilitasara fokuszaltunk, tovabba attekintettiik a betegek

¢letkoranak és nemének hatasat is.
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A betegeknél a ciklofoszfamid terapiat kdvetden majfunkcié romlés, a vér alakos elemek
képzddésének visszaszorulasa, illetve a kivalasztoészervrendszert érinté toxikus
mellékhatasokra utald tiinetek (vesefunkcio romlas, illetve haemorrhagias cistitis)
jelentek meg. A ciklofoszfamid metabolitok tovabbi lebontasi ttvonalat és a toxikus
metabolitok hatastalanitdsat az aldehid dehidrogenaz enzimek (ALDH) katalizaljak, igy
a szervezet sejtjeinek ciklofoszfamid érzékenysége a sejtek aldehid dehidrogenaz
(ALDH) enzim koncentraciojanak fiiggvénye. A magasabb ALDHIA1 ¢s ALDH3AI
enzim szintekkel rendelkezd sejtekben a foszforamid mustar prekurzoranak szamito
aldofoszfamid atalakitdsi rataja magasabb, igy kevésbé érzékenyek a ciklofoszfamid
alkilalo hatasara (Emadi et al., 2009). A hepatocitadk magas ALDH koncentracioval
rendelkeznek, igy kevésbé érzékenyek a ciklofoszfamidra (Jones et al., 1995), mely
magyarazhatja a neuroblasztoma betegek esetén megfigyelt jellemzden enyhe mértékii
majkarosodas megjelenését (10. abra, Fiiggelék 5. tablazat). M4jfunkci6é romlast jelzd
atmeneti emelkedését mas szerzok is megfigyelték ciklofoszfamid terapiat kovetden,
eredményeinkhez hasonldéan enyhe és/vagy sporadikus majkarosodast irtak le Huitema,
illetve Barnett és mtsi (Huitema et al., 2002; Ekhart et al., 2008; Ali et al., 2018; Ming et
al., 2019; Barnett et al., 2021). Hematopoetikus progenitor, illetve limfocita sejtekben az
ALDH enzim alacsony mértékben fejezddik ki; az alacsony inaktivacids rata miatt ezek
a sejtek érzékenyebbek a ciklofoszfamidra, igy nagyobb mértékii vérképzdszervi
karosodas kialakulasa varhat6 a ciklofoszfamid kezelést kovetéen (Kastan et al., 1990;
Jones et al., 1995; McCowage et al., 2011), mely 6sszhangban van a vizsgalatunkban
megfigyeltekkel (10. abra, Fiiggelék 5. tablazat). Eredményeinket alatamasztja, hogy
ciklofoszfamid terapidn 1évd japan emlddaganatos betegek kozel felénél, mig egyéb
daganatos megbetegedéssel rendelkezd gyermekek 12-48%-aban alakult ki jellemzden
nagyobb mértékii vérképzdszervi toxicitas (Barnett et al., 2021; Nakajima et al., 2007).
A ciklofoszfamid kezelés egyik legismertebb toxikus mellékhatdsa a haemorrhagias
cistitis, illetve vesefunkcid romlés ritkan alakult ki ciklofoszfamid terapiat kovetden
vizsgalatunkba bevont neuroblasztoma betegeknél, melyet mas tanulmanyok is
alatamasztottak (10. abra, Fliggelék 5. tablazat, 8. tablazat, Huitema et al., 2002; Ekhart
et al., 2008; Veal et al., 2016; Ali et al., 2018; Harahap et al., 2020).
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Vizsgalatunk els6dleges célja volt, hogy becsiiljik a betegek CYP2B6 genetikai
variabilitdsanak hozzdjarulasat a ciklofoszfamid terapiat kovetd madjfunkcidé romlds,
vérképzOszervi toxicitas, illetve kivalasztoszervrendszert érintd (vesefunkcid romlés,
illetve haemorrhagias cistitis) toxicitas kialakuldsahoz. Kimutattuk, hogy neuroblasztoma
betegek CYP2B6 genetikai polimorfizmusa, igy a CYP2B6 metabolizald képessége
szoros Osszefliggésben van a ciklofoszfamid terdpiat koveté méajfunkciéo romléssal,
valamint a sejttipus-specifikus vérképzdszervi toxicitds megjelenésével. Azonban, a
betegek CYP2B6 genetikai variabilitisa nem jarult hozza a kivalasztoszervrendszert
érinté karosodasok kialakulasahoz (8. tablazat). Egy kinai emlddaganatos betegnél
kialakult nagymértékli méjkarosodast a CYP2B6*7 allélvarians jelenléte miatti magas
bioaktivacids ratanak €¢s az ALDH3AL enzim polimorfizmusa kdvetkeztében csokkent
mértékli lebontasnak tulajdonitottak (Ming et al., 2019). Campagne és mtsi szintén a
magas ciklofoszfamid 4-hidroxilaz aktivitaishoz kototték a hematologiai toxicitas
fokozottabb kialakulasat agydaganatos gyermekek bevonasaval végzett vizsgalatukban
(Campagne et al., 2020). Tovabb4, japan daganatos betegeknél tapasztalhatd neutropénia
(grade 4), illetve leukocitopénia megjelenése szignifikans Gsszefiiggésben volt a magas
4-hidroxiciklofoszfamid expozicioval, mig a CYP2B6*6 allélvarianst hordozoknék
kevésbé alakult ki grade 4 neutropénia (Nakajima et al., 2007; Tsuji et al., 2016).
Ugyanakkor més tanulmanyokban nem mutattak ki szignifikéns osszefliggést a ma;j- vagy
vérképzOszervi toxicitds megjelenése, illetve a ciklofoszfamid és metabolitjainak
farmakokinetikaja vagy CYP2B6 SNV-k kozo6tt (McDonald et al., 2003; Haroun et al.,
2015; Labib et al., 2016; Veal et al., 2016; Campagne et al., 2020). Egy tanulmanyban a
magas dozisu ciklofoszfamid terapiat kovetden mutattak ki kapcsolatot a CYP2B6*4
allélvarianshoz kothetd magas bioaktivitas és a hugyholyag karosodasa kozott (Muiiiz et
al., 2022), ugyanakkor a vizsgalatunkba bevont kisbetegeknél a véres vizelet eléfordulasa
sporadikus volt, viszont érdekes modon az érintett betegek mind normal CYP2B6
metabolizald képességlieck voltak (8. tablazat). A gyenge/intermedier CYP2B6
metabolizmussal rendelkezék korében ritkdbban volt megfigyelhetd toxikus esemény
vélhetden a kisebb mennyiségben képz0dd toxikus metabolit miatt, mely vélhetéen a
csokkent enzimfunkcioval Osszefliggd CYP2B6*6 allélvarians gyakori jelenlétének

koszonhetd (8-10. tablazat). Eredményeinket igazolja az a megallapitas, hogy a

crer
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ciklofoszfamid altal indukalt toxicitasok kialakulasaban (de Jonge et al., 2005). Ez
alapjan a biotranszformacioban elsédleges CYP2B6 genotipusanak ismeretében
becsiilhetd lehet a ciklofoszfamidhoz k6t6do szervspecifikus toxicitas kialakulasa, amely
megfeleld, idében végzett szupportiv kezeléssel javithatd, igy hozzajarulva a
ciklofoszfamid személyre szabott klinikai alkalmazasdhoz. A vizsgalat korlatainak
tekinthetdk, hogy a ciklofoszfamid toxikus mellékhatidsainak megjelenését retrospektiv
adatgyijtés, illetve analizis soran vizsgaltuk, tovabba a CYP2B6 miikkodésén kiviil nem
vettilk figyelembe a tovabbi biotranszformacioban szerepet jatsz6 ALDH genetikai
variabilitasat.

Masodlagos célkitiizésiink volt, hogy a neuroblasztomdban szenvedd betegek
ciklofoszfamid terapidra adott valaszat is megvizsgaljuk. Szignifikans Osszefliggést
talaltunk a ciklofoszfamid valasz és a betegek ¢letkora, valamint a nem kodzott, azonban
nem mutattunk ki Osszefiiggést a betegek CYP2B6 genotipusa alapjan becsiilt
metabolizald képesség mértékétdl (11. abra, 11. tablazat). Fontos megjegyezni, hogy a
neuroblasztomaval diagnosztizalt gyermekek terdpidja nemzetkozileg szabalyozott,
kockazati besorolas-alapti protokollja szerint a ciklofoszfamid mellett vinkrisztin,
adriamicin, ciszplatin, karboplatin vagy etopizid daganatkellenes dgenseket tartalmazhat
(Matthay et al., 2016; Meany, 2019; Qiu & Matthay, 2022), amelyek metabolizmusaban
tovabbi, a CYP2B6-tdl eltérd gyogyszer-metabolizald enzimek lehetnek meghatarozoak.
A kezelés elbtti kockazati besorolas egyik legfontosabb szempontja a beteg kora a
betegség diagnodzisanak idejében, mely alapjan az 1-1,5 évnél fiatalabb gyermekek
kedvezdbb terdpia kimenetelre szamithatnak iddsebb tarsaikhoz viszonyitva betegségiik
stadiumbesorolasatol fiiggetleniil (Saito et al., 1997; Cotterill et al., 2000; Aydn et al.,
2009, Graef et al., 2020). A neuroblasztoma korlefolyasaban a betegek neme nem
relevans tényezd, azonban szdmos tanulmanyban bemutatott talélési vizsgalatok
eredményei arra utalnak, hogy a lanyok kedvezdébb terapia kimenetelre szamithatnak a
fiakhoz képest (Pritchard et al., 1989; De Bernardi et al., 2019). Tovabba, a betegség
kigjulasa nagyobb eséllyel fordult eld az 5-éves kdvetési periodus alatt 1. stadiumi
betegséggel diagnosztizalt fiu gyermekeknél, akiknél a tumorban nem tapasztaltak MYCN

génamplifikaciot, mint a hasonld allapota lanyoknal (De Bernardi et al., 2008).

A ciklofoszfamid biotranszformacioban fontos CYP enzimek hozzdjarulasa a

ciklofoszfamid terdpia kimeneteléhez eddig kevéssé volt tisztazott. Néhany
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tanulmanyban a CYP2B6 vagy CYP2C19 genetikai variabilitasa és a kedvezd vagy
kedvezétlen terdpia kimenetel kdzott mutattak ki Osszefiiggést, mig mésok egyaltalan
nem tudtak kimutatni kapcsolatot (Bray et al., 2010; Haroun et al., 2015; Labib et al.,
2016; Shu et al., 2017; Vukovic et al., 2020; Pinto et al., 2021). Ezek koziil kiemelend6
a  rabdomioszarkoma  gyermekek  bevonasaval  végzett két  tanulmany
vinkrisztin/aktinomicin/ciklofoszfamid (VAC) terapia értékelése. Mig Labib és mtsi a
kedvezobb terapia kimenetelt a CYP2B6 K262R varianshoz (g.18053A>G) kotottek,
addig Pinto és mtsi nem mutattak ki Gsszefliggést a betegség 3-éves eseménymentes
tulélési rataja és a betegek CYP2B6 vagy CYP2C19 genetikai variabilitasa kozott (Labib
et al., 2016; Pinto et al., 2021).

Osszefoglalva, a ciklofoszfamid terapia hatékonysaga és a CYP2B6 genetikai variabilitas
kozotti Osszefliggéseket els6ként vizsgaltuk neuroblasztoma betegekben, azonban nem
talaltunk kapcsolatot a ciklofoszfamid terapiara adott valasz és a CYP2B6 genotipus
alapjan megallapitott metabolizald képesség kozott. Ennek lehet az az oka, hogy egyéb
nem-genetikai tényezdk (pl. kiegészitd gydgyszeres terdpia) hatasat nem vizsgaltuk,
illetve etikai okok miatt nem vizsgaltuk a CYP2B6 kifejezddést a betegek majszovetében.
Vizsgalatsorozatunk eredményei alapjan ugyanakkor a betegek CYP2B6 genotipusa
alapjan becsiilt ciklofoszfamid-metabolizald képesség a nem-kivant mellékhatasok
kockazatara hivja fel a figyelmet, igy a betegek CYP2B6 genotipusanak ismeretében a
kezel6orvos iddben felkésziilhet a ciklofoszfamid altal indukalt mellékhatasok

sulyossaganak csokkentését célzo terapia alkalmazasaval.
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6 Kovetkeztetések

A CYP2B6 az egyik legjelentdsebb CYP izoenzim a méjban, fenotipusat szamos polimorf
allélvaridnsa mellett egyén-fiiggd ¢és kornyezeti nem-genetikai tényezOk is
befolyasolhatjak. A daganatellenes terapiaban is alkalmazott ciklofoszfamid részét képezi
ciklofoszfamid enzimes biotranszformacioja elsddleges az aktiv metabolit, valamint a
toxicitasért felelds metabolitok (foszforamid mustar, akrolein, kloracetaldehid)
képzddésében. A katalizisben foként a CYP2B6 ¢€s kisebb mértékben a CYP2C19 enzim
szerepe igazolt, melyek genetikai variabilitisa befolyasolhatja a metabolitok
kimenetelére, valamint a ciklofoszfamidhoz kot6d6 toxikus mellékhatasok kialakulasara.

e Szamos CYP2B6 allélban megjelend g.18053A>G (rs2279343) SNV
kimutatasara kétlépésbol allo, CYP2B6-specifikus PCR-alapi moddszert
allitottunk be, mely soran nehézséget jelentett a CYP2B6 és CYP2B7P gének
rendkiviil magas nukleotidszekvencia homologidja. A modszer validdldsa soran a
pre-amplifikacios reakci6 CYP2B6-szelektivitasat a CYP2B6- és CYP2B7P-
specifikus forward primereket és egy k6z0s reverse primert tartalmazo reakcioban
igazoltuk, mig homozigéta vad (18053A/A), heterozigota (18053A/G) és
homozigota mutans (18053G/G) mintdk Sanger-szekvenalasaval bizonyitottuk az
alléldiszkrimindcido megbizhatdsagat. A g.18053A>G SNV kimutatisi modszert
egyiitt alkalmazva a g.-82T>C (rs34223104), g.15631G>T (rs3745274), valamint
g.25505C>T (rs3211371) SNV-kre tervezett, validalt PCR-alapi esszékkel
meghatdrozhatova valtak a kaukdzusi populaciéo leggyakrabban eléfordulo
CYP2B6 allélvariansai (CYP2B6*4, CYP2B6*5, CYP2B6*6, CYP2B6*9,
valamint CYP2B6*22).

e Human m4jszévet mintdk CYP2B6 fenotipusat (CYP2B6 mRNS expressziojat,
illetve S-mefenitoin N-demetilaz aktivitasat) befolyasolta egyrészt a CYP2B6
genetikai polimorfizmus, masrészt a genotipus alapjan meghatarozott fenotipust
fenokonverzids faktorok modositottak.

o A CYP2B6 genotipus a majszovet mintak kozel harmaddban magyarazta a

CYP2B6 mRNS expressziot, illetve S-mefenitoin N-demetilacié mértékét, mig
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tovabbi 35%-ban a szervdonorok kortorténetében rogzitett nem-genetikai
tényezOk hatasa volt megfigyelheté a CYP2B6 fenotipus kialakitasaban. A CYP-
specifikus indukald és gatlészer terapia, valamint a nem CYP-specifikus
amoxicillin+tklavuldnsav terapia €s a kronikus alkoholfogyasztas altal indukalt
majkarosodads szignifikdnsan hozzajarultak a mdj CYP2B6 fenotipusahoz.
Szamos esetben a nem-genetikai tényezdk expozicioja elfedte a CYP2B6
genetikai hattér fenotipusra gyakorolt hatasat, és mddositotta a genotipus altal
meghatarozott fenotipust. A genetikai és nem-genetikai tényezOk hatasat
figyelembe véve a majszovet mintak koriilbeliil 60%-anal lehetett indokolni a
kialakult CYP2B6 fenotipust, mig 40%-aban a valds fenotipus eltért a genetikai
¢s nem-genetikai tényezdk alapjan becsiilhetd fenotipustol.

A ciklofoszfamid biotranszformdciojaban jelentés CYP2B6 ¢s CYP2C19
(CYP2C19*2, CYP2C19*3, CYP2C19*4, CYP2C19*17) gének szamos
funkcionadlis eltérést okoz¢ allélvaridnsa volt kimutathatdé neuroblasztoméban
szenvedd betegeknél, amelyek alapjaiban hatarozzak meg a betegek CYP2B6 ¢és
CYP2C19 metabolizald képességét.

Osszefiiggést talaltunk a neuroblasztdmaval diagnosztizalt gyermekek CYP2B6
metabolizald képessége ¢és a ciklofoszfamid terapiat kovetéen megjelend
mellékhatasok (nagymértékii hematotoxicitas, majfunkcioé romlas) k6zott, mig a
sporadikusan el6forduld, a kivalasztdszervrendszert érintd toxicitas (htigyholyag-
¢és vesefunkcid-karosodds) nem volt Osszefliggésben a CYP2B6 metabolizald
képességgel. A normal/emelkedett CYP2B6  metabolizal6  betegek
érzékenyebbnek bizonyultak a ciklofoszfamid toxikus hatdsaira, mig a
gyenge/intermedier CYP2B6 metabolizalok esetében ritkdbban alakultak ki
mellékhatasok, amely feltehetéen a CYP2B6*6 all¢lvarians okozta csokkent
enzimaktivitasra visszavezethetd kismértékii toxikus metabolit képzddésnek volt
koszonhet6. Eredményeink alapjan a betegek CYP2B6 genotipusanak
fliggvényében becsiilhetdvé valik a ciklofoszfamid kezelést kovetd mellékhatasok
kialakulasa, igy idében elkezdhet6 a toxikus események megjelenését enyhitd
kiegészitd gyogyszeres terapia.

A neuroblasztoma betegek CYP2B6 és CYP2C19 metabolizald képessége és a

multimodalis terdpia kimenetele kozott azonban nem sikeriilt Gsszefliggést
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Kimutatnunk. A betegek neme és életkora azonban szignifikansan befolyasolta a

terapia kimenetelét.
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7 Osszefoglalas

A CYP2B6 szamos, klinikailag is jelent6s hatdanyag metabolizmusat katalizélja, igy a
daganatellenes ciklofoszfamid alkilaloszerét, melyet tobbek kozott a neuroblasztoma
variabilitdsanak jelent0s szerepe van a gyogyszer-metabolizmus egyének kozott
megfigyelhetd eltéréseiben; ugyanakkor a CYP fenotipus atmenetileg megvaltozhat
fenokonvertaldé nem-genetikai tényezok (pl. gyogyszeres terapia, életkor, nem, ko-
morbiditasok) hatasdra. Human majszovet mintdk felhasznaldsaval 0Osszefliggést
kerestiink a CYP2B6 kaukézusi populdcidban leggyakoribb genetikai véltozatai, valamint
a donorok kortorténetében rogzitett nem-genetikai tényezok és a maj CYP2B6 fenotipusa
kozott. PCR-alapu kétlépéses modszert fejlesztettiink az egyik leggyakoribb CYP2B6
polimorfizmus (9.18053 A>G) meghatarozasara. A majszovet mintak CYP2B6 genetikai
variabilitisa a majmintak S-mefenitoin N-demetilaz aktivitasanak, illetve mRNS
expresszidjanak kozel harmadat magyardzta, mig a mintdk tovabbi harmadanal
fenokonverzidos  tényezdk  (CYP2B6  indukéaloszer és  gatloszer  terapia,
amoxillintklavulansav terapia, kronikus alkoholfogyasztas) indokoltak a megvaltozott
fenotipust. Igy megallapithaté, hogy a CYP2B6 genotipus alapti fenotipus becslés csak
korlatok kozott alkalmazhaté a klinikai gyakorlatban. Neuroblasztomaval kezelt
gyermekeknél a ciklofoszfamid terapiat kovetden kialakuld stlyos hematotoxicitas
(limfopénia, trombocitopénia és monocitopénia) és enyhe majfunkcid romlas szignifikans
Osszefliggést mutatott a betegek CYP2B6 genotipusa alapjan megallapitott fenotipusaval.
Ugyanakkor a vesefunkcio romléas és a hugyholyag toxicitas (haemorrhagias cistitis)
megjelenése nem mutatott kapcsolatot a CYP2B6 genotipussal. A ciklofoszfamid terapia
hatékonysagat szignifikansan befolyasolta a betegek életkora és neme, azonban a
CYP2B6 vagy CYP2C19 metabolizald képesség hatdsat nem sikeriilt igazolni.
Eredményeink alapjan a ciklofoszfamiddal kezelt betegek CYP2B6 genotipusanak
ismeretében tervezhetd a mellékhatasok sulyossaganak enyhitését célzé kiegészitd terapia
a klinikai gyakorlatban. A CYP2B6 genotipus alapu fenotipus becslés a fenokonverzios
tényezOk figyelembe vételével hozzajarulhat a személyre szabott ciklofoszfamid terapia

kialakitasahoz és a mellékhatas kockazat csokkentéséhez.
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8 Summary

Human CYP2B6 catalyzes metabolism of many clinically important drugs, such as the
antitumor alkylating agent cyclophosphamide, which is used in antitumor therapy of
malignancies including neuroblastoma. Drug metabolism substantially varies between
individuals, in which genetic polymorphisms of CYP enzymes play an important role;
however, CYP phenotype may transiently change due to phenoconverting non-genetic
factors (e.g. drug therapy, age, gender, co-morbidities). In human liver tissues, we
investigated potential association between the hepatic CYP2B6 phenotype and CYP2B6
genetic variants most frequent in Caucasian population, as well as non-genetic factors
recorded in donor history. We have developed a two-step genotyping assay for
identification of one of the most common CYP2B6 polymorphisms (g.18053A>G).
CYP2B6 genetic variability was responsible for variations in S-mephenytoin
N- demethylase activity and mRNA expression in approximately one third of the liver
tissues, while in further one third of the tissue samples, phenoconverting non-genetic
factors (CYP2B6 inhibitors and inducers, amoxicillin+clavulanic acid treatment and
chronic alcohol consumption) caused altered phenotype. In conclusion, CYP2B6
genotype is appropriate for phenotype estimation with some limitations in clinical
practice. In neuroblastoma patients, cyclophosphamide treatment induced severe
hematotoxicity (lymphopenia, thrombocytopenia, and monocytopenia) and mild liver
injury were significantly associated with CYP2B6 genotype based phenotype. However,
the occurence of kidney and urinary bladder (hemorrhagic cystitis) toxicities was not
related to CYP2B6 genotype. The patients’ age and gender, but not the CYP2B6 or
CYP2C19 metabolizer phenotypes were associated with the cyclophosphamide treatment
outcomes. Furthermore, our results suggest that on the basis of patients’ CYP2B6
genotype, interventions to alleviate cyclophospahmide-induced adverse effects can be
prepared during cyclophopshamide treatment. CYP2B6 genotype based phenotype
estimation considering phenoconverting factors may contribute to tailored
cyclophosphamide therapy and to reduction of the risk of toxic side effects.
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12 Fiiggelék

Fliggelék 1. tablazat. A neuroblasztoma megbetegedés stadium-besorolasa (Monclair et
al., 2009).

Stadium Leiras
1 Helyi tumor, mely sebészetileg teljesen eltavolithato.
Helyi tumor, mely teljesen vagy részben eltavolithatd. A tumorral azonos
g oldali nyirokcsomo érintett.
3 Nem eltavolithaté tumor, mely meghaladja a test kozépvonalat.
Szétterjedt daganat tdvoli nyirokcsomo-, csont-, csontveld-, maj-, bor-

4 attéttel.

- Helyi tumor (1., 2. stddium) szétterjedéssel (bOr, m4j, csontveld), egyéves

¢letkor eldtti megjelenéssel.
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Fiiggelék 2. tablazat: CYP2B6, illetve CYP2C19 genotipus alapu fenotipus becslés a
CPIC kritériumrendszere alapjan (Desta 2019, Lee 2022).

CYP CYP Allél-funkcionalitas Példak CYP
enzim genotipusbol tipusokra
becsiilt CYP
fenotipus
CYP2B6 PM Két allél enzimaktivitas | *6/*6
VAGY
Két allél enzimaktivitas @ *18/*18
VAGY
Egy allél enzimaktivitas | és *6/*18
egy allél enzimaktivitas @
IM Egy allél enzimaktivitas <> és *1/*6
egy allél enzimaktivitas |,
VAGY
Egy allél enzimaktivitas <> és  *1/*18
egy allél enzimaktivitas @
VAGY
Egy allél enzimaktivitas 1 és *4/*6
egy allél enzimaktivitas |,
VAGY -
Egy allél enzimaktivitas P & 22/ 718
egy allél enzimaktivitas @
NM Két allél enzimaktivitas€> *1/*1
RM Egy allél enzimaktivitas ¢> és  *1/*4, *1/*22
egy allél enzimaktivitas T
UM Két allél enzimaktivitas *4[*4, *22[*22
CYP2C19 PM Két allél enzimaktivitas @ *2/*2, *2[*3, *3/*4
IM Egy allél enzimaktivitas > és *1/*2
egy all¢l enzimaktivitas O
VAGY
Egy allél enzimaktivitas P és  *2/*17
egy all¢l enzimaktivitas O
NM Két allél enzimaktivitas <> *1/*1
RM Egy allél enzimaktivitas <> és  *1/*17
egy allél enzimaktivitas T
UM Két allél enzimaktivitas T *17/*17

PM: gyenge metabolizald, IM: intermedier metabolizalo, EM: gyors metabolizalod
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Fiiggelék 3. tablazat: Majszovet donorok demografiai és klinikai adatai.

Donorok szama

Kor (év)?

Nem

Halal oka

Nem-genetikai
faktorok a
donorok
anamnézisében

No/ferfi

Cerebralis
haemorrhagia/hematéma

Sztrok

Tumor

Baleset

Ismeretlen eredet

Amoxicillin+klavulansav
terapia
Krénikus
alkoholfogyasztas
CYP2B6 indukaloszer
terapia
CYP2B6 gatloszer
terapia

® median (min; max)

123

Subarachnoidalis
haemorrhagia
Subduralis haemorrhagia

Intraventricularis
haemorrhagia

Cerebralis aneurizma
Ismeretlen eredet
Iszkémias sztrok

Haemorrhagias sztrok

Ko6zati baleset

Epilepszias roham okozta
koponya sériilés

Ongyilkossag

Ismeretlen eredetii
koponya sériilés

N

119
47 (18;74)
52/67

25

N oo B~ O

34
13

11
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Fliggelék 4. tablazat: Neuroblasztomaval diagnosztizalt betegek demografiai és klinikai

adatai.

Demografiai és klinikai adatok

Betegek szama

Betegek kora a betegség

diagnoézisakor (év)?

Nem
Testsuly (kg)?

Kockazati besorolas

Ciklofoszfamid dozis (mg/kg/day)

Terapia kimenetel: Reagalok

Terapia kimenetel: Nem-reagalok

*median  (min; max); P°COJEC
ciklofoszfamid, CO ciklofoszfamid-vinkrisztin,

vinkrisztin

<15
>1,5

Lany/fia

Alacsony-kockazatu
Magas-kockazatu
Rapid COJEC®
Infant CO vagy CADQ®
CADOP (>1,5 év felettiek)
Teljes remisszid
Részleges remisszio

Stabil betegség
Progredialo

betegség/elhalalozottak
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N
50

2,32 (0,10; 15,8)

16
34
21/29
12,35 (0,59; 53,6)
15
35
10,5-25,5
0,8-2
2,2-2,6
16
8

9

17

ciszplatin-vinkrisztin-karboplatin-etopozid-
CADO ciklofoszfamid-adriamicin-



Fuggelék 5. tablazat: A CTC kritériumrendszer® alapjan becsiilt ciklofoszfamid kezelés
okozta maj, vese €s hematoldgiai toxicitasok mértéke neuroblasztoma betegeknél.

Paraméterek?® Grade 1 Grade 2 Grade 3 Grade 4
Hematologiai
Limfocitak® 3/47 2147 41/47 -
Neutrofil
2/49 1/49 4/49 42/49
granulocitak®
Trombocitak® 3/50 3/50 23/50 11/50
Majfunkcio
GPT® 18/49 4/49 1/49 -
GGT® 12/49 3/49 1/49 -
Vesefunkcio
Kreatininf 2/49 - - -

dNational Cancer Institute Common Toxicity Criteria (CTC, verzi6 2.0) alapjan;

bGrade 1: <LLN-1.0x10%L; Grade 2: >0.5-1.0x10%L; Grade 3: <0.5x10%L

°Grade 1: >1.5-2.0x10%L; Grade 2: >1.0-1.5x10%L; Grade 3: >0.5-1.0x10%L; Grade 4:
<0.5x10%L

dGrade 1: <LLN-75x10%L; Grade 2: >50-<75x10%L; Grade 3: >10-<50x10%L; Grade
4: <10x10%/L

®Grade 1: >ULN-2.5xULN; Grade 2: >2.5-5.0XULN; Grade 3: >5.0-20.0xULN; Grade
4: >20.0xULN

fGrade 1: >ULN-1.5XxULN; Grade 2: >1.5-3.0xULN; Grade 3: >3.0-6.0xULN; Grade
4: >6.0xULN

ULN: normal referencia tartomany felsd hatarértéke; LLN: normal referencia tartomany
also hatarértéke
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Fiiggelék 6. tablazat: CYP2B6 rs2279343 SNV kimutatashoz, illetve a CYP2B6 mMRNS
mennyiségi meghatarozasahoz alkalmazott oligonukleotid szekvenciak.

CYP2B6 Oligonukleotid Szekvenciak (5'->3") Amplikon
rs2279343 hossza?
kimutatas

1. lépés: Fw primer ACA GGC TGA GGT AGA CAA TG 1275 bp
Pre-

amplifikaci

0
Rev primer CTC AGA AGG AGG TCA GAA GAC

2. 1épés: Fw primer GGC ACA CAG GCAAGTTTACA 137 bp
TagMan
PCR
Rev primer CTTTTT CCATGT GGA GCA GGT AG
Vad proba FAM-CGC CCC CAA GGA CCT CAT
CGA CA-BHQ1
Mutans proba ~ HEX-CGC CCC CAG GGA CCT CAT
CGA-BHQ1
CYP2B6- t5h6_2 Fw AGT TAG AGA TAC GCG GTT GGA 294 bp
specificitast primer TG
igazolo
primerekP
t5b7_2 Fw TTA GAG ATG TGC AGC TGGACAT 292 bp
primer
tScon_2 Rev TAT TTG AGC ATG AGC AGG AAG C
primer
MRNS
expresszio
CYP2B6 Fw primer AAA GCG GAG TGT GGA GGA 93 bp
Rev primer AAG GTG GGG TCC ATG AGG
Proba FAM-AGG AGG AG-BHQ1
GAPDH Fw primer AGC CAC ATC GCT CAGACAC 66 bp

(referencia)
Rev primer GCC CAATAC GACCAAATCC

Préba HEX-TGG GGA AGG TGA AGG TCG-
BHQ1
Fw forward, Rev reverse, FAM, HEX fluoroforok, BHQ1 quencher molekula
8 Az amplikonok hosszat NCBI Primer-Blast (2023) alkalmazasaval hataroztuk meg.
b Az ellenérzd primerek szekvenciai Jacob és mtsai tanulmanya alapjan, a médositasok
aldhtizassal jelolve (Jacob et al., 2004).

126



Homozigota vad (18053A/A)

AL

o Heterozighta (18053//G) =

H

Fiiggelék 1. abra: A g.18053A>G (rs2279343) SNV kimutatas pontossaganak bizonyitasa
homozigota vad (18053A/A), heterozigota (18053A/G) és homozigbta mutans
(18053G/G) mintak Sanger-szekvenalasaval
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Fliggelék 2. abra: A CYP2B6 S-mefenitoin N-demetilaz aktivitas a majszovet donorok
¢letkoranak fiiggvényében.
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CYP2B6 allelic variants
and non-genetic factors influence
CYP2B6 enzyme function

Katalin Mangé%2, Adam Ferenc Kiss?, Ferenc Fekete!, Réka Erdés* & Katalin Monostory!*

Human CYP2B6 enzyme although constitutes relatively low proportion (1-4%) of hepatic cytochrome
P450 content, it is the major catalyst of metabolism of several clinically important drugs (efavirenz,
cyclophosphamide, bupropion, methadone). High interindividual variability in CYP2B6 function,
contributing to impaired drug-response and/or adverse reactions, is partly elucidated by genetic
polymorphisms, whereas non-genetic factors can significantly modify the CYP2B6 phenotype.

The influence of genetic and phenoconverting non-genetic factors on CYP2B6-selective activity

and CYP2B6 expression was investigated in liver tissues from Caucasian subjects (N =119). Strong
association was observed between hepatic S-mephenytoin N-demethylase activity and CYP2B6
mRNA expression (P <0.0001). In less than one third of the tissue donors, the CYP2B6 phenotype
characterized by S-mephenytoin N-demethylase activity and/or CYP2B6 expression was concordant
with CYP2B6 genotype, whereas in more than 35% of the subjects, an altered CYP2B6 phenotype
was attributed to phenoconverting non-genetic factors (to CYP2B6-specific inhibitors and inducers,
non-specific amoxicillin + clavulanic acid treatment and chronic alcohol consumption, but not to the
gender). Furthermore, CYP2B6 genotype—phenotype mismatch still existed in one third of tissue
donors. In conclusion, identifying potential sources of CYP2B6 variability and considering both genetic
variations and non-genetic factors is a pressing requirement for appropriate elucidation of CYP2B6
genotype—phenotype mismatch.

Abbreviations

CAR Constitutive androstane receptor

CPIC Clinical pharmacogenetics implementation consortium
Ct Threshold cycle

CYpP Cytochrome P450

GAPDH  Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase

PCR Polymerase chain reaction

PharmVar Pharmacogene Variation Consortium

PXR Pregnane X receptor

SNV Single nucleotide variation

The function of cytochrome P450 (CYP) enzymes, one of the major catalysts in drug metabolism, is significantly
influenced by genetic polymorphisms leading to substantial inter-individual variability in drug response and/
or adverse reactions. Although human CYP2B6 constitutes only 1-4% of hepatic CYP protein content, it is
responsible for the metabolism of some clinically important drugs, including the antidepressant bupropion, the
antiretroviral efavirenz, the anticancer cyclophosphamide, the analgesic ketamine and methadone'™. N-Demeth-
ylation of the anticonvulsant S-mephenytoin to nirvanol and hydroxylation of bupropion as well as the oxidative
hydroxylation of efavirenz are used as probe substrates and selective reactions for in vitro characterization of
CYP2B6 activity>”. Catalytic activity and expression of CYP2B6 are highly variable between individuals that
have been reported to be primarily impacted by genetic polymorphisms of CYP2B6. The PharmVar (Pharma-
cogene Variation Consortium) website lists 38 alleles, several of which are associated with increased, reduced or
no enzyme activity (https://www.pharmvar.org/gene/CYP2B6, access date: 24.01.2022). Moreover, significant
interethnic differences in the frequencies of clinically most relevant CYP2B6 alleles have been demonstrated®
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(https://www.pharmgkb.org/page/cyp2b6RefMaterials, access date: 24.01.2022). PharmVar has published infor-
mation about CYP2B6 allele functionality and CYP2B6 diplotype to phenotype estimation’. A standardized and
easily interpreted classification of the phenotypic characteristics for each CYP2B6 allelic variant has also been
provided. CYP2B6*22 variant contains a promoter mutation (rs34223104, g.-82 T > C) leading to an enhanced
expression of CYP2B6 gene through an altered transcription mechanism'. Zukunft et al. ** reported increased
CYP2B6 transcription and bupropion hydroxylase activity in liver samples of CYP2B6*1/*22 heterozygous sub-
jects. CYP2B6*4 allele contains the Lys262Arg change (rs2279343, g.18053A > G) that results in a structurally
altered CYP2B6 enzyme variant and an increase in CYP2B6 enzyme activity (efavirenz hydroxylation)*'?*%, The
in vivo clearance of methadone, bupropion and efavirenz was also demonstrated to be increased in individuals
carrying CYP2B6*4'>-7_ It should be noted that CYP2B6*4 allele displayed decreased metabolic activity toward
cyclophosphamide comparing to CYP2B6*1'®. CYP2B6%6 allele is defined by two single nucleotide variations
(SNVs). In CYP2B6%6, the same gain-of-function Lys262Arg amino acid substitution (rs2279343, g.18053A > G)
was identified as in CYP2B6*4. In addition, the g.15631G > T change (rs3745274, Gln172His) in CYP2B6*6 alters
the normal mRNA splicing process that decreases the hepatic expression of CYP2B6 mRNA and enzyme protein,
and consequently CYP2B6 activity". The effect of g.18053A > G change in CYP2B6*4 allele seems to be reversed
by the g.15631G >T in CYP2B6%6'8. Decreased clearance of S-methadone and efavirenz was reported in the pres-
ence of one or two CYP2B6*6 alleles, while reduced hydroxylation of bupropion enantiomers was observed only
in CYP2B6*6/%6 carriers’®>™V7. The g.15631G > T (rs3745274, GIn172His) nucleotide substitution was detected in
CYP2B6*9 allele resulting in decreased enzyme activities (both bupropion and efavirenz hydroxylation) similarly
to CYP2B6*6*; however, information about the clinical significance of CYP2B6*9 is hardly available because of
its low prevalence in all populations. The g.25505C > T (rs3211371, Arg487Cys) nucleotide change in CYP2B6*5
allele-variant has been reported to display mild or negligible effect on CYP2B6 catalytic activity, although it
seemed to influence the CYP2B6 protein expression'>-172122,

The well-defined allele-functionality definition criteria promote the designation of clinically adaptable dosing
recommendations for CYP2B6 substrates®. Clinical Pharmacogenetics Implementation Consortium (CPIC) has
published the therapeutic recommendation guideline for efavirenz based on CYP2B6 genotype distinguishing
>poor;, ‘intermediate, ‘normal, rapid/ultra-rapid’ CYP2B6 metabolizer phenotypes®. The genetically determined
CYP2B6 expression and activities however are often modified by CYP2B6 specific or non-specific non-genetic
factors. Co-medication for example can decrease or even increase CYP function; therefore, phenoconversion of
CYP genes should be taken into account during prediction of drug-metabolizing capacity>**. Thiotepa, ticlopi-
dine, clopidogrel and sertraline are well-known CYP2B6 inhibitors resulting in substantial reduction of CYP2B6
activities, whereas phenobarbital, rifampicin, phenytoin, dexamethasone and several corticosteroids can activate
the nuclear receptors CAR (constitutive androstane receptor) and PXR (pregnane X receptor) upregulating
CYP2B6 transcription and increasing CYP2B6 enzyme activity?®-*. Furthermore, several studies suggested
that gender is an intrinsic factor which may have a considerable impact on CYP2B6 expression and/or activity,
while others did not confirm the role of gender in CYP2B6 function!***-**, Medication with CYP2B6-selective
inhibitors or inducers is one of the major causes of phenoconversion; however, certain pathological conditions
and co-morbidities can also contribute to phenoconversion of drug-metabolizing enzymes®~". Various liver
diseases (alcohol-related or non-alcoholic liver diseases), cancer and other inflammatory conditions have been
reported to impact the patients’ drug-metabolizing capacity*®*. For appropriate estimation of CYP2B6-mediated
drug metabolism, the evaluation of both genetic (CYP2B6 SN'Vs/haplotypes) and non-genetic factors (CYP2B6-
selective inhibitor or inducer therapy; non-specific factors: sex, morbidities, amoxicillin + clavulanic acid therapy)
is required. The main aim of the present study was to investigate the potential impact of CYP2B6 allelic variants
most common in Caucasian populations on CYP2B6 activity and mRNA expression in human liver tissues. The
hepatic microsomal activity was characterized by the CYP2B6-selective S-mephenytoin N-demethylation. Fur-
thermore, we attempted to identify non-genetic factors including demographic parameters and co-medication
that can modify CYP2B6 phenotype predicted from genotype.

Materials and methods

Human liver samples. Human liver tissues (N=119) were obtained from donated organs at the Depart-
ment of Transplantation and Surgery, Semmelweis University (Budapest, Hungary). The study was approved
by the Hungarian Committee of Science and Research Ethics, Medical Research Council (125/P1/2011, 4799-
0/2011EKU), and was performed in accordance with the relevant guidelines and regulations (Act CLIV of 1997
on Health, decree 23/2002 of the Minister of Health of Hungary and the declaration of Helsinki). The subjects’
demographic and clinical data (sex, age, cause of death, acute and chronic medication prior the explantation,
smoking and alcohol consumption status) were recorded (Supplementary Table 1). Liver tissues from those
subjects who were recorded chronic alcohol consumption [N =11] were evaluated to be fibrotic due to alcohol
related liver disease. Human livers were perfused with Euro-Collin’s solution (Fresenius SE & Co. KGaA, Bad
Homburg vdH, Germany) and excised. The tissues (approximately 1 g) were homogenized in 0.1 mM Tris-HCl
buffer (pH 7.4) containing 1 mM EDTA and 154 mM KCl. Microsomal fraction was isolated by differential
centrifugation and protein content of microsomes was determined by the method of Lowry et al. using bovine
serum albumin as the standard***!. Approximately 50 mg of liver tissue were homogenized in TRIzol reagent
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) and total RNA was isolated according to the manufacturer’s instruc-
tions. The hepatic RNA samples were stored in ultra-pure water containing 0.1% diethylpyrocarbonate at —80 °C
for further analyses.

CYP2B6 enzyme activity assay. The S-mephenytoin N-demethylation activity selective for CYP2B6
were performed in the incubation mixture containing NADPH-generating system (1 mM NADPH, 10 mM
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CYP2B6 rs2279343 analysis Oligonucleotides Sequences (5°->3’) Length of amplicons®
Fw primer ACA GGC TGA GGT AGA CAATG
Step 1: ‘nested’ PCR 1275 bps
Rev primer CTC AGA AGG AGG TCA GAA GAC
Fw primer GGC ACA CAG GCA AGTTTACA
Rev primer CTT TTT CCA TGT GGA GCA GGT AG
Step 2: TagMan PCR FAM-CGC CCC CAA GGA CCT CAT CGA | 137 bps
P q W probe CA-BHQ1 P
M probe HEX-CGC CCC CAG GGA CCT CAT
p CGA-BHQI
t5b6_2 Fw primer AGT TAG AGA TAC GCG GTT GGA TG 294 bps
Verifying primers for CYP2B6 specificity® | t5b7_2 Fw primer TTA GAG ATG TGC AGCTGG ACAT 292 b
s
t5con_2 Rev primer | TAT TTG AGC ATG AGC AGG AAG C P
mRNA expression
Fw primer AAA GCG GAG TGT GGA GGA
CYP2B6 Rev primer AAG GTG GGG TCC ATG AGG 93 bps
Probe FAM-AGG AGG AG-BHQ1
Fw primer AGC CACATC GCT CAGACAC
GAPDH (reference) Rev primer GCC CAA TAC GAC CAA ATCC 66 bps
Probe HEX-TGG GGA AGG TGA AGG TCG-
BHQ1

Table 1. Oligonucleotide sequences for the CYP2B6 152279343 SNV analysis and CYP2B6 mRNA expression
quantification. Fw forward, Rev reverse, W wild, M mutant, FAM, HEX fluorophores, BHQ1 quencher. *Length
of amplicons were determined by NCBI Primer Blast. "Sequences of verifying primers based on Jacob et al.*®
with slight modifications (in bold).

glucose-6-phosphate, 5 mM MgCl, and 2 units/ml glucose-6-phosphate dehydrogenase), human liver micro-
somes (0.8 mg/ml protein) and S-mephenytoin (1 mM). After 40-min incubation at 37 °C, the enzyme reac-
tions were terminated by ice-cold acetonitrile, and the incubation mixtures were centrifuged at 10.000xg for
10 min. Formation of nirvanol was quantified by high-performance liquid chromatography according to Heyn
et al.>. CYP2B6 enzyme assay for each donor was performed in triplicate, and the activity was expressed as pmol
nirvanol*(mg protein) *min..

CYP2B6 genotyping. Genomic DNA templates were isolated from liver tissues using Quick-DNA Mini-
prep Plus Kit (Zymo Research, Irvine, CA). The following CYP2B6 polymorphisms were determined using vali-
dated TagMan™ Drug Metabolism Genotyping Assays (Thermo Fisher Scientific) for g.-82 T > C (rs34223104,
C_27830964_10), g.15631G>T (rs3745274, C_7817765_60) and g.25505C>T (rs3211371, C_30634242_40).
Each reaction (in 5-pl reaction volume) contained Luminaris Probe qPCR Master Mix (Thermo Fisher Scien-
tific), TagMan™ Drug Metabolism Genotyping Assay (Thermo Fisher Scientific), 10-15 ng genomic DNA sample
and nuclease-free water and incubated at 50 °C for 2 min and 95 °C for 10 min; and in 50 cycles of 95 °C for
15 s and 60 °C for 1 min. For identification of g.18053A > G nucleotide substitution (rs2279343), no validated
PCR (polymerase chain reaction) primers and probes are commercially available; therefore, a two-step PCR
assay based on the ‘nested’ PCR method with ‘touchdown’ thermal cycling protocol and the TagMan PCR was
developed (Supplementary Fig. 1A)*>**. In the PCR reactions, two sets of primer pairs were applied and used
consecutively to increase the CYP2B6 specificity of the SNV-discrimination and to avoid the amplification of
CYP2B7P (Table 1). The first step was a ‘nested’ PCR containing PCRBIO VeriFi Master Mix (PCR Biosystems
Ltd., London, UK), 400-400 nM forward and reverse primers (first set of primer pairs, Table 1) and 40-50 ng
genomic DNA template. The first primer pair generated a relatively long (1275-bp) amplicon containing the
whole CYP2B6 exon 5 and exon 6 with the intron 5 in between and with some short surrounding upstream and
downstream intron region sequences (Supplementary Fig. 1A). The homology of CYP2B6 intron sequences with
CYP2B7P is somewhat lower than that of the exons*; therefore, the first primer pair designed for the upstream
and downstream intron regions (in introns 4 and 6) with the ‘touchdown’ PCR thermal cycling protocol was
expected to provide the CYP2B6 gene specific hybridization of the primers. The thermal cycling protocol was
performed according to the principles of ‘touchdown’ PCR: 95 °C for 1 min and 10 cycles of 95 °C for 15 s,
72-62 °C for 15 s (decreasing 1 °C/cycle), 72 °C for 1 min, and 10 cycles of 95 °C for 155, 62 °C for 15 s, 72 °C for
1 min. During the initial cycle, an annealing temperature (72 °C) higher than the targeted melting temperature
of primers (62 °C) was used. Afterwards, the annealing temperature was decreased progressively over 10 cycles
which made the reaction conditions more permissive. Theoretically, each cycle with decreasing annealing tem-
perature by 1 °C produced four-fold exponential differences between correct and incorrect annealing resulting
in the enrichment of the CYP2B6 specific over the non-target CYP2B7P specific product®. For testing CYP2B6
specificity of the ‘nested’ PCR reaction, the three verifying primers designed by Jacob et al. were modified: (1) a
CYP2B6 specific (t5b6_2) forward primer, (2) a CYP2B7P specific (t5b7_2) forward primer and (3) a common
(t5con_2) reverse primer (Table 1)*. The optimization of the length, GC-content and the melting temperatures
of these verifying primers provided more suitable reaction conditions than those published by Jacob et al.*5.
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Using genomic DNA or DNA amplicon produced in the ‘nested’ PCR as the template, great differences in Ct
(threshold cycle) values were observed between CYP2B6 and CYP2B7P specific products (Ct for genomic DNA:
23.1 and 24.1 vs. Ct for DNA amplicon: 23.1 and 37.04) (Supplementary Fig. 1B). It confirmed that substantial
amount of CYP2B6 specific amplicon (more than 5000-fold) was produced in the ‘nested’ PCR comparing to
CYP2B7P specific amplicon, whereas for CYP2B6-selective amplification, the genomic DNA appeared to be not
an appropriate template. The second PCR was carried out using Luminaris Probe qPCR Master Mix (Thermo
Fisher Scientific), 300-300 nM forward and reverse primers (second set of primer pairs), 200-200 nM "wild” and
‘mutant’ TagMan probes (Table 1) and the 100-fold dilution of the ‘nested” PCR product as the template. The
incubation protocol was 50 °C for 2 min, 95 °C for 10 min and 50 cycles of 95 °C for 15 s, 66 °C for 1 min. The
second primer pair generating a short, 137-bp amplicon with the rs2279343 mutation site in exon 5 and TagMan
probes designed for the wild-type and the mutant type of rs2279343 were used for SNV-discrimination (Sup-
plementary Fig. 1C). The in silico design and validation of the primers and probes (Table 1) were performed by
IDT Oligoanalyzer (https://eu.idtdna.com/calc/analyzer, access date: 24.01.2022), NCBI Primer-BLAST (https://
www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/, access date: 24.01.2022) and NCBI Nucleotide BLAST (https://blast.
ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, access date: 24.01.2022) software tools. The oligonucleotides were synthesized by
Eurofins Genomics Germany GmbH (Ebersberg, Germany). The length of the amplicons in each reaction was
verified using the TapeStation 4200 instrument (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA). The CYP2B6 speci-
ficity of the first ‘nested’ PCR step was confirmed by using CYP2B6 and CYP2B7P gene specific forward primers
and a common reverse primer (Table 1) with SYBR Green detection. The accuracy of SNV-discrimination of
homozygous wild-type (g.18053A/A), heterozygous (g.18053A/G) and homozygous mutant type (g.18053G/G)
samples was confirmed by Sanger-sequencing (Eurofins Genomics Germany GmbH) (Supplementary Fig. 2).

Analysis of CYP2B6 mRNA expression by quantitative real-time PCR. Hepatic RNA samples
(3 ug) were reverse transcribed into cDNA using iScript cDNA synthesize kit (Bio-Rad Laboratories Inc., Her-
cules, CA). The real-time PCR was performed by KAPA Probe Fast PCR Master Kit™ (Merck KGaA, Darm-
stadt, Germany) and UPL probes for CYP2B6 (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany). The SNV
8.15631G>T (rs3745274) is associated with an aberrant mRNA splicing variant lacking exons 4 to 6 and entail-
ing reduced CYP2B6 function'. Our aim was to detect only the full-length CYP2B6 mRNA and to distinguish
it from the aberrant splicing variant; therefore, the primer pair for CYP2B6 expression assay was designed to the
exons 3 and 4 (forward and reverse primers, respectively), and the intron-spanning amplicon detected exclu-
sively the functional full-length mRNA variant (Table 1). The quantity of the target mRNA relative to that of
the housekeeping gene glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) was determined. The sequences
of primers and probes used for the real-time PCR analyses of CYP2B6 and GAPDH expression are shown in
Table 1.

Data analysis. The frequency distribution of S-mephenytoin N-demethylase activity was determined in
liver tissue samples, and three categories (low, intermediate and high) were distinguished for poor, intermediate
and extensive metabolizers (PM, IM and EM). Liver tissue samples were screened for CYP2B6 polymorphisms
(CYP2B6*4, CYP2B6*5, CYP2B6*6, CYP2B6*9 and CYP2B6*22). CYP2B6 allele discrimination was performed
by Bio-Rad CFX Maestro Software 1.1 (v4.1.2433.1219; Bio-Rad Laboratories), and CYP2B6 haplotypes were
estimated by PHASE software v2.1.1.*¢*”. To improve the accuracy of haplotype estimation, the CYP2B6 geno-
type data of 44 patients studied by Dobrinas et al. were used in addition to the data obtained in the present
study*®. InStat v3.06 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA) was used for analysing the associations between
CYP2B6 activity and gender, CYP2B6 genotypes and CYP2B6 activity or mRNA expression as well as CYP2B6
mRNA expression and activity using Kruskal-Wallis ANOVA followed by Dunn’s multiple comparisons test.
Phenoconversion frequencies were evaluated on the basis of the frequencies of the non-genetic factors (medica-
tion, chronic alcohol consumption) in the medical histories of tissue donors in various genotype-based phe-
notype groups by Fisher’s exact test. Linear regression models were formulated to test potential associations
between CYP2B6 activity (N=105) or mRNA expression (N=93) as dependent variables and CYP2B6 SNVs,
haplotypes, sex, chronic alcohol consumption and medications (CYP2B6 inducer therapy, amoxicillin + clavu-
lanic acid therapy) as co-variates. Multiple linear regression analyses were carried out by IBM SPSS Statistics
software [v28.0.1.0 (142), IBM Corp., Armonk, NY]. P value <0.05 was considered to be statistically significant.

Results

Genetic variability of CYP2B6. Liver tissues (N=119) were screened for the g.-82 T>C (rs34223104),
g.15631G> T (rs3745274), g.18053A > G (rs2279343) and g.25505C > T (rs3211371) SNVs of CYP2B6 using real-
time PCR analyses, and CYP2B6 haplotypes were identified for CYP2B6*4, CYP2B6*5, CYP2B6*6, CYP2B6*9
and CYP2B6*22. A novel method based on ‘nested’ PCR using ‘touchdown’ PCR thermal protocol and SNV-
discrimination using TaqMan probes was developed for identification of g.18053A>G***. The wild-type
CYP2B6*1 allele was assigned to g.-82 T/15631G/18053A/25505C haplotype. The most prevalent alleles were
CYP2B6*6 and CYP2B6*5, whereas CYP2B6*4, CYP2B6*9 and CYP2B6*22 occurred with much lower fre-
quencies (Table 2). According to the phenotype prediction by PharmVar (Table 3), half of the tissue donors
carrying CYP2B6*1/*1 or CYP2B6*1/*5 genotypes (38.7% or 12.6%) (Table 2) were considered to be ‘normal’
metabolizers. More than one third (36.1%) of the subjects with one normal and one decreased function alleles
(CYP2B6*1/*6, CYP2B6*5/*6, CYP2B6*1/*9 and CYP2B6*4/*6 genotypes) were ‘intermediate’ metabolizers.
Those donors with two loss-of-function alleles (CYP2B6*6/*6 and CYP2B6*6/*9 genotypes) were referred to be
’poor’ metabolizers (7.5%), whereas an additional group carrying one normal and one gain-of-function alleles
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Frequency (%)

N | Tissue donors | Caucasian populations®
CYP2B6 alleles
*4 5 2.1 2.2-6.2
*5 25 |110.5 9-12.2
*6 59 |248 7-28.15
*9 2 0.8 0-1.47
*22 2 0.8 14-24
CYP2B6 genotypes
*1/*1 46 | 38.7 21.05-24.1
*1/%6 32 1269 22.1-229
*1/*5 15 | 12.6 7.36-11.3
*5/*6 9 7.6 5.3-7.36
*6/%6 8 6.7 5.4-7.36
*1/*4 3 25 1.05-4
*1/*22 2 1.7 1.3-2.1
*1/*9 1 0.8 <14
*6/*9 1 0.8 <0.8
*4/*5 1 0.8 <0.9
*4/*6 1 0.8 <21

Table 2. CYP2B6 allele and genotype frequencies in liver tissue donors and in Caucasian populations. *Based
on PharmVar (https://www.pharmgkb.org/page/cyp2b6RefMaterials)®.

CYP2B6 phenotype Phenoconversion

CYP2B6 genotype-based medication with CYP2B6 medication with CYP2B6 non-specific non-genetic
CYP2B6 genotype | prediction® CYP2B6 activity categories | inducer® inhibitor® factors!
*6/*6
“/ Poor PM IM-EM PM PM
*1/%6
*5/%6 I di 1 hich
“1/%9 ntermediate ow IM igh IM-EM PM PM
*4/*6
*1/*1 hi
145 Normal igh IM EM low IM-PM low IM-PM
A Rapid/
*1/#22 Ultrarapid EM EM high IM high IM
*y4/%5 trarapi

Table 3. Genotype-based prediction of CYP2B6 metabolizer phenotypes according to PharmVar and
phenoconversion by non-genetic factors. PM poor metabolizer, IM intermediate metabolizer, EM extensive
metabolizer. *According to the CPIC. bCYP2B6 inducers: dexamethasone, methylprednisolone, prednisolone,
hydrocortisone, cortisone, midazolam, felodipine, diazepam. “CYP2B6 inhibitor: amlodipine. Non-specific
factors: chronic alcohol consumption, amoxicillin + clavulanic acid therapy.

(CYP2B6*1/*4, CYP2B6*1/*22 and CYP2B6*4/*5 genotypes) were distinguished to be rapid/extensive’ metabo-
lizers (5%) (Tables 2 and 3).

Hepatic CYP2B6 activity and mRNA expression. Hepatic microsomal S-mephenytoin N-demethy-
lase activity selective for CYP2B6 was determined in 105 tissue donors. CYP2B6 activities varied from 6.47
to 538.3 pmol*mg*min"!, representing approximately 85-fold variability and showed skewed distribution
(Fig. 1A). Low, intermediate and high activities were distinguished using the cut-off values of 20 pmol*mg™*min™
and 99.9 pmol*mg*min™! for poor, intermediate and extensive metabolizers. Approximately two thirds of the
liver tissues (65%) displayed intermediate S-mephenytoin N-demethylase activity, whereas of 105 tissue donors,
18 and 19 showed low and extensive CYP2B6 activities, respectively. Furthermore, significant differences in
hepatic CYP2B6 mRNA expression were observed between various CYP2B6 activity groups (N =84, P<0.0001)
(Fig. 1B). Demographic parameters, such as age (data not shown) or sex (Fig. 2, Table 4), appeared not to influ-
ence CYP2B6 activity. No significant differences between men and women were observed in S-mephenytoin
N-demethylase activity, and the distribution of men and women in the activity categories or in genotype-based
categories were found to be homogenous (Fig. 2A,B).
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Figure 1. Frequency distribution of hepatic CYP2B6 activities (S-mephenytoin N-demethylation) (N =105)
(A) and association between CYP2B6 activities and mRNA expression (N =85) (B) in human tissue donors. PM
poor metabolizer; IM intermediate metabolizer; EM extensive metabolizer. * Significant difference (P<0.0001).
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Figure 2. Gender-based differences in S-mephenytoin N-demethylation between various CYP2B6 metabolizer
groups (A) and between CYP2B6 genotype groups (B). The inserted graph (A) displays the differences in
CYP2B6 activities between men and women.

Effect of genetic and non-genetic factors on hepatic CYP2B6 activities. For appropriate compar-
ison, the activity-based (poor-intermediate-extensive) and genotype-based phenotype categories (poor-inter-
mediate-normal-rapid) were harmonized. Using the median activity (36.17 pmol*mg "*min™') as the cut-off
value, the intermediate activity category was divided into low- and high-intermediate activities corresponding to
the ‘intermediate’ and ‘normal’ genotype-based phenotype categories (Table 3, Fig. 3A). Several CYP2B6 allelic
variants have been reported to significantly modify CYP2B6 activity’. The CYP2B6 genotype-based phenotype
prediction however seemed to be not completely consistent with the activity-based categories in liver tissue
donors (N =105). Therefore, the impact of non-genetic factors (medication, chronic alcohol consumption) on
CYP2B6-selective S-mephenytoin N-demethylase activity was also investigated. The CYP2B6 inducers (dexa-
methasone, methylprednisolone, prednisolone, hydrocortisone, cortisone, midazolam, felodipine, diazepam)
and the CYP2B6-selective inhibitor amlodipine as well as non-specific non-genetic factors (amoxicillin + clavu-
lanic acid therapy, alcohol consumption) that can increase or decrease CYP2B6 expression and/or function were
assumed to result in modification of the genetically determined CYP2B6 activity (Table 3)>>4%-%7.

Of the 9 genetically ‘poor’ metabolizer subjects with two loss-of-function alleles (CYP2B6*6/*6 or
CYP2B6*6/*9 genotypes), only one displayed poor metabolism of S-mephenytoin, whereas the CYP2B6 activity
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CYP2B6 activity CYP2B6 mRNA expression
Variable Coefficient B (SE) | Coefficient 8 | Pvalue | Coefficient B (SE) | Coefficient 8 | P value
SNVs, non-genetic
Constant 67.09 (13.86) <0.001 | 0.12 (0.02) <0.001
g.-82 T>C (rs34223104) 32.10 (56.79) 0.054 0.57 |0.02(0.07) 0.021 0.82
g.15631G > T (rs3745274) —79.98 (38.01) —-0.485 0.03 | —0.16 (0.05) -0.728 0.004
2.18053A > G (rs2279343) 63.33 (36.59) 0.386 0.08 | 0.11 (0.05) 0.496 0.04
8.25505C > T (rs3211371) 8.69 (18.76) 0.044 0.64 | —0.04 (0.03) -0.124 0.19
Sex —15.34 (16.01) —0.092 0.34 | —0.01(0.02) -0.052 0.59
Alcohol consumption —33.12 (26.75) -0.119 0.21 | —0.06(0.03) -0.174 0.07
Amoxicillin/clavulanic acid therapy —35.03 (28.38) —-0.120 0.22 | —0.06 (0.04) -0.148 0.14
Inducer therapy 65.90 (22.73) 0.311 0.005 | 0.11 (0.03) 0.391 <0.001
Haplotype, non-genetic 1
Constant 67.09 (13.89) <0.001 | 0.12 (0.02) <0.001
g.-82 T/15631G/18053G/25505C 73.03 (41.42) 0.171 0.08 | 0.09 (0.05) 0.172 0.08
g.-82 T/15631G/18053A/25505 T 8.81 (18.84) 0.045 0.64 | —0.03(0.03) -0.122 0.21
g.-82 T/15631 T/18053G/25505 T —15.60 (17.82) —0.094 0.38 | —0.05(0.02) —-0.245 0.02
g.-82 T/15631 T/18053A/25505C —47.28 (59.30) -0.079 0.43 | —0.08 (0.07) —-0.111 0.27
g.-82C/15631G/18053A/25505C 33.12 (56.92) 0.055 0.56 | 0.02(0.07) 0.022 0.82
Sex —17.38 (16.16) -0.105 0.29 | —0.02(0.02) -0.077 0.44
Alcohol consumption —33.37 (26.81) -0.120 0.21 | —0.06 (0.03) -0.164 0.09
Amoxicillin/clavulanic acid therapy —34.20 (28.48) -0.117 0.22 | —0.06 (0.04) -0.148 0.14
Inducer therapy 66.31 (23.41) 0.313 0.006 | 0.11 (0.03) 0.398 <0.001
Haplotype, non-genetic 2
Constant 67.30 (13.70) <0.001 | 0.12 (0.02) <0.001
g.-82 T/15631G/18053G/25505C 74.52 (40.75) 0.175 0.07 | 0.09 (0.05) 0.177 0.07
g.-82 T/15631G/18053A/25505 T 9.34 (18.65) 0.047 0.62 | —0.03(0.03) -0.117 0.22
g.-82 T/15631 T/18053G/25505 T —14.97 (17.53) —-0.090 0.39 | —0.05(0.02) -0.240 0.02
g.-82 T/15631 T/18053A/25505C —46.98 (58.90) -0.079 0.43 | —0.08 (0.07) -0.111 0.27
g.-82C/15631G/18053A/25505C 32.85 (56.52) 0.055 0.56 | 0.02(0.07) 0.022 0.82
Sex —17.25 (16.04) —-0.104 0.29 | —0.02(0.02) -0.073 0.46
Activity reducing factors® —41.08 (21.40) -0.195 0.05 | —0.07 (0.02) -0.236 0.02
Activity increasing factors 65.41 (23.29) 0.308 0.006 | 0.11 (0.03) 0.395 <0.001

Table 4. Multivariate analysis on CYP2B6 activity (S-mephenytoin N-demethylation) considering genetic
(CYP2B6 SNV or haplotypes) and non-genetic factors. *“Non-genetic factors: chronic alcohol consumption,
amoxicillin + clavulanic acid therapy. In haplotypes, the polymorphic variants are indicated in bold. The P
values < 0.05 were considered to be statistically significant and are indicated in bold.

was considered to be low/high-intermediate or even extensive in 8 tissue donors (Fig. 3A). In the medical history
of these 8 donors, CYP2B6 inducer therapy (methylprednisolone, dexamethasone, diazepam) as the non-genetic
factor explained the elevated activity in 5 tissue donors. According to the PharmVar, ‘intermediate’ metaboliz-
ers carrying CYP2B6*1/*6, CYP2B6*5/*6, CYP2B6*1/*9 or CYP2B6*4/*6 genotypes are expected to have low-
intermediate metabolism of S-mephenytoin. However, CYP2B6 activities in genetically ‘intermediate’ metabolizer
tissue donors (N = 36) ranged from poor (6.47 pmol*mg*min™) to extensive S-mephenytoin N-demethylation
(432.7 pmol*mg~"*min™'). Poor activity was attributed to CYP2B6 inhibitor (amlodipine) therapy and chronic
alcohol consumption in 3 subjects, whereas CYP2B6 inducer therapy was frequently reported in the clinical
history of the tissue donors with high-intermediate and extensive CYP2B6 activity (12/18 in high-intermediate/
extensive metabolizers versus 1/12 in low-intermediate metabolizers, OR: 22, 95% CI: 2.27-213, P=0.0024)
(Fig. 3A). Most of the tissue donors carrying CYP2B6*1/*1 or CYP2B6*1/*5 genotypes (‘normal’ metabolizers,
N =54) were predicted to display high-intermediate CYP2B6 activity; however, their S-mephenytoin N-dem-
ethylase activities ranged from poor (the lowest 9.25 pmol*mg™*min™) to extensive metabolism (the highest
538.3 pmol*mg *min') (Fig. 3A). Despite the CYP2B6*1/*1 or CYP2B6*1/*5 genotypes, 30 tissue donors dis-
played lower CYP2B6 activity (poor or low-intermediate activity) than predicted from the genotype. The activity
reducing non-genetic factors (CYP2B6 inhibitor amlodipine; non-specific amoxicillin + clavulanic acid therapy
and chronic alcohol consumption) in the medical history was frequently indicated in the subjects with poor
or low-intermediate activities (12/30 in poor/low-intermediate metabolizers versus 0/14 in high-intermediate,
OR: 19.6, 95% CI: 1.07-359.6, P =0.0084). Of the 10 extensive metabolizers, 2 were on CYP2B6 inducer therapy
(methylprednisolone, midazolam) that confirmed the high CYP2B6 activity. ‘Rapid’ metabolizer phenotype
predicted from the genotype (CYP2B6*1/*4, CYP2B6*1/*22 or CYP2B6*4/*5) was identified in 6 tissue donors;
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Figure 3. Hepatic CYP2B6 activity (S-mephenytoin N-demethylation) (A) and CYP2B6 expression (B) in
subjects belonging to various CYP2B6 genotype groups. Non-genetic factors (CYP2B6 inducer and inhibitor
therapy, amoxicillin + clavulanic acid treatment, chronic alcohol consumption) found in clinical reports of

the tissue donors are indicated. The median CYP2B6 activity (dotted line) is for the cutoft value between

high- and low-intermediate metabolizers. Tables provide the number of subjects in each metabolizer groups
with the information of relevant non-genetic factors. PM poor metabolizer, IM intermediate metabolizer, EM
extensive metabolizer, low low expression; intermediate intermediate expression; high high expression. CYP2B6
genotype groups: Poor CYP2B6*6/*6, CYP2B6*6/*9; Intermediate: CYP2B6*1/%6, CYP2B6*5/*6, CYP2B6*1/*9,
CYP2B6*4/*6; Normal: CYP2B6*1/*1, CYP2B6*1/*5; Rapid: CYP2B6*1/*4, CYP2B6*1/*22, CYP2B6*4/*5.
*P<0.05.

however, only 2 displayed extensive S-mephenytoin N-demethylation, and in the medical history of one subject,
chronic alcohol consumption appeared to be responsible for high-intermediate metabolism. In conclusion,
CYP2B6 genetic polymorphisms explained S-mephenytoin N-demethylase activity in not more than 29 tissue
donors (27.6%), and considering non-genetic factors improved the phenotype prediction by further 33.3% (35
tissue donors); however, in the medical history of 41 subjects, no relevant information on the non-genetic fac-
tors for altered CYP2B6 metabolism was found. It also means that phenoconverting non-genetic factors in these
41 subjects could not confirm altered CYP2B6 phenotype predicted from genotype, and genotype—phenotype
mismatch still existed in 39.1% (41/105) of the subjects.

Effect of genetic and non-genetic factors on hepatic CYP2B6 mRNA expression. The nucleo-
tide change g.-82 T > C (rs34223104) has been reported to be associated with increased expression of CYP2B6
mRNA, whereas g.15631G > T (rs3745274) is associated with an aberrant mRNA splicing variant lacking exons 4
to 6 and entailing reduced CYP2B6 function or reduced expression of the full-length CYP2B6 mRNA variant''°.
In the present study (N =93), we evaluated the association of hepatic CYP2B6 expression with CYP2B6 geno-
types as well as with non-genetic phenoconverting factors, such as CYP2B6 inducer therapy (diazepam, dexa-
methasone, methylprednisolone, felodipine, cortisone, midazolam), non-specific amoxicillin + clavulanic acid
therapy and chronic alcohol consumption (Fig. 3B).

Low CYP2B6 mRNA expression was expected in those individuals (N =6) carrying two loss-of-function
alleles (CYP2B6*6/*6 and CYP2B6*6/*9 genotypes) because of the truncated CYP2B6 splicing variant. However,
there was more than tenfold difference between the lowest (0.02179) and highest (0.2932) mRNA expression. In
the medical history of 3 subjects with high-intermediate expression and surprisingly of one with low expression,
CYP2B6 inducer therapy (4/6; diazepam, dexamethasone, methylprednisolone) was indicated. The ‘intermediate’
genotype-based phenotype category was applied for those subjects with one normal function and one loss-of-
function alleles (CYP2B6*1/*6, CYP2B6*5/*6, CYP2B6*1/*9, CYP2B6*4/*6 genotypes), and was predicted to
display low-intermediate CYP2B6 mRNA expression (N =34). In fact, we found high variability (42-fold) between
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the lowest and the highest mRNA expressions (0.01418 and 0.60709). The low CYP2B6 expression in 3 liver tis-
sue samples was explained by chronic alcohol consumption (3/9 in low expressers vs. 0/11 in low-intermediate
expressers, OR: 12.39; 95% CI: 0.549-279.4; P=0.073). Treatment with CYP2B6 specific inducers (felodipine,
cortisone, methylprednisolone) was recorded in the majority of tissue donors with high or high-intermediate
mRNA expression (12/14 in high/high-intermediate vs. 0/11 in low-intermediate; OR: 115; 95% CI: 4.973-2659.5;
P <0.0001). The subjects with two normal function alleles (CYP2B6*1/*1 and CYP2B6*1/*5 genotypes) were
estimated to have high-intermediate mRNA expression (N =48). However, we found several tissue donors with
CYP2B6 expression different from genotype-based prediction, with low and low-intermediate as well as with
high CYP2B6 mRNA levels (22/48 and 10/48). Phenoconverting effect of amoxicillin + clavulanic acid therapy
and/or chronic alcohol consumption explained low and low-intermediate mRNA expression in half of the liver
tissues (11/22 in low and low-intermediate versus 1/16 in high-intermediate; OR: 15; 95% CI: 1.678-134.1;
P=0.0051). In the medical history of 3 tissue donors with high mRNA expression (3/10), CYP2B6 inducer
therapy (methylprednisolone, midazolam, dexamethasone) was recorded (3/10 high expressers versus 0/16 in
high-intermediate; OR: 15.4, 95% CI: 0.703-337.5, P=0.0462). Although the individuals with one normal and
one gain-of-function alleles (N = 5; CYP2B6*1/*4 and CYP2B6*1/*22 genotypes) were predicted to display ‘rapid’
metabolizer phenotype, CYP2B6*22 carriers were expected to have high CYP2B6 mRNA expression (2/5). Four
tissue donors (2 with CYP2B6*1/*4 and 2 with CYP2B6*1/*22) expressed CYP2B6 at low-intermediate and high-
intermediate levels, and only one subject with CYP2B6*1/*4 genotype was high CYP2B6 expresser (1/5). Chronic
alcohol consumption was recorded for one tissue donor with CYP2B6*1/*4 genotype. In conclusion, CYP2B6
mRNA expression of less than one third of the liver tissue samples (29 tissue donors, 31.2%) was confirmed
by CYP2B6 genotype, and non-genetic factors recorded in the medical history of the donors explained altered
CYP2B6 expression in further 33 liver samples (35.5%). For the remaining 31 tissue donors (33.3%), no relevant
information explained CYP2B6 mRNA expression different from the genotype-based phenotype prediction.

Multivariate analysis of CYP2B6 activity and mRNA expression. Multiple linear regression
analysis was performed to estimate the influence of genetic (CYP2B6 SNVs or haplotypes) and non-genetic
covariates (sex, medication with CYP2B6 inducers or amoxicillin + clavulanic acid, chronic alcohol consump-
tion) on CYP2B6 activity and on CYP2B6 mRNA expression (Table 4). Significant associations were observed
between S-mephenytoin N-demethylation activity and the nucleotide substitution g.15631G>T (P=0.034) or
the CYP2B6 inducer therapy (P=0.005). When the CYP2B6 haplotypes were involved in the analysis, the impact
of none of the haplotypes containing g.15631 T was significant (g.-82 T/15631 T/18053G/25505 T P=0.383;
g.-82 T/15631 T/18053A/25505 T P=0.427), whereas CYP2B6 activity-reducing non-genetic factors (chronic
alcohol consumption and amoxicillin + clavulanic acid therapy) appeared to be associated with CYP2B6 activ-
ity (P=0.050). Furthermore, hepatic CYP2B6 mRNA expression was found to be significantly associated with
the nucleotide substitution g.15631G>T (P=0.004) and also with g.18053A>G (P=0.038). Involving CYP2B6
haplotypes in the multiple regression model, the association between CYP2B6 mRNA expression and the
g.-82 T/15631 T/18053G/25505 T haplotype present in CYP2B6%6 allele became significant (P=0.025). Both the
CYP2B6 inducer therapy and the expression reducing non-genetic factors displayed significant association with
hepatic CYP2B6 expression (P<0.001 and P=0.021, respectively). However, sex appeared to have no influence
on either CYP2B6 activity or mRNA expression.

Discussion
Genetic variability of CYP2B6 has been reported to be associated with significant interindividual variations
in pharmacokinetics of several clinically important drugs (antiretroviral, anticancer, antidepressant, antima-
larial drugs)®®. Moreover, preliminary pharmacogenetic testing is highly recommended for patients on efa-
virenz therapy for proper therapeutic efficacy and for limitation of adverse reactions®. Identification of SNVs in
CYP2B6 gene and haplotype estimation constitute a major challenge, because for CYP2B6 genotyping, reliable
and CYP2B6-selective assays are required that can distinguish CYP2B6 sequences from the highly homologous
pseudogene CYP2B7P. TagMan PCR assays offer accurate, sensitive, cost-efficient and fast SNV-discrimination
method. Validated TagMan CYP2B6 genotyping assays are commercially available for g.-82 T >C, g.15631G>T
and g.25505C > T polymorphisms, but not for g.18053A > G, which is present in many allelic variants including
CYP2B6*4 and the most frequent and widely studied CYP2B6%6; therefore, for identification of g.18053A > G, we
have developed a novel, two-step genotyping assay. In the 119 liver samples, the frequencies of CYP2B6 alleles
and genotypes in liver tissue donors were demonstrated to be similar to those in Caucasian populations (Table 2)
(https://www.pharmgkb.org/page/cyp2b6RefMaterials, access date: 24.01.2022)%. Although genetic polymor-
phisms of CYP2B6 can elucidate the substantial interindividual variability in CYP2B6 expression and activity
to some extent, non-genetic factors can significantly modify the CYP2B6 phenotype predicted from genotype.
The present study investigated the contribution of CYP2B6 genetic and non-genetic factors to CYP2B6-selective
S-mephenytoin N-demethylation and CYP2B6 mRNA expression as well as the CYP2B6 genotype-phenotype
mismatch in human liver tissues. S-Mephenytoin as the probe substrate and its N-demethylation reaction is
frequently used for characterization of hepatic microsomal CYP2B6 activity™; however, only a few studies have
applied this CYP2B6-selective reaction in genotype-phenotype analysis?**%. In CYP2B6 expression analysis,
the primer pair was designed to the exons 3 and 4 for the quantification of the full-length CYP2B6 mRNA. The
strong association between CYP2B6 mRNA and S-mephenytoin N-demethylase activity in human liver tissues
proved that the amplicon produced in the quantitative PCR was appropriate for the identification of the func-
tional CYP2B6 mRNA and did not detect the truncated mRNA variant.

Several in vitro and in vivo studies indicated that some CYP2B6 allelic variants may have substrate-specific
effect on CYP2B6 function that further complicates the CYP2B6 phenotype estimation based on PharmVar
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criteria system®’. PharmVar classification is appropriate for CYP2B6 genotype guided efavirenz therapy, whereas
CYP2B6 pharmacogenetics appear to have an opposite impact on cyclophosphamide bioactivation. The most
common CYP2B6*6 is associated with the expression of an mRNA variant lacking exons 4-6 due to aberrant
splicing, and consequently with decreased hepatic activity in efavirenz and bupropion metabolism'®!%?2, Efa-
virenz exposure has been reported to increase in patients with CYP2B6*1/*6 or CYP2B6*6/*6; therefore, sub-
stantial dose reduction has been recommended for better tolerability'>**. Although the presence of CYP2B6*6
allele appeared to have minor or negligible effect on bupropion exposure, hydroxylation of both enantiomers
was lower in patients carrying CYP2B6*6/*6'”¢!. Contradictory results have been reported on metabolic activa-
tion of the prodrug cyclophosphamide in hepatic microsomes from CYP2B6*6 carriers'®6>%%; however, lower
4-hydroxy-cyclophosphamide production and worse treatment response to cyclophosphamide was observed
in patients with CYP2B6*6 allele than in CYP2B6*6 non-carriers®. The g.18053A > G nucleotide change in
CYP2B6*4 allelic variant has been reported to significantly alter the enzyme structure leading to a functionally
different protein variant and to increased drug-metabolizing activity'>!>1>-175, The CYP2B6*4 allele contributed
to increased activity in efavirenz 8-hydroxylation and to reduced plasma concentration of efavirenz in HIV-
infected patients'>'%; however, dose modification was not required for efficient efavirenz therapy®. Intrinsic
clearance of both bupropion enantiomers was minimally increased by CYP2B6*4, whereas pharmacokinetic
studies demonstrated significantly high bupropion clearance in vivo and consequently high hydroxy-bupro-
pion exposure in CYP2B6*4 carrier subjects!”"%, Interestingly, CYP2B6*4 displayed lower cyclophosphamide
4-hydroxylation activity in vitro than CYP2B6*1'8%%; however, CYP2B6*1/*4 genotype appeared to have no impact
on 4-hydroxy-cyclophosphamide formation in vivo comparing to CYP2B6*1/*1°. In the liver tissues of the pre-
sent study, CYP2B6 mRNA expression was significantly associated with the g.15631C>T and g.18053A>G SNV's
and even more with the g.-82 T/15631 T/18053G/25505 T haplotype designated as CYP2B6%6. S-Mephenytoin
N-demethylase activity appeared to be significantly influenced by g.15631C > T, and marginally significant impact
of g.18053A > G was demonstrated; however, the haplotype g.-82 T/15631 T/18053G/25505 T (CYP2B6%6) did
not affect CYP2B6 activity at all.

Besides CYP2B6 genetic variations, phenoconverting non-genetic factors, such as sex, age, co-medication
and co-morbidities, have been considered to contribute to the interindividual variability in CYP2B6 activity and
expression®?>*%. Al Koudsi et al. attributed 10% of variations in CYP2B6 protein expression to CYP2B6 genotype,
14% to gender and 21% to exposure to hepatic CYP inducers®. Several studies indicated that females displayed
significantly higher CYP2B6 expression and activity than males®***’. It was explained by estradiol induction
through an estrogen response element in the regulatory region of CYP2B6 gene®®%. However, other studies,
including the present work, demonstrated no association between gender and CYP2B6 phenotypes!®313334,
Environmental non-genetic factors, such as CYP2B6-specific or non-specific medication and the consequences
of chronic alcohol consumption are expected to contribute to the high interindividual variability in CYP2B6
expression and activity. Of less than 30% of liver tissue donors, CYP2B6 genetic variability influenced the CYP2B6
phenotype, whereas of more than 35% of tissue donors, non-genetic factors were reported in the medical history
that significantly altered S-mephenytoin N-demethylase activity and/or CYP2B6 mRNA expression. In addition
to genetic variations, the impact of both CYP2B6-selective inhibitors and inducers is highly recommended to be
taken into account during CYP2B6 phenotype prediction®*?. The function of several CYP enzymes have been
demonstrated to be inhibited by 1,4-dihydropyridine calcium-channel antagonists, including amlodipine that
was found to strongly inhibit in vitro activities of CYP2B6 and CYP3A4; however, the clinical significance of the
interaction between amlodipine and CYP2B6 might be minor because of the relatively high ICs, values towards
CYP2B6 substrates*>”. In two subjects, one with CYP2B6*1/*1, the other with CYP2B6*5/%6 genotype, and pre-
dicted to be ‘normal’ and ‘intermediate’ metabolizers, respectively, the low S-mephenytoin N-demethylation was
attributed to the antihypertensive amlodipine therapy that might have transiently evoked poor CYP2B6 activity.
Furthermore, the exposure to CYP2B6 inducers, including the antibiotics rifampicin, the corticosteroid derivative
prednisolone, cortisone, hydrocortisone and dexamethasone, the benzodiazepine diazepam and midazolam, and
the calcium channel blocker felodipine induces transcriptional expression of CYP2B6 gene via nuclear receptors
(PXR, CAR)?>*0:5253555771 Rifampicin treatment has been demonstrated to substantially increase the clearance of
bupropion and the formation of hydroxy-bupropion metabolite’?. Furthermore, selective activation of CAR has
been found to lead to increased bioactivation of cyclophosphamide in hepatocytes and to enhanced cytotoxicity
in leukemia cells”®. Metabolic activation of cyclophosphamide is primarily catalyzed by CYP2B6 with minor
contribution of CYP3A4, whereas CYP3A4 is responsible for the inactivation pathway’*. Since CAR preferentially
mediates transcriptional induction of CYP2B6 over CYP3A4, CAR activation resulted in an increase in the active
metabolite formation and in elevated antitumor activity”*. In the liver tissue donors, the CYP2B6 inducer therapy
in their medical history (dexamethasone, methylprednisolone, prednisolone, hydrocortisone, cortisone, mida-
zolam, felodipine, diazepam) was significantly associated with increased CYP2B6 mRNA expression and activity.
Particularly in those with one or two loss-of-function alleles predicted to be ‘intermediate’ or ‘poor’ metabolizers,
high or high-intermediate activity and expression were observed. The loss-of-function alleles (CYP2B6*6 and
CYP2B6*9) display some residual expression and activity; therefore, it was logically assumed that the expo-
sure to a CYP2B6 inducer ameliorated the reduced function of CYP2B6 predicted from genotype. The clinical
study by Loboz et al. involving healthy volunteers demonstrated that rifampicin induction increased bupropion
clearance even in those carrying the loss-of-function CYP2B6%6 allele’. As a consequence of rifampicin treat-
ment (PXR activation), hydroxy-bupropion formation was enhanced in subjects with CYP2B6*1/*6 as well as in
CYP2B6*1/*1 carriers’. In the liver tissue donors of the present study, increased S-mephenytoin N-demethylation
activity and CYP2B6 mRNA expression were associated with CYP2B6 inducer therapy, and 83% of the subjects
exposed to CYP2B6 inducers (19/23) carried one or two copies of CYP2B6%6 allele; however, for the clear evi-
dence for the CYP2B6*6-dependent susceptibility to induction, further study involving a large population is
required. The polymorphism of g.-82 T > C has nevertheless been demonstrated to be associated with CYP2B6
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genotype-dependent susceptibility to rifampicin induction due to increased recruitment of PXR to the promoter
region in g.-82C carriers'®. Genotype-dependent susceptibility to CYP2B6 inhibitors has also been reported
by Talakad et al. demonstrating an increase in inhibitory constant (K;) values of the CYP2B6*4 and CYP2B6*6
variants with sertraline or clopidogrel compared to the wild-type enzyme”. However, CYP2B6*6 was found to
be more susceptible to voriconazole inhibition than CYP2B6*17, indicating inhibitor-dependent susceptibility
of CYP2B6%6. Duration of phenoconversion and the recovery after CYP2B6 inhibition or induction have been
reported to depend on the elimination rate of the inhibitor or inducer drugs and/or on enzyme turnover””. In
the liver tissue donors, the putative time-course of drug-induced phenoconversion might have influenced the
hepatic CYP2B6 activity and expression after discontinuation of the CYP2B6 inhibitor amlodipine or CYP2B6
inducer drugs. Considering the fact that the information on the drug therapy (both chronic and acute) applied
prior the brain-death was recorded in the clinical histories, and the time of tissue explantation never exceeded
3 h, we assumed that no loss of altered enzyme activity or expression occurred in liver samples. Amlodipine and
the CYP2B6 inducers are drugs with relatively long half-lives (12-60 h); furthermore, the de-induction and the
recovery of CYP enzyme after inducer discontinuation has been calculated to require 3-7 days’®”*; therefore, we
considered that phenoconversion evoked by these drugs still existed at the time of explantation.

Furthermore, reduced CYP2B6 activity and/or expression in liver tissues was also associated with the non-
specific amoxicillin + clavulanic acid therapy and/or chronic alcohol consumption. Amoxicillin, effective against
a wide range of bacterial infections, is often used in combination with clavulanic acid that prevents bacterial
metabolism of amoxicillin®. Moderately severe hepatotoxic side effect of this combination has been reported;
severe hepatic dysfunction however rarely occurs®®®!. Chronic alcohol consumption is one of the major causes
of liver diseases, the progression of which is explained by several pathological processes (e.g. inflammation,
oxidative stress); however, the exact pathomechanism is not clearly understood**. No information is available
about CYP2B6-selective inhibition or downregulation induced by amoxicillin + clavulanic acid or chronic alcohol
consumption; however, hepatotoxicity and the associated inflammatory processes were assumed to influence
CYP expression and function®?. Clear evidence has been provided that the release of proinflammatory cytokines
during inflammation downregulates both protein or mRNA expression of several CYPs, including CYP2B6%%4,
IL-6 (interleukin 6) and IFNy (interferon y) proinflammatory cytokines have been demonstrated to downregulate
the expression of CYP2B6 mRNA and protein as well as CYP2B6 activity®#-38. In the liver tissue donors with
amoxicillin + clavulanic acid therapy and/or chronic alcohol consumption, decreased CYP2B6 expression and
S-mephenytoin N-demethylase activity were attributed to a non-specific impact of inflammatory processes on
CYP function rather than to a CYP2B6-selective suppression.

The present work indicated that CYP2B6 genetic polymorphisms influenced the expression and activity of
CYP2B6 enzyme to some extent; however, the significance of phenoconverting non-genetic factors in enzyme
function was comparable with that of genetic factors or even phenoconversion masked the effect of CYP2B6
allelic variants. Ing Lorenzini et al. evaluated the predictive values of CYP genotypes on CYP-mediated drug
metabolism in patients, and observed relatively good CYP2B6 genotype-phenotype concordance for poor and
rapid metabolizers (67% and 100%), but more variable for intermediate and normal metabolizers (0% and 38%)%.
It should be noted that the number of patients involved in the interpretation of CYP2B6 genotype-phenotype
concordance was limited (N'=36). In a retrospective study involving patients taking analgesic drugs for chronic
pain, genetic variability and non-genetic factors influencing drug-metabolizing enzyme activities were associated
with the occurrence of adverse drug reactions and/or non-response to the therapy in 40% and 28% of the cases®.

Some limitations of the present work should be discussed. First, we assessed the impact of CYP2B6 alleles
most common in Caucasian populations, and some other, functionally relevant allelic variants were not identified
(CYP2B6*7 or CYP2B6*12); however, their prevalence is low in Caucasian populations. Second, the medical his-
tory of some tissue donors may be assumed to be incomplete, and some information about relevant non-genetic
factors was missing that might have influenced the interpretation of CYP2B6 phenotypes. Certain co-morbidities
have been demonstrated to impact the function of drug-metabolizing enzymes; however, in the clinical histories
of the tissue donors, the information of relevant pathological conditions was scarcely or incompletely recorded.

Although pharmacogenetic testing of drug-metabolizing CYP enzymes is an effective approach towards
optimization and personalization of drug therapy*>?!, the assessment of patients’ drug-metabolizing capacity
is far more complex than a simple prediction from the genotype. The present work has demonstrated that both
CYP2B6 genetic and non-genetic variations were important to be taken into account in CYP2B6 phenotype
interpretation. However, in approximately one third of the subjects, a CYP2B6 genotype-phenotype mismatch
still existed. Identifying potential factors (both CYP2B6-specific and non-specific factors) in CYP2B6 phenotype
variability and considering both genetic variations and non-genetic factors is a pressing requirement for appro-
priate elucidation of CYP2B6 genotype-phenotype mismatch that may improve prediction of pharmacokinetic
variations and clinical outcome of a drug that is primarily or exclusively metabolized by CYP2B6 enzyme (e.g.
cyclophosphamide, efavirenz, bupropion, ketamine, methadone).
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OPEN Association between CYP2B6
genetic variability
and cyclophosphamide
therapy in pediatric patients
with neuroblastoma

Katalin Mang6'?, Ferenc Fekete', Adam Ferenc Kiss?, Réka Erd8s?, Janos Tibor Fekete*,
Tamas BGdi?, Edit Bruckner?, Miklés Garami?, Tamas Micsik* & Katalin Monostory**

Cyclophosphamide, an oxazaphosphorine prodrug is frequently used in treatment of neuroblastoma,
which is one of the most prevalent solid organ malignancies in infants and young children. Cytochrome
P450 2B6 (CYP2B6) is the major catalyst and CYP2C19 is the minor enzyme in bioactivation and
inactivation pathways of cyclophosphamide. CYP-mediated metabolism may contribute to the
variable pharmacokinetics of cyclophosphamide and its toxic byproducts leading to insufficient
response to the therapy and development of clinically significant side effects. The aim of the study was
to reveal the contribution of pharmacogenetic variability in CYP2B6 and CYP2C19 to the treatment
efficacy and cyclophosphamide-induced side effects in pediatric neuroblastoma patients under
cyclophosphamide therapy (N =50). Cyclophosphamide-induced hematologic toxicities were pivotal

in all patients, whereas only moderate hepatorenal toxicity was developed. The patients’ CYP2B6
metabolizer phenotypes were associated with the occurrence of lymphopenia, thrombocytopenia,
and monocytopenia as well as of liver injury, but not with kidney or urinary bladder (hemorrhagic
cystitis) toxicities. Furthermore, the patients’ age (<1.5 years, P=0.03) and female gender (P <0.02),
but not CYP2B6 or CYP2C19 metabolizer phenotypes appeared as significant prognostic factors in
treatment outcomes. Our results may contribute to a better understanding of the impact of CYP2B6
variability on cyclophosphamide-induced side effects.

Abbreviations

ALDH Aldehyde dehydrogenase

ALT Alanine aminotransferase

CPIC Clinical Pharmacogenetics Implementation Consortium
GGT Gamma-glutamyltransferase

CTC Common toxicity criteria

CYP Cytochrome P450

INRC International Neuroblastoma Response Criteria

INSS International Neuroblastoma Staging System

PharmVar Pharmacogene Variation Consortium

MYCN V-Myc myelocytomatosis viral related oncogene, neuroblastoma derived
SNV Single nucleotide variation

Neuroblastoma is one of the most prevalent solid organ malignancies in infants and young children, mainly under
5 years of age (6% of all childhood cancers), and its incidence rates vary between 3 and 15 per million children'?.
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It develops from neural crest cell precursors and forms the primary tumour in the adrenal medulla or along the
sympathetic nervous chain. The risk-stratified treatment approach is based on the outstanding heterogeneity of
the disease regarding the clinical characteristics or the biological and histological features of the tumours®. The
therapy for patients diagnosed with low-to-intermediate-risk neuroblastomas ranges from observation alone to
surgical resection of the tumour with or without moderate multiagent chemotherapy, and it is predicted to result
in favourable outcome with 90-95% survival rates*. The treatment of patients with high-risk neuroblastomas is
strictly defined by standard regimens, including induction chemotherapy, surgical resection, consolidation and
maintenance therapy. However, the long-term survival rate of these patients is only 40-50% despite complex
multimodal therapy>°. Multiagent conventional chemotherapy is pivotal in the treatment of neuroblastoma, and
cyclophosphamide is one of the most frequently used agents®®.

Cyclophosphamide is an oxazaphosphorine prodrug, and metabolic activation is required for the formation
of the cytotoxic nitrogen mustard. Phosphoramide mustard is an alkylating agent that creates covalent linkages,
intra- and interstrand DNA crosslinks between intracellular nucleophiles, resulting in cell death”?®. Biotransfor-
mation of cyclophosphamide is catalysed by hepatic cytochrome P450 (CYP) enzymes, which are crucial for the
bioactivation and formation of the active metabolite as well as in the inactivation of cyclophosphamide. Approxi-
mately 70-80% of the administered dose is metabolized to 4-hydroxycyclophosphamide primarily by CYP2B6
and to a minor extent by CYP2C19 and CYP3A4 enzymes, whereas only 10% of cyclophosphamide is inactivated
via N-dechloroethylation by CYP3A4. The 4-hydroxy metabolite and its tautomer isoform, aldophosphamide are
considered to be the transport form of the nitrogen mustard®!!. Chemical decomposition of aldophosphamide
leads to the formation of the active metabolite, phosphoramide mustard, and the toxic byproduct, acrolein,
while aldehyde dehydrogenase (ALDH1A1) converts aldophosphamide to the inactive excretory metabolite,
carboxyphosphamide'>'®. A sufficient response to cyclophosphamide treatment has been assumed in tumour
cells with low ALDH activity, whereas high ALDH expression is thought to be associated with cyclophosphamide
resistance!*!°. The cytotoxicity of phosphoramide mustard, as a side effect of cyclophosphamide treatment, is
primarily manifested in sensitive normal cell populations with low ALDH1A1 expression, especially in hemat-
opoietic progenitor cells. Suppression of hematopoietic cell generation leading to leukopenia is relatively common
after cyclophosphamide treatment'®!”. Although CYP-mediated metabolic pathways also produce chemothera-
peutically inactive metabolites, acrolein and chloroacetaldehyde are responsible for clinically significant side
effects. Bladder toxicity causing hemorrhagic cystitis is one of the most common side effects associated with
highly reactive, unsaturated aldehyde acrolein excreted in the urine. Cyclophosphamide-induced hepatotoxic-
ity has been reported to occur rarely and mainly with high-dose therapy; however, it is also associated with the
formation of acrolein'®**. Oxidative stress evoked by acrolein is efficiently prevented by the co-administration
of mesna (2-mercaptoethane sulfonate) which interacts with acrolein to produce a non-toxic adduct?*2. The
minor inactivation pathway of cyclophosphamide leads to the cleavage of the chloroacetaldehyde metabolite
which has been reported to be responsible for neuro-, cardio- and nephrotoxicity'®***. A recent study has also
demonstrated that the urotoxicity of chloroacetaldehyde contributes to urothelial dysfunction®.

Substantial variability in cyclophosphamide pharmacokinetics has been reported in patients, and the variation
in the exposure to active and inactive metabolites may lead to differences in patients’ response to cyclophos-
phamide and in the development of adverse reactions'***?-?, The outcomes of cyclophosphamide therapy are
well documented in adult patients®’; however, only a few studies have focused on pediatric malignancies®**1-%>.
Cyclophosphamide clearance is more intense in children than in adults; furthermore, children display age-
dependent response to cyclophosphamide requiring modification of dosing protocol from the very early to
late childhood?”****. One of the most notable sources of interindividual variability in response to cyclophos-
phamide is drug metabolism, highlighting the outstanding role of CYP2B6 enzyme in both the bioactivation
and inactivation pathways*’. CYP2B6 function is primarily influenced by genetic polymorphisms, whereas
non-genetic factors (e.g., medication, nutrition, age, disease) can transiently modify the expression and/or the
activity of CYP2B6 enzyme®*—® (https://www.pharmvar.org/gene/CYP2B6, access date: 26.04.2023). In the last
two decades, the impact of CYP2B6 genetic variants was investigated on pharmacokinetics and therapeutic
outcomes of several CYP2B6-substrate drugs, including efavirenz, bupropion, methadone, S-mephenytoin and
cyclophosphamide®®**~*!. The Clinical Pharmacogenetics Implementation Consortium (CPIC) guideline for
efavirenz dosing has recently been published for patients with various CYP2B6 metabolizer phenotypes (poor,
intermediate, normal and rapid/ultra-rapid metabolizers) predicted from their CYP2B6 genotypes*2. CYP2B6*6,
one of the most prevalent allelic variants (carrying both g.18053A>G [rs2279343] and g.15631G>T [rs3745274])
is associated with decreased mRNA expression and enzyme activity, designating poor’ or ’intermediate’ metabo-
lizer phenotypes. Lower clearance of efavirenz or cyclophosphamide has been reported in patients who carry
CYP2B6%6 than in non-carriers®**~*4, CYP2B6*9 variant (g.15631G>T [rs3745274]) is associated with decreased
bupropion and efavirenz hydroxylation assuming ‘poor’ or ‘intermediate’ metabolizer phenotypes similarly to
CYP2B6*6; however, the clinical importance of CYP2B6*9 can be hardly interpreted because of the low prevalence
in all populations**¢. CYP2B6*4 allele (carrying g.18053A>G [rs2279343]) creates a structurally altered enzyme
variant which is associated with enhanced CYP2B6 catalytic activity, predicting rapid/ultra-rapid’ metabolizer
phenotype***”. CYP2B6*5 allele (g.25505C>T [rs3211371]) has been suggested to have a mild or negligible effect
on CYP2B6 catalytic activity, and it is associated with ‘normal’ metabolizer phenotype***>, The g.-82T>C
(rs34223104) single nucleotide variation (SNV) in CYP2B6*22 allele appears to enhance the transcription of
CYP2B6 gene leading to increased mRNA expression and catalytic activity, and carriers of CYP2B6*22 are
categorized as rapid/ultra-rapid’ metabolizers*>**~'. Several CYP2B6 alleles have been clearly demonstrated to
result in decreased or increased CYP2B6 activity; however, the association between CYP2B6 genetic polymor-
phisms and cyclophosphamide pharmacokinetics or clinical outcomes of cyclophosphamide therapy is often
controversial****>2=’_ The CYP2B6 genotype-phenotype mismatch is partly explained by non-genetic factors,
such as co-medications, sex and age, which can mask the effect of CYP2B6 allelic variants. Multidrug therapy
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with CYP2B6 inducers (e.g., steroids) or inhibitors (e.g., thiotepa, amlodipine, ticlopidine) is a potential source of
CYP2B6 phenoconversion that can transiently alter the biotransformation rates of CYP2B6 substrates®*?73%3658,
It has been reported that cyclic dosage of cyclophosphamide appears to induce its own metabolism by increasing
CYP2B6 protein expression in a concentration-dependent manner!®.

Although the association of CYP pharmacogenetics with cyclophosphamide pharmacokinetics and cyclo-
phosphamide-related toxic events has been studied in patients with several cancer types (e.g., breast cancer,
chronic lymphoid leukaemia, non-Hodgkin's lymphoma)**#143# it has been scarcely investigated in patients with
neuroblastoma?®?3°, The major aim of the present study was to determine the role of CYP2B6 pharmacogenetic
variability and patient-specific phenoconverting factors, such as age and sex, in the development of toxic events in
pediatric patients with neuroblastoma undergoing cyclophosphamide therapy. A further aim was to find any asso-
ciation between the therapeutic outcome and drug-metabolizing capacity of CYP2B6, the major and CYP2C109,
the minor catalysts of cyclophosphamide metabolism. Our results may contribute to a better understanding of
the impact of CYP variability on the clinical manifestations of cyclophosphamide treatment in children.

Materials and methods

Patients and data collection. Pediatric patients (N=50) treated with neuroblastoma at the Center of
Pediatrics, Semmelweis University (Budapest) were enrolled in the present retrospective study. The inclusion
criteria were written informed consent from the patients’ legal representatives (generally from their parents),
patients less than 18 years of age, and cyclophosphamide therapy through at least three cycles. The study was
approved by the Hungarian Committee of Science and Ethics, Medical Research Council, and was conducted
according to the regulations of Act CLIV of 1997 on Health and Decree 23/2002 of the Minister of Health of
Hungary, and in accordance with the Declaration of Helsinki. All patients belonged to the Caucasian population,
and their demographic and clinical data were recorded (Table 1). The patients were designated as low-risk or
high-risk subjects using International Neuroblastoma Staging System (INSS). High-risk neuroblastoma defined
as (#1) Stage M neuroblastoma (distant metastatic tumours except for Ms) above 365 days of age at diagno-
sis (no upper age limit) and Ms neuroblastoma (metastases confined to the skin, liver and/or bone marrow)
12-18 months old, any MYCN status or (#2) L2 (locoregional tumour with the presence of one or more image-
defined risk factors), M or Ms neuroblastoma any age, with MYCN amplification, or focal high level MYC or
MYCL amplification. The expression of the cellular oncogene MYCN is high in developing tissues that normally
give rise to neuroblastoma, whereas the amplification of MYC and MYCL is uncommon in neuroblastoma®>¢'.
Cyclophosphamide dosing was calculated from the patients’ body surface (bodyweight and height) according
to the principles of standard regimen protocols considering pretreatment risk stratification® (Table 1). Relevant
clinical, CYP2B6 and CYP2C19 genotype data of neuroblastoma patients were summarized in Supplementary
Table 1.

Therapeutic outcome and treatment-related toxicity. The patients’ response to therapy (respond-
ers: complete remission and partial remission; non-responders: stable disease and progressive disease/exit) was

Parameter

Number of patients 50

Age at diagnosis (years)* 2.32(0.10; 15.8)
<15 16

>1.5 34

Sex (female/male) 21/29
Bodyweight (kg)* 12.35 (0.59; 53.6)
Risk stratification of patients

Low-risk 15

High-risk 35
Cyclophosphamide dose (mg/kg/day)

Rapid COJEC® 10.5-25.5
Infant CO or CADOP 0.8-2

CADOP (2 1.5 years old) 2.2-2.6
Therapeutic outcome: responders

Complete remission (CR) 16

Partial remission (PR) 8

Therapeutic outcome: non-responders

Stable disease (SD) 9

Progressive disease/exit (PD-Exit) 17

Table 1. Demographic and clinical data of patients. *median (min; max); *COJEC cisplatin-vincristine-
carboplatin-etoposide-cyclophosphamide, CO cyclophosphamide-vincristine, CADO cyclophosphamide-
adriamycin-vincristine.
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defined according to the principles of the International Neuroblastoma Response Criteria (INRC)®. Hepatic,
renal and hematologic toxicities were characterized by increased levels of serum alanine aminotransferase
(ALT), gamma-glutamyltransferase (GGT), creatinine, sodium and potassium, and by decreased counts of leu-
kocytes, platelets, neutrophil granulocytes, monocytes, eosinophil granulocytes and red blood cells as well as by
blood in urine. These parameters were recorded a day before and at the peak or nadir (generally 7-15 days) after
the cyclophosphamide treatments. Grades of renal, hepatic and bone marrow toxicities were evaluated according
to the principles of National Cancer Institute Common Toxicity Criteria (CTC) version 2.0 document (Supple-
mentary Table 2). A treatment-related increase or decrease in serum parameters and cell counts was considered
when the patients’ parameters exceeded the upper limit or were below the lower limit in the normal reference
populations at the same age.

CYP genotyping. Blood samples of patients (N=50) were used to determine CYP2B6 single nucleotide
variations (SNVs) [g.18053A>G (rs2279343), g.15631G>T (rs3745274), g.25505C>T (rs3211371) and g.-82T>C
(rs34223104)] and CYP2CI9 SNV [g.19154G>A (rs4244285), g.17948G>A (rs4986893), g.1A>G (rs28399504)
and g.-806C>T (rs12248560)]. Genomic DNA templates were isolated from blood samples using Quick-DNA™
Miniprep Plus Kit (Zymo Research, Irvine, CA). CYP2B6 SNVs (g.15631G>T, g.25505C>T and g.-82T>C)
were identified using TagMan™ Drug Metabolism Genotyping Assays (C_7817765_60, C_30634242_40,
C_27830964_10, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) according to the manufacturer’s instructions. For the
analysis of g.18053A>G SNV, a two-step PCR assay based on the ‘nested’ PCR method with ‘touchdown’ thermal
cycling protocol and TagMan PCR was carried out®®. PHASE software v2.1.1 analysis was performed from SNV
data for reconstruction of CYP2B6 haplotypes®*®>. CYP2C19 SNV and haplotypes were determined by TagMan
allele-discrimination using primers and probes for g.19154G>A, g.17948G>A, g.1A>G and g.-806C>T as previ-
ously described by Kiss et al.®. According to the CPIC guideline regarding the functional impact of CYP2B6
polymorphisms and CYP2C19 diplotype to phenotype translation by PharmVar (Pharmacogene Variation Con-
sortium), patients were classified as poor, intermediate, normal and rapid/ultrarapid metabolizers*? (https://
www.pharmgkb.org/page/cyp2c19RefMaterials, access date: 26.04.2023).

Data analysis. Demographic and clinical data of 50 neuroblastoma patients were collected to evaluate the
association between CYP2B6 and CYP2C19 genetic polymorphisms and the outcome or adverse effects of cyclo-
phosphamide treatment using InStat v3.06 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA). Binary logistic regres-
sion models were applied to evaluate the association between adverse effects or patients’ response to cyclo-
phosphamide therapy as dependent variables and CYP2B6 SNVs, haplotypes, sex and age (age categories: <1.5
or> 1.5 years) as co-variates. Multivariate binary logistic regression analyses were performed using IBM SPSS
Statistics software [v28.0.1.0 (142), IBM Corp., Armonk, NY]. In general, P value <0.05 was considered to be
statistically significant. No formal sample size estimation applied, although for logistic regression models, the
general rule of including at least 10 observations/predictor variables was applied as sample size estimation®’.
Posterior power calculation was performed using G*Power 3.1.9.7 software (Christian Albrechts University,
Kiel, Germany)®. Goodness of fit of logistic regression models was approved by Hosmer-Lemeshow test; fur-
thermore, Akaike’s Information Criterion (AIC) and Bayesian Information Criterion (BIC) numbers were added
to each model.

Informed consent. Written informed consent was obtained from the patients’ legal representatives.

Results

CYP2B6 and CYP2C19 genetic variability in neuroblastoma patients. Clinically relevant CYP2B6
(g.18053A>G (rs2279343), g.15631G>T (rs3745274), g.25505C>T (rs3211371) and g.-82T>C (rs34223104)]
and CYP2C19 SNVs [g.19154G>A (rs4244285), g.17948G>A (rs4986893), g.1A>G (rs28399504), g.-806C>T
(rs12248560)] most frequent in Caucasian populations were identified in pediatric patients with neuroblastoma
(N'=50) (Table 2). Patients who did not carry any of the CYP2B6 or CYP2C19 polymorphisms were considered
to have wild-type CYP2B6*1 and CYP2CI19*1 alleles. The prevalence of CYP2B6*6 and CYP2B6*5 alleles was
relatively high in patients (22.0% and 11.0%, respectively), whereas CYP2B6*4 and CYP2B6*22 alleles occurred
sporadically (5.0% and 1.0%, respectively), and no patient with CYP2B6*9 allele was identified. For CYP2CI9,
the most common allelic variants were CYP2C19*2 and CYP2C19%17 with a prevalence of 15.3% and 20.4%,
respectively, whereas CYP2C19*3 and CYP2C19*4 did not occur in the children in the present study. The relative
frequencies of the CYP2B6 and CYP2CI9 alleles in neuroblastoma patients were similar to those previously pub-
lished in Caucasian populations (Table 2)*%4%° (https://www.pharmgkb.org/page/cyp2b6RefMaterials, access
date: 26.04.2023; https://www.pharmgkb.org/page/cyp2c19RefMaterials).

CYP2B6 functions and phenotypes were estimated on the basis of CYP2B6 genotypes according to Desta et al.
and PharmVar*? (https://www.pharmgkb.org/page/cyp2b6RefMaterials). More than one third of the patients
(N'=20/50) were predicted to be poor/intermediate CYP2B6 metabolizers, whereas the majority of the patients
(N'=30/50) were found to be normal/rapid CYP2B6 metabolizers. For the estimation of CYP2C19 phenotypes,
the recommendations of PharmVar were followed (https://www.pharmgkb.org/page/cyp2c19RefMaterials). Poor/
intermediate CYP2C19 metabolizers (N =12/49) carried at least one copy of CYP2C19*2 allele. The patients with
CYP2C19*1/*1 genotype were considered to be normal CYP2C19 metabolizers (N =22/49), whereas those car-
rying CYP2C19*1/*17 or CYP2C19*17/*17 genotypes belonged to the rapid/ultrarapid CYP2C19 metabolizer
category (N =15/49).
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Frequency (%)
N Neuroblastoma patients | Caucasian population®
CYP genotype based phenotype estimation
CYP2B6 alleles
*4 5 5.0 2.2-6.2
*5 11 11.0 9-12.2
*6 22 22.0 7-28.1
*9 0 0 0-4.4
*22 1 1.0 1.4-24
Poor/intermediate CYP2B6 metabolizer (N =20)
CYP2B6 genotypes
*1/*6 14 28.0 22.1-22.9
*6/*6 2 4.0 5.4-7.3
*5/%6 2 4.0 53-7.3
*4/*6 2 4.0 <2.1
Normal/rapid CYP2B6 metabolizer (N =30)
*1/*1 17 34.0 21-24.1
*1/*5 9 18.0 7.3-11.3
*1/%4 3 6.0 1-4
*1/*22 1 2.0 1.3-2.1
CYP2C19 alleles®
*2 15 15.3 6.0-15.0
*3 0 0 <1
*4 0 0 <1
*17 20 20.4 21.5-25.0
Poor/intermediate CYP2C19 metabolizer (N=12)
CYP2C19 genotypes®
*1/*2 6 12.2 18.3-18.5
*2/*2 3 6.1 2.1
*2/*17 3 6.1 6.3
Normal CYP2C19 metabolizer (N =23)
“1/41 (23 [469 39.0-405
Rapid/ultrarapid CYP2C19 metabolizer (N = 14)
*1/*17 11 224 26.9-27.5
*17/*17 3 6.1 4.6-4.7

Table 2. CYP2B6 and CYP2CI9 allele and genotype frequencies, and genotype based phenotypes of
neuroblastoma patients (N = 50). *number of alleles or number of patients. "Based on PharmVar (https://www.
pharmgkb.org/page/cyp2b6RefMaterials, https://www.pharmgkb.org/page/cyp2c19RefMaterials), Zanger*®,
Ionova®, Zhou*. “Missing CYP2C19 data for 1 patient.

Patients’ CYP2B6 genotype and cyclophosphamide-induced hepatorenal and bladder toxic-
ity. The symptoms of hepatic, renal and bladder toxicity were followed in neuroblastoma patients during at
least three cycles of "low” (1-2.6 mg/kg/day) or ’intermediate’ (10.5-38 mg/kg/day) doses of cyclophosphamide'”.
Toxicities were graded according to the Common Toxicity Criteria of the National Cancer Institute (CTC ver-
sion 2.0; Supplementary Table 2). Elevated serum ALT and GGT levels indicated mild (grade 1 or grade 2)
hepatic injury in more than half of the patients (27/49), whereas moderate (grade 3) toxicity was observed in 2
patients (2/49). Cyclophosphamide-induced bladder injury was evaluated on the basis of bloody urine symp-
toms, while renal toxicity was estimated by an increase in serum creatinine, sodium and potassium levels. A
mild increase in serum creatinine concentrations (grade 1) indicating renal toxicity was observed in only two
patients (2/49), whereas elevated sodium and/or potassium concentrations developed in 28.6% of the children
(14/49). Bladder injury occurred sporadically (3/49) and was reported immediately in the first and second cycles
of therapy, whereas in subsequent cycles, bloody urine symptoms were not observed.

CYP2B6 function has been supposed to be related to the development of cyclophosphamide-induced side
effects; therefore, the association of patients’ CYP2B6 genotype-based phenotypes with hepatic, renal and bladder
toxicity was evaluated (Table 3). In 26.3% of poor/intermediate CYP2B6 metabolizers (5/19), serum ALT levels
exceeded the upper limit of normal reference population, while more than half of the patients with normal/rapid
CYP2B6 metabolizer phenotypes displayed elevated serum ALT levels (60.0%, 18/30). This means that CYP2B6
phenotype significantly contributed to the development of hepatic injury, as indicated by ALT increase (OR 0.238;
95% CI 0.068-0.835; N =49, P=0.03) (Table 3). Multivariate binary logistic regression analysis with CYP2B6
SNVs, haplotypes or genotype-based phenotypes and non-genetic factors, including age and sex as independent
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‘ Poor/Intermediate CYP2B6 metabolizers® | Normal/Rapid CYP2B6 metabolizers® | P value

Hepatotoxicity

ALT 26.3% (5/19) 60.0% (18/30) 0.03
GGT 21.0% (4/19) 40.0% (12/30) 0.21
Renal toxicity

Creatinine 0.0% (0/19) 6.6% (2/30) 0.51
Sodium 5.2% (1/19) 6.6% (2/30) 1.00
Potassium 26.3% (5/19) 26.6% (8/30) 1.00
Bloody urine 0.0% (0/19) 10% (3/30) 0.27

Table 3. The incidence of symptoms indicating hepatic, renal and bladder toxicity in neuroblastoma patients
with poor/intermediate and normal/rapid CYP2B6 metabolizer phenotypes. Significant values are in bold.
*Patients’ CYP2B6 phenotypes were predicted on the basis of their CYP2B6 genotypes.

variables, identified that the incidence of abnormal serum ALT concentrations was significantly lower in poor/
intermediate metabolizers than in normal/rapid metabolizers (P =0.02) most probably due to CYP2B6*6 (g.-
82T/15631T/18053G/25505T) allele (P =0.008). However, CYP2B6 SNVs and non-genetic factors (sex, age) had
no influence on ALT increase (Table 4). Furthermore, no significant association was observed between CYP2B6
function and abnormal serum GGT levels induced by the therapy (poor/intermediate CYP2B6 metabolizers
21.0% vs normal/rapid CYP2B6 metabolizers 40.0%, OR 0.400; 95% CI 0.106-1.502; P =0.21) (Table 3). Blood
in urine, the symptoms of bladder injury, and increased serum creatinine concentrations indicating renal toxic-
ity rarely occurred in patients (3/49 and 2/49, respectively) (Table 3), and these patients were predicted to have
normal CYP2B6 metabolizer phenotype (CYP2B6*1/*1, CYP2B6*1/%5). The incidence of abnormal serum sodium
and potassium levels in poor/intermediate CYP2B6 metabolizers was equal to those in normal/rapid CYP2B6
metabolizer subjects (sodium: 5.2% vs 6.6%; OR 0.778; 95% CI 0.0656-9.223; P=1.00; potassium: 26.3% vs 26.6%,
OR 0.982; 95% CI 0.667-3.615; P=1.00) (Table 3).

In conclusion, mild hepatotoxicity was observed in patients with neuroblastoma receiving cyclophosphamide
therapy, which was more frequent in patients with normal/rapid CYP2B6 metabolizing capacity than in those
with poor/intermediate CYP2B6 phenotypes. CYP2B6%6 (g.-82T/15631T/18053G/25505T) haplotype seemed
to significantly contribute to the decrease of the incidence of abnormal ALT levels during cyclophosphamide
therapy. Remarkable kidney and bladder injury was not induced, and no association between CYP2B6 function
and the development of renal and bladder toxicity was found in the patients.

Increased serum ALT levels

Model Variables Coeflicient B (SE) Exp 3 P

Constant —24.39 (40,192) 0 1
SNVs, non-genetic factors? g.-82T>C (rs34223104) 22.33 (40,192) 4,996,498,070 1

2.15631G>T (rs3745274) 0.27 (1.37) 1.31 0.84

g.18053A>G (rs2279343) 1(1.39) 0.14 0.16

8.25505C>T (rs3211371) —-1.39(0.89) 0.24 0.11
Model 1

Sex —0.47 (0.70) 0.95 0.94

Age 0.02 (0.10) 1.02 0.80

Constant 25.60 (79,461) 1.31E+11 1
Haplotypes, non-genetic factors®! CYP2B6*4 (g.-82T/15631G/18053G/25505C) —-0.69 (1.09) 0.49 0.76

CYP2B6*5 (g.-82T/15631G/18053A/25505T) —1.22(0.86) 0.29 0.16

CYP2B6*6 (g.-82T/15631T/18053G/25505T) -1.97 (0.74) 0.13 0.008

CYP2B6*22 (g.-82C/15631G/18053A/25505C) —23.31(79,461) 7.49E-11 1.00
Model 2 (corrected P<0.01)

Sex 0.21 (0.70) 1.23 0.76

Age 0.64 (0.71) 1.89 0.37

Constant 0.60 (0.75) 1.83 0.42
Estimated phenotype, non-genetic factors*

Poor/intermediate - 1.56 (0.67) 0.21 0.02

Sex 0.11 (0.65) 1.12 0.86
Model 3 (corrected P<0.02)

Age 0.60 (0.68) 1.82 0.38

Table 4. Multivariate logistic regression analysis on the incidence of abnormal serum ALT level considering
CYP2B6 SNV, haplotypes, estimated phenotypes and non-genetic factors (age, sex). Significant values are
in bold. 2AIC: 37.71, BIC: 50.66 for model 1, PAIC: 40.89, BIC: 53.85 for model 2, AIC: 25.59, BIC: 32.99 for
model 3; 4Post-hoc power: 94.1%.
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Patients’ CYP2B6 genotype and the chemotherapy-induced myelosuppression. The most
common side effect of cyclophosphamide, as of many other chemotherapeutic agents, is bone marrow sup-
pression; therefore, the association of CYP2B6 polymorphisms with hematologic toxicity was also assessed. All
patients suffered from hematologic toxicity induced by the therapy, and the decrease in blood cell counts gen-
erally developed by the 7th-15th day after treatment, in line with the observations of previous studies'®!7707!,
Grade 3 lymphopenia, grade 4 neutropenia and grade 3 or 4 thrombocytopenia developed most frequently,
and in the majority of the patients, the cell counts of monocytes, eosinophil granulocytes and red blood cells
were lower than those in the normal reference populations (Supplementary Table 2, Table 5). However, the
severity and incidence rates varied in patients with poor/intermediate and normal/rapid CYP2B6 metabolizing
capacities (Table 5, Supplementary Fig. 1). Grade 3 lymphopenia occurred more frequently in patients with nor-
mal/rapid function than in those with poor/intermediate CYP2B6 function (Chi% 6.044, N=47, P=0.015). The
prevalence of severe thrombocytopenia (grades 3 and 4) was also higher in normal/rapid CYP2B6 metabolizers
than in poor/intermediate metabolizer patients (Chi* 5.588, N=50, P=0.018). Furthermore, chemotherapy-
induced decrease in monocyte counts developed significantly more frequently in patients with normal/rapid
than in those with poor/intermediate CYP2B6 function (OR 10.000; 95% CI 1.056-94.730; N =45, P=0.030).
However, no association between CYP2B6 metabolizing capacity and the decrease in cell counts of neutrophil
and eosinophil granulocytes as well as of red blood cells was observed in the patients during the 3-cycle therapy
containing cyclophosphamide. In conclusion, the patients’ CYP2B6 metabolizing capacity appeared to signifi-
cantly influence the development of severe hematologic toxicity related to lymphopenia, thrombocytopenia and
monocytopenia induced by the therapy, whereas no effect of CYP2B6 function on the reduction of neutrophils,
eosinophils and red blood cells was observed in neuroblastoma patients.

Association between patients’ CYP genotypes and therapeutic outcome. Although CYP2B6
plays a major role and CYP2C19 is the minor catalyst of cyclophosphamide metabolism, the association of the
drug-metabolizing capacity of both CYP enzymes with therapeutic outcomes was retrospectively evaluated.
CYP2B6 and CYP2C19 phenotypes of the patients were established on the basis of their genotypes, whereas
the patients’ response to anticancer therapy was defined as responders (complete remission and partial remis-
sion, N'=24/50) and non-responders (stable disease and progressive disease/exit, N =26/50) on the basis of the
primary tumour response (Tables 1 and 2). No significant differences were observed in the ratios of patients
with various CYP2B6 or CYP2C19 phenotypes between responders and non-responders (CYP2B6 poor/inter-
mediate : normal/rapid metabolizers 9:15 in responders and 11:15 in non-responders, P >0.05; CYP2C19 poor/
intermediate : normal : rapid/ultrarapid metabolizers 8:9:5 in responders and 4:13:9 in non-responders, P >0.05)
(Fig. 1). Multivariate binary logistic regression analysis was also performed to estimate the influence of CYP2B6
SNVs and haplotypes as well as of non-genetic factors, including sex and age, on treatment outcomes (Table 6).
Although CYP2B6 genetic variability appeared to display no association with patients’ response to chemother-
apy, a significant contribution of sex and age to therapeutic outcomes was demonstrated. According to the model

‘ Poor/intermediate CYP2B6 metabolizers ‘ Normal/rapid CYP2B6 metabolizers | P value
Lymphocytes (N =47) 0.015
Grade 0 5.6% (1/18) 0.0% (0/29)
Grade 1/2 22.2% (4/18) 3.4% (1/29)
Grade 3 72.2% (13/18) 96.6% (28/29)
Platelets (N =50) 0.018
Grade 0 35.0% (7/20) 10.0% (3/30)
Grade 1/2 15.0% (3/20) 10% (3/30)
Grade 3/4 50.0% (10/20) 80.0% (24/30)
Neutrophils (N =49) 0.306
Grade 0 0.0% (0/19) 0.0% (0/30)
Grade 1/2 10.5% (2/19) 3.3% (1/30)
Grade 3/4 89.5% (17/19) 96.7% (29/30)
Monocytes (N =45) 0.030
>LLN* 27.8% (5/18) 3.7% (1/27)
<LLN* 72.2% (13/18) 96.3% (26/27)
Eosinophils (N =45) 0.449
>LLN* 27.8% (5/18) 14.8% (4/27)
<LLN* 72.2% (13/18) 85.2% (23/27)
Red blood cells (N=50) 0.489
>LLN* 15.0% (3/20) 26.7% (8/30)
<LLN* 85.0% (17/20) 73.3% (22/30)

Table 5. Evaluation of hematologic parameters indicating myelosuppression in patients with poor/
intermediate and normal/rapid CYP2B6 function. Significant values are in bold. *LLN: lower limit in normal
reference population at the same age.
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Figure 1. The association of cyclophosphamide therapeutic outcome with patients’ CYP2B6 (A) and CYP2C19
genotype-based phenotypes (B). Patients were considered to be responders with complete remission and partial
remission, whereas non-responders with stable disease and progressive disease/exit. CYP2B6 and CYP2C19
phenotypes were estimated on the basis of CYP2B6 or CYP2C19 genotypes according to the CPIC and
PharmVar recommendations.
Response to therapy
Models Variables Coefficient B (SE) Exp 8 P value
Constant 2331 (40,192) 1.338E+10 1.00
SNVs, non-genetic factors® g.-82T>C (rs34223104) —22.11 (40,192) 0.00 1.00
€.15631G>T (rs3745274) 0.29 (1.47) 1.34 0.83
.18053A>G (152279343) 0.45 (1.45) 1.58 0.75
§.25505C>T (rs3211371) 0.38 (0.9) 1.46 0.67
Model 1 (corrected P<0.01)
Sex - 15(0.72) 0.22 0.03
Age -0.75(0.74) 0.17 0.01
Constant 21.83 (40,192) 3,041,354,571 1.00
Haplotypes?, non-genetic factors" CYP2B6*4 (g.-82T/15631G/18053G/25505C) 1.39 (1.22) 4.01 0.25
CYP2B6*5 (g.-82T/15631G/18053A/25505T) 0.52 (0.91) 1.68 0.56
CYP2B6%6 (g.-82T/15631T/18053G/25505T) 0.73 (0.73) 2.08 0.32
CYP2B6*22 (g.-82C/15631G/18053A/25505C) - 21.99 (40,192) 0.00 1.00
Model 2 (corrected P<0.02)
Sex - 1.57(0.73) 0.20 0.03
Age - 1.7(0.75) 0.18 0.02
Constant -1.39(0.77) 0.24 0.07
Estimated phenotype, non-genetic factors
Poor/intermediate —0.69 (0.68) 0.49 0.3
Sex 1.36 (0.69) 3.89 0.04
Model 3 (corrected P<0.02)
Age 1.58 (0.71) 4.86 0.02

Table 6. Multivariate logistic regression analysis on response to cyclophosphamide therapy considering
CYP2B6 genetic polymorphisms, estimated phenotypes and non-genetic factors (age, sex). Significant values
are in bold. *AIC: 41.63, BIC: 54.72 for model 1, PAIC: 44.11, BIC: 57.21 for model 2, ¢AIC: 25.46, BIC: 32.94,
4In haplotypes, the polymorphic variants were indicated in bold. *Post-hoc power: 57.0%.

with CYP2B6 SNV or haplotypes, the primary tumour response was better in patients under 1.5 years than in
older children, and girls were found to expect more favourable therapeutic outcomes than boys in both models
(P=0.03) (Table 6).

Discussion

CYP2B6 is considered to be the major catalyst of CYP-mediated activation of cyclophosphamide, and a minor
role is attributed to CYP2C19, whereas the inactivation pathways by these enzymes also lead to the formation of
toxic metabolites, such as acrolein and chloroacetaldehyde'®. Consequently, the remarkable genetic variability
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of CYP2B6 and CYP2C1I9 is likely to influence the patients’ response to cyclophosphamide, resulting in differ-
ences in therapeutic efficacy and development of side effects®. Therefore, pharmacogenetic testing may facili-
tate justification of cyclophosphamide-induced adverse events or weak therapeutic efficacy. However, a clear
pharmacogenetic evidence for chemotherapeutic drugs in pediatric patients is limited, and the interpretation
of pharmacogenetic data in children may be assisted by extrapolation from adults’>”*. Although developmental
expression patterns of several drug-metabolizing enzymes leading to different drug responses in children and
adults have been reported’, the consequences of CYP2B6 genetic variants in pediatric patients are expected to be
identical to those in adults, because CYP2B6 expression rapidly increases after birth and is constant after 1 year
of age®”*. In contrast, the activity and protein expression of CYP2C19 is low in young children and approaches
the adult level only after 10 to 18 years of age”®. Thus, in pediatric patients, CYP2B6 catalyzed oxidation may
become the principal route of cyclophosphamide metabolism, and CYP2B6 genetic polymorphisms may influ-
ence the predisposition to cyclophosphamide-induced adverse reactions.

The active metabolite phosphoramide mustard and toxic byproducts of cyclophosphamide metabolism induce
clinically significant organ-specific side effects'®!’. The present study focused on the impact of CYP2B6 genetic
variability on the development of liver and excretory system (kidneys and urinary bladder) injury as well as
of hematologic toxicity in pediatric patients undergoing cyclophosphamide therapy. In these neuroblastoma
patients, a significant association of CYP2B6 genetic variants with liver injury and hematologic toxicity was
observed, but not with renal and bladder injury. Poor/intermediate CYP2B6 metabolizers carrying at least
one CYP2B6*6 allele and having reduced CYP2B6 activity were assumed to produce low levels of toxic phos-
phoramide mustard and acrolein due to diminished cyclophosphamide metabolism, that might explain the
low incidence of liver and hematologic toxicity. Although, neuroblastoma considered to be the most prevalent
extracranial solid tumour malignancy in childhood"?, cyclophosphamide-induced toxicity related to the patients’
CYP2B6 and CYP2C19 status has not been extensively investigated in patients with neuroblastoma. In the litera-
ture, cyclophosphamide-induced toxicity has been evaluated in patients with tumour malignancies other than
neuroblastoma; therefore, our findings interpreting CYP polymorphisms and cyclophosphamide-related adverse
reactions in pediatric patients with neuroblastoma appear to be the first. The rate of cyclophosphamide metabo-
lism is considered to be an important factor in cyclophosphamide-induced toxicity'®, and our results highlighted
that estimating patients’ cyclophosphamide metabolizing capacity by identification of clinically relevant CYP
polymorphisms may predict cyclophosphamide-induced adverse reactions even in neuroblastoma patients. Our
results were in line with the findings in Japanese breast cancer patients receiving a standard AC regimen (doxo-
rubicin and cyclophosphamide) that grade 4 neutropenia hardly developed in CYP2B6*6 carriers®>. However,
other studies found no association of hematologic toxicity with pharmacokinetics of cyclophosphamide and its
metabolites or with CYP2B6 polymorphisms'******’. Increased hydroxylation activity forming 4-hydroxycyclo-
phosphamide was linked to a significant reduction of neutrophils and platelets and to low hemoglobin concen-
trations in pediatric patients with brain tumours that also confirmed the association between high bioactivation
rate and increased risk of hematologic toxicity”. Transient elevation of serum bilirubin, alkaline phosphatase,
ALT or aspartate aminotransferase levels has also been reported in patients undergoing chemotherapy with
cyclophosphamide’®”’; however, no link to CYP2B6 genotype has been established*.

Sensitivity to cyclophosphamide appears to be increased in cells with reduced detoxification by aldehyde
dehydrogenase (ALDH enzyme). ALDH1A1 and ALDH3A1 enzymes catalyze the conversion of aldophospha-
mide, the precursor of phosphoramide mustard, to carboxyphosphamide, which has no alkylating and cytotoxic
activity'’. Liver cells are less sensitive to cyclophosphamide because of the high level of ALDH', that might
explain the mild hepatotoxicity observed in patients with neuroblastoma in the present study (Supplementary
Table 2). However, Ming et al. reported severe and prolonged hepatotoxicity in a breast cancer patient after two
cycles of cyclophosphamide, which was attributed to the combined effect of the CYP2B6 variant with high cyclo-
phosphamide 4-hydroxylation activity and the ALDH3A 1 genetic variant with reduced detoxification activity’®.
Hematopoietic progenitors or lymphocyte subsets express low levels of ALDH, predisposing these cells to have
a low inactivation rate and to be more sensitive to the bioactivated compound; therefore, enhanced hematologic
toxicity is expected to emerge!®”*% as it was found in neuroblastoma patients (Supplementary Table 2). Severe
(grade 3 and grade 4) hematologic toxicity (leukocytopenia, and neutropenia) was observed in more than half
of the adult Japanese cancer patients treated with cyclophosphamide, and grade 4 toxicity was associated with
high 4-hydroxycyclophosphamide exposure and CYP2B6 polymorphisms®. Hematologic toxicity of cyclophos-
phamide has also been reported in 12-48% of pediatric patients with solid tumour malignancies®, whereas
hemorrhagic cystitis or excretory system-related toxicities are relatively uncommon after cyclophosphamide
administration®>7¢7781_ Although Muniz et al. reported an association between CYP2B6*4 and hemorrhagic
cystitis in adult patients treated with high-dose cyclophosphamide, according to our findings in patients with
neuroblastoma, bloody urine symptoms were rarely observed®.

Conflicting results have been reported regarding patients’ responses to cyclophosphamide-containing chemo-
therapy. Several studies have revealed a significant association of favourable or unfavourable treatment outcomes
with CYP2B6 or CYP2C19 pharmacogenetics, whereas others have hardly demonstrated any relationship between
treatment response and CYP polymorphisms***>+83-8According to Pinto et al., the 3-year event-free survival
of rhabdomyosarcoma patients after vincristine/actinomycin/cyclophosphamide (VAC) therapy was not related
to any SNVs in drug-metabolizing enzymes, including CYP2B6 and CYP2C19, whereas Labib et al. revealed
favourable therapeutic outcomes in patients carrying the CYP2B6 K262R variant with the same malignancy and
therapy protocol®*#¢. The cyclophosphamide therapy in the neuroblastoma patients of the present study followed
the treatment protocols considering patients’ age, bodyweight and risk stratification. It should be noted that
their chemotherapy regimen contained additional anticancer drugs, such as vincristine, adriamycin, cisplatin,
carboplatin or etoposide, according to pretreatment risk stratification and risk-adapted therapeutic protocols. The
overall response rate was found to be associated with age categorized as younger and older than 1.5 years, and a

Scientific Reports |

(2023) 13:11770 | https://doi.org/10.1038/s41598-023-38983-0 nature portfolio



www.nature.com/scientificreports/

trend was also observed toward significance with sex; however, neither the CYP2B6 or CYP2CI19 haplotypes nor
genotype-based phenotypes had an influence on therapeutic outcomes in neuroblastoma patients. Patients” age
at the time of neuroblastoma diagnosis is one of the most important risk factors for risk stratification. Children
under 1-1.5 years of age can expect better treatment outcomes than older subjects, regardless of their favourable
or unfavourable disease staging®>’~*". Gender is not considered to be a prognostic factor in risk stratification®” %
however, several studies have indicated that female patients can expect more favourable prognosis according to
survival analysis®?**2. The SIOP Europe Neuroblastoma Group study demonstrated that boys with stage 1 disease
without MYCN (v-myc myelocytomatosis viral related oncogene, neuroblastoma derived) gene amplification
suffered more relapse episodes during the 5-year follow-up period than did female patients®.

The present study had some limitations. First, both low- and high-risk neuroblastoma patients were included
in this study; therefore, various cyclophosphamide-containing chemotherapy regimens were applied. However,
the distribution of low- and high-risk subjects in the CYP2B6 and CYP2C19 metabolizer groups was homog-
enous. Second, the association of the development of adverse reactions and therapeutic responses with the genetic
variability of CYP enzymes responsible for the first steps of cyclophosphamide metabolism was established,
and other enzymes catalyzing the subsequent metabolic steps were not evaluated. Third, the toxicity data of the
patients were retrospectively analysed, and adverse reaction data could not be systematically collected.

Conclusion

Although the pharmacokinetic variability of cyclophosphamide and its toxic byproducts is well documented in
adults®**0-3, the potential contribution of genetic polymorphisms of CYP enzymes involved in cyclophosphamide
metabolic pathways to the treatment outcome and development of side effects is not completely clear. In the
present study, the contribution of pharmacogenetic variability in CYP2B6 and CYP2C19 to treatment efficacy
and cyclophosphamide-induced side effects was evaluated in pediatric patients with neuroblastoma. Cyclophos-
phamide-induced hepatorenal toxicity was mild, whereas hematologic toxicities were severe and occurred in all
patients. After multiple cycles of cyclophosphamide treatments, the incidence of liver injury and hematologic
toxicities, including lymphopenia, thrombocytopenia and monocytopenia, but not excretory system (kidneys,
urinary bladder) toxicities were associated with the patients’ CYP2B6 metabolizer phenotype. Furthermore, the
therapeutic response to cyclophosphamide appeared to depend on the patients’ age and gender; however, CYP2B6
or CYP2C19 metabolizer phenotypes did not influence the treatment outcome. Our results may contribute to a
better understanding of the impact of CYP2B6 variability on cyclophosphamide-induced side effects.

Data availability
The data that support the findings of this study have been deposited in the European Variation Archive (EVA)*
at EMBL-EBI under accession number PRJEB61781 (https://www.ebi.ac.uk/eva/?eva-study=PRJEB61781).
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