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1 Bevezetés

A gyogyszeres terapiara adott valasz egyéni kiillonbségeinek hatterében gyakran a
hatéanyagok farmakokinetikai viselkedésének variabilitdsa all, melyet az egyéni
gyogyszer-metabolizalo képesség hataroz meg. A gyogyszer-metabolizald citokrom
P450 (CYP) enzimek genetikai variansai és a fenokonvertald nem-genetikai tényezok (pl.
gyogyszeres terapia, kor, nem, ko-morbiditdsok, gyulladassal egyiitt jard allapotok)
jelentds funkcidbeli valtozasokat okoznak, igy hozzajarulva az interindividualisan eltérd
metabolikus kapacitas kialakulasahoz. A maj gyogyszer-metabolizaldo CYP enzimei,
koztik a CYP2B6, kiemelt szerepet jatszanak szamos gyogyszerhatdanyag, pl.
kemoterapids szer metabolizmusaban. A daganatellenes gyogyszeres terapia soran mind
felnoétteknél, mind gyermekeknél el6fordulhatnak sulyos, akar fatdlis kimeneteli
gyogyszer-kolesonhatasok, illetve elégtelen terdpids valasz esetén kedvezdtlen
kimenetell terapia, melyek kialakuldsdban tobbek kozott a gyodgyszer-metabolizalo CYP
enzimek genetikai variabilitasanak jelent6ségét emelték ki. Gyermekeknél korlatozottan
allnak rendelkezésre farmakogenetikai vizsgalati eredmények, igy a felnéttek
bevonasaval készitett vizsgalatok eredményeibdl becsiilhetjiik a gyermekeknél varhatod
eltéréseket. A neuroblasztoma 5 év alatti gyermekek egyik leggyakoribb extrakranialis
daganatos megbetegedése. A daganatellenes terapias protokoll részeként ciklofoszfamid
alkilaloszert alkalmazhatnak a betegek kockazati besorolasatol fiiggetleniil. A
ciklofoszfamid bioaktivacidjaban, azaz a daganatellenes hatasért felelos foszforamid
mustar képzédésében elsédleges a CYP2B6, mig masodlagos a CYP2C19 enzim szerepe.
Tovabba a metabolizmus soran toxikus metabolitok (akrolein és kloracetaldehid) is
képzddnek. A ciklofoszfamid terapiat kovetden maj, vese és htigyholyag karosodast
(haemorrhagias cistitis), valamint mieloszupressziot figyeltek meg. Az egyes
szervek/sejtek ciklofoszfamid érzékenysége eltérd, amely a sejtek aldehid dehidrogenaz
(ALDH) enzim szintjének fiiggvénye. Neuroblasztoma betegek esetén a ciklofoszfamid
metabolizmusaban jelentds CYP enzimek funkciobeli diverzitdsa hozzéjarulhat a terapia
hatékonysagahoz, illetve a toxikus metabolitok képzddésének mértékén keresztiil a
toxikus események kialakulasdhoz. A gydgyszer-metabolizmus egyedi kiilonbségeit
meghatdroz6 tényezok feltarasaval és szerepiik megismerésével hozzdjarulhatunk a

biztonsagos, mégis hatékony személyre szabott gydgyszeres terapiak kialakitasahoz.



2 Célkitiuzések

A fenokonverzid a gyogyszer-metabolizaldé enzimek genetikailag meghatarozott
fenotipusanak atmeneti megvaltozasat jelenti, igy jelentésen hozzajarulhat a gydgyszeres
terapiara adott valasz kialakulasara. A CYP2B6 az egyik legtobb polimorf all¢lvarianssal
rendelkezd gyodgyszer-metabolizalé CYP enzim, viszont a CYP2B6 egybazist érintd
szekvencia variansok (SNV-k, single nucleotide variations) és haplotipusok
meghatarozdsa nem egyszeri feladat a CYP2B6 ¢és CYP2B7P  gének
nukleotidszekvenciajanak nagymértékii hasonlosdga 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 Vizsgélataink megkezdése eldtt célunk volt egy PCR (polimeraz lancreakcio)
alapu, CYP2B6-szelektiv SNV-kimutatdsi modszer beallitdsa és validalasa a
2.18053A>G (1s2279343) polimorfizmus azonositasara.

Munkam els6 felében human majszovet mintak felhasznalasaval a CYP2B6 fenotipust
befolyasolo tényezoket igyekeztem feltdrni. 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 kdvetve.

e In vitro vizsgalataink legfontosabb részeként célunk volt a majszovet mintak
CYP2B6 fenotipusanak (CYP2B6 mRNS expresszid, mikroszomalis S-
mefenitoin N-demetilaz aktivitas) kialakitasaban szerepet jatsz6 genetikai
(CYP2B6 polimorf allélvariansok) és nem genetikai (CYP-specifikus, valamint
nem CYP-specifikus) tényezok azonositasa.

A munka masodik felében retrospektiv analizis sordn vizsgaltuk neuroblasztoméval

e a betegek CYP2B6 és CYP2C19 genetikai variabilitisinak meghatarozasa, és
fenotipusanak becslése a PharmVar kritériumrendszerét kovetve,

e valamint a ciklofoszfamid terdpiat kovetd mellékhatasok (maj és vesefunkcio

romlas, a vérsejtek szamanak koros megvaltozasa) megjelenése és a CYP2B6



fenotipus 0Osszefiiggéseinek megallapitdsa. Masodlagos célkitlizésiink volt a
betegek CYP2B6 ¢s CYP2C19 genotipusa, illetve a ciklofoszfamid terapia

kimenetele kozotti 6sszefliggések megallapitasa.

3 Anyagok és modszerek

3.1 Majszovet donorok és betegek

A vizsgélatokba bevont majszovet donorok mintdi a Semmelweis Egyetem Sebészeti,
Transzplantaciés ¢és Gasztrenterologiai Klinikdjarol (Budapest) szarmaztak. A
retrospektiv vizsgalatokhoz neuroblasztoma betegek vérmintait hasznaltuk, a betegeket a
Semmelweis Egyetem Gyermekgyogyaszati Kozpontjaban (Budapest) kezelték.
Vizsgalatokat az Egészségiligyi Tudomanyos Tandcs, Tudomanyos ¢és Kutatasetikai
Bizottsaga engedélyezte (4799-0/2011EKU, 35191-2/2017/EKU) a jelenleg hatalyban
1év6 szabalyok betartdsa mellett (az Egészségiligyrdl szolo 1997 évi CLIV. torvény, az
Egészségligyi Minisztérium 23/2002 kiadott rendelet és a Helsinki Egyezmény).

3.2 Neuroblasztomaval kezelt betegek terapiaja

A betegek terapia kimenetelét a Gyermekgyogydszati Kozpont munkatarsai az
International Neuroblastoma Response Criteria (INRC) elvei alapjan allapitottak meg. A
terapiara reagald betegek kozé a teljes, vagy részleges remissziot mutatokat, a nem-
reagalok kozé stabil, illetve progredialé betegség vagy elhaldlozas esetén soroltuk a
betegeket. A majat és a kivalasztoszervrendszert érintd karosodast a szérum paraméterek
(alanin-aminotranszferaz (GPT), gamma-glutamil-transzferaz (GGT), kreatinin, natrium
¢és kalium) koncentracidjanak emelkedése, valamint a véres vizelet megjelenése alapjan
allapitottuk meg. A hematologiai toxicitast a vérsejtek/alakos elemek (limfocitak,
neutrofil és eozinofil granulocitak, trombocitak, monocitak és vorosvértestek) szamanak
csokkenése jelezte. A toxicitas mértékét a National Cancer Institute Common Toxicity
Criteria (CTC, verzi6 2.0) kritériumrendszer alapjan hataroztuk meg. Toxikus tlinetnek
tekintettiik, ha a szérum paraméterek koncentracioja ndvekedett vagy a vér alakos elemek
szama csokkent az alapszinthez képest, és tallépték a normal referencia tartomany felsd

vagy also hatarértékét.



3.3 CYP2B6-szelektiv aktivitas és mRNS expresszio meghatarozasa

A CYP2B6-szelektiv S-mefenitoin N-demetildz aktivitdas meghatarozasat human
majszovetbdl készitett mikroszoma-preparatumon végeztiik el, amely tartalmazza az
endoplazmas retikulumhoz kotott CYP enzimeket. Az enzimreakcidé a CYP mikodéshez
sziikséges NADPH-regeneralo rendszert, human m4j mikroszomat és CYP2B6-szelektiv
szubsztratot (S-mefenitoin) tartalmazta. Az S-mefenitoinb6l képz6dé nirvanol
mennyiségi meghatarozasat HPLC-UV moddszerrel végeztik. Az S-mefenitoin N-

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

A majszovet mintakbol a totdl RNS izolalasat, illetve az RNS mintdk reverz
transzkripcidjat kovetden a CYP2B6 mRNS mennyiségi meghatarozasa valdsidejii PCR
alkalmazdsa ¢és relativ mennyiségi meghatdrozds soran tortént. A ¢.15631G>T
(rs3745274) SNV jelenlétében aberrans mRNS-varians irodik at, melybdl hidnyzik
részben vagy egészben a 4.-5.-6. exon, és amely csokkent CYP2B6 mRNS expressziot és
enzimaktivitast eredményez. Vizsgalatunkban csupan a teljes hosszusagat CYP2B6
MRNS-t detektaltuk, mivel az expresszio meghatarozasahoz alkalmazott forward és

reverse primerek a 3. és 4. exonokhoz kotddnek.

3.4 CYP haplotipus és genotipus meghatarozas

Genomi DNS izolalast kovetéen a CYP2B6 SNV-k meghatarozasat a donorok majszovet
mintdibdl, illetve a daganatos gyermekek vérmintdibol 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 2.25505C>T
(rs3211371, C_30634242_40) SNV-ket. A g.18053A>G nukleotidcsere (rs2279343)
meghatarozasara kétlépéses kimutatdsi modszer allitottunk be. A pre-amplifikacio a
PCRBIO VeriFi Master Mix (PCR Biosystems Ltd., London, Egyesiilt Kiralysag)
alkalmazasaval ment végbe, amelynek touchdown hémérsékleti protokollja: 95°C 1 perc
¢és 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 a Luminaris Probe gPCR Master Mix-et (Thermo Fisher Scientific)
tartalmazta, illetve templatként a pre-amplifikacioban képz6dé CYP2B6-specifikus

amplikont alkalmaztuk 100-szoros higitasban. A pre-amplifikaci6 CYP2B6-



specifikussagat CYP2B6- és CYP2B7P-specifikus forward primerekkel és egy kozos
reverse primer alkalmazasaval ellendriztiik SYBR Green detektalas alapu reakci6 soran.
A SNV adatok alapjan a CYP2B6*4, CYP2B6*5, CYP2B6*6, CYP2B6*9, illetve
CYP2B6*22 haplotipusokat a PHASE v2.1.1 szoftver alkalmazéisaval becsiiltiik.
Tovabba, neuroblasztoma betegek esetén a CYP2C19 @.19154G>A (rs4244285),
0.17948G>A (rs4986893), 9.1A>G (rs28399504), illetve 9.-806C>T (rs12248560) SNV-
ket és CYP2C19*2, CYP2C19*3, CYP2C19*4, illetve CYP2C19*17 haplotipusokat is
kimutattuk. A CYP2B6, valamint CYP2C19 genotipus alapt fenotipus becslést a CPIC
kritériumrendszere, valamint a PharmVar ajanlasai alapjan végeztiik el és soroltuk be az

egyéneket gyenge, intermedier, normal vagy gyors/ultragyors metabolizal6 kategériakba.

3.5 Adatok értékelése

InStat v3.06 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA) szoftver hasznalataval vizsgaltuk
a kovetkezoket: 1) Majszovet CYP2B6 fenotipusa és a CYP2B6 genetikai, illetve nem-
genetikai tényezok Osszefiiggései (Kruskal-Wallis-probat kovetéen Dunn-féle teszt); 2)
Fenokonvertdld6 nem-genetikai tényezdk gyakorisdga az egyes CYP2B6 metabolizalo
csoportokban (Fisher-féle egzakt proba); 3) Daganatos gyermekeknél kimutatott CYP2B6
és CYP2C19 SNV-k Ilehetséges oOsszefiiggései a ciklofoszfamid tartalmu terdpia
kimenetelével, valamint a ciklofoszfamid-fiiggé 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)
Tobbvaltozos linedris regresszids analizist hajtottunk végre tobb modell felallitasaval a
majszovet CYP2B6 aktivitasa vagy mRNS expressziojanak (fliggd valtozok), valamint
CYP2B6 genetikai, és nem-genetikai tényezOk (kovaridnsok) kozotti lehetséges
Osszefliggések vizsgalatira; 2) Bindaris tobbvaltozds logisztikus regresszids analizist
végeztiink tobb modell felallitasaval a daganatos gyermekek ciklofoszfamid terapiara
adott valasza (fliggd valtozo) és a CYP2B6 genetikai, €s nem-genetikai tényezok
(kovaridnsok) kozotti lehetséges Osszefliggések vizsgalatira. Az elemzések soran a

P<0,05 érték esetén tekintettiik a vizsgalt osszefliggést statisztikailag szignifikansnak.



4 Eredmények

4.1 A CYP2B6 fenotipust meghatarozo genetikai és nem-genetikai tényezok

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

A kaukazusi fehér populécioban egyik leggyakrabban el6fordulo SNV, a g.18053A>G,
amelynek meghatarozasara alkalmas PCR-esszé nem elérheté kereskedelmi
forgalomban. Munkam soran a CYP2B6 gén (rs2279343) g.18053A>G
nukleotidcseréjének azonositasara a nested PCR moédszeren, a touchdown hémérsékleti
protokollon és a TagMan PCR-en alapul6 kétlépéses PCR modszert fejlesztettiink ki. A
nested PCR elve alapjan két primer-part alkalmaztunk a meghatarozasi modszer két
visszaszoritasara. A pre-amplifikacio soran alkalmazott primerpar egy viszonylag hosszu
(~1275 bp) amplikont hozott 1étre, mely a 4. introntdl a 6. intronig ativeld genomi régiokat
tartalmazta. Az els6, pre-amplifikacidés primerpar kotohelyét a 4. és 6. intron olyan
génszakaszaira terveztiik, mely alacsony homoldgiat mutatott a CYP2B6 ¢s CYP2B7P
gének kozott. A reakcid soran a primerek CYP2B6 génspecifikus hibridizaciojat a
touchdown PCR hémérsékleti protokollal biztositottuk. A hémérsékleti protokoll elsé
ciklusaban a primerek in silico megallapitott olvadasi hémérsékleténél (62°C) magasabb
primer-kotédési hdmérsékletet (72°C) alkalmaztunk, melyet a kovetkezo 10 ciklus soran
ciklusonként 1°C-al csokkentettiink, igy biztositva a CYP2B6-specifikus primer-kotddés
termodinamikai feltételeit. A masodik reakcioban a TagMan-probak alkalmazéasan
alapul6 alléldiszkriminéacidhoz a pre-amplifikalt terméket alkalmaztuk templatként 100x
higitasban. A reakcio sordn egy masodik primerparral, valamint a mutaciot nem hordozo
¢s a mutaciot hordozo allélokra tervezett proba szekvenciakkal rovid, ~137 bp-0s

amplikont hoztunk 1étre az 5. exonon az rs2279343 mutacios pontnal.

A pre-amplifikacio CYP2B6-specifitasat igazoltuk egy CYP2B6-specifikus és CYP2B7P-
specifikus primert tartalmaz6 reakcioban. Kimutattuk, hogy a pre-amplifikacié soran tobb
mint 5000-szer nagyobb mennyiségben képz6dott a CYP2B6-specifikus amplikon a
CYP2B7P-specifikus amplikon mennyiségéhez képest. Az SNV-diszkriminacio

pontossagat Sanger-szekvenalassal igazoltuk.



A majszovet donorok CYP2B6 genotipusa

Human szervdonorok CYP2B6 genotipusat a kereskedelmi forgalomban kaphaté6 SNV-
essz€k, illetve az altalunk kidolgozott kimutatiasi modszer alkalmazasaval (g.-82T>C
(rs34223104), 9.15631G>T (rs3745274), g.18053A>G (rs2279343) és g.25505C>T
(rs3211371) SNV) allapitottuk meg. Az eredmények alapjan csokkent (CYP2B6*6,
CYP2B6*9) és emelkedett (CYP2B6*4, CYP2B6*22) enzimaktivitast okozo, illetve
fenotipust nem modositd (CYP2B6*5) haplotipusokat kiilonitettiik el, melyek
gyakorisaga hasonlonak bizonyult a kaukazusi populacié gyakorisagi adataihoz. A
CYP2B6 genotipusbol becsiilt fenotipus alapjan a szdvetdonorok fele normal
metabolizalonak  bizonyult, tobb mint egyharmaduk (36,1%) intermedier
metabolizmussal rendelkezett, mig csupan kevesebb, mint 10%-uk volt gyenge vagy

gyors metabolizalo.
A majszovet mintak CYP2B6 fenotipusanak jellemzése

A majszdvet mintak CYP2B6 fenotipusat a CYP2B6-szelektiv enzimaktivitas alapjan is
meghataroztuk. A mikroszomalis CYP2B6 S-mefenitoin N-demetilaz aktivitasok kozel
100-szoros variabilitast mutattak. Az aktivitas értékek gyakorisagi eloszlasa alapjan
gyenge (PM), intermedier (IM) és extenziv vagy gyors (EM) metabolizald csoportokat
kiilonitettlink el. Tovabba a majszovet mintak CYP2B6 aktivitasa és MRNS expresszidja

kozott szignifikans Osszefliggést figyeltiink meg.
A CYP2B6 fenotipust meghatarozo genetikai és nem-genetikai tényezok

A mgj CYP2B6 fenotipusara szamos genetikai varians jelentOs hatassal bir, illetve a
szovetdonorok kortorténetében szamos fenokonvertdld nem-genetikai tényezé a
CYP2B6-specifikus indukaldszer terapia (diazepam, dexametazon, metilprednizolon,
felodipin, kortizon, midazolam) és gatloszer terdpia (amlodipin), illetve nem CYP-
specifikus amoxicillin+klavulansav terapia és kronikus alkoholfogyasztas volt fellehetd.
Azonban, a donorok életkora vagy neme nem befolyasolta a CYP2B6 aktivitast. A
genotipus-fenotipus kategoéridk Osszehasonlithatosaga érdekében egységesen négy
fenotipus kategoriat hataroztunk meg mind a CYP2B6 genotipus alapjan (gyenge-
intermedier-normal-gyors), mind a CYP2B6 enzimaktivitas és mRNS expresszio alapjan
(PM-alacsony IM-magas IM-EM) a median aktivitast , illetve median mRNS expressziot

kuszobértékként hasznalva.



Minden genotipus csoportban jelentds variabilitast mutatott mind a CYP2B6 aktivitas,
mind a mRNS expresszio. A CYP2B6 genotipus alapjan gyenge metabolizald
fenotipustnak mindsitett majszévet donorok (azaz mindkét alléljukon csokkent funkcioji
enzimet kodold, CYP2B6*6/*6 vagy CYP2B6*6/*9 genotipussal rendelkezé donorok)
koziil csupan egy rendelkezett alacsony enzimaktivitassal, illetve mRNS expresszioval.
Szamos alacsony/magas intermedier vagy emelkedett fenotipus kategoriakba tartozo
szovetdonor esetében indukaloszer terapia (metilprednizolon, dexametazon, diazepam)
magyarazta a genotipus alapjan varttol eltéré, emelkedett CYP2B6 metabolizald
fenotipust. Az egy normal és egy csokkent funkcioju enzimet kodold allélt hordozoknal
(CYP2B6*1/*6, CYP2B6*5/*6, CYP2B6*1/*9 vagy CYP2B6*4/*6 genotipus) az
irodalom szerint alacsony intermedier CYP2B6 metabolizal6 fenotipus varhato. Alacsony
MRNS expresszioju, illetve aktivitasti majszovet mintaknal a donorok kortorténetében
eléfordultak az alacsony fenotipus kialakulasat magyarazd nem-genetikai tényezok
(alkoholizmus vagy amlodipin gatloszer terapia). Tovabba, szamos magas intermedier
vagy emelkedett aktivitast, illetve mRNS expresszid6 mutatdo donor esetében CYP2B6
indukaloszer terapia alkalmazasara talaltunk adatot. A CYP2B6 genotipus alapjan normal
metabolizalonak  (CYP2B6*1/*1 vagy CYP2B6*1/*5 genotipusu) mindsitett
szovetdonoroknal magas intermedier fenotipust vartunk. Szédmos alacsony, illetve
alacsony intermedier aktivitasi/expresszidju donor Kkortorténetében az aktivitas
csokkenéssel egyiitt jaro gyogyszeres terapia (CYP2B6 gatloszer amlodipin vagy
amoxicillin+klavulansav) alkalmazasara talaltunk informaciot, illetve kronikus
alkoholfogyasztok is fordultak el¢ koztik. Az emelkedett CYP2B6 metabolizalo
fenotipus kialakulasat szamos intermedier metabolizalé donor esetében magyarazta a
metilprednizolon, midazolam vagy dexametazon terapia indukal6 hatasa. Habar az egy
normal (CYP2B6*1 vagy CYP2B6*5) ¢és egy emelkedett enzimaktivitast kodolo allélt
(CYP2B6*4 vagy CYP2B6*22) hordoz6 donorok varhatéan a gyors metabolizald
csoportba tartoznak, emelkedett CYP2B6 fenotipussal kevés donor rendelkezett. Csupan
egy magas intermedier fenotipusti donornal jegyeztek fel a csokkent fenotipust

magyarazd kronikus alkoholfogyasztast.

A CYP2B6 genetikai variabilitas a szovetdonorok egyharmadanal magyarazta a kialakult
CYP2B6 fenotipust. A donorok tovabbi egyharmaddnal a donorok koértorténetében

feljegyzett nem-genetikai tényezok magyaraztak a CYP2B6 fenotipus megvaltozasat. A



fennmarado szovetdonorok esetében nem talaltunk magyarazatot a genotipus alapjan

varttol eltéré CYP2B6 fenotipus kialakulasara (genotipus-fenotipus mismatch).

Tobbvaltozos linearis regresszios analizissel igazoltuk a CYP2B6 9.15631G>T, valamint
a g.18053A>G SNV-k, illetve csokkent aktivitassal egyiitt jar6 CYP2B6*6 allélt jelolo
0.-82T/15631T/18053G/25505T haplotipus szignifikans hatasat a CYP2B6 fenotipusra.
Tovabba, ugy talaltuk, hogy mind az aktivitds/expresszio csokkenést, mind az emelkedést
el6idéz6 fenokonvertalo faktorok meghatarozoak a CYP2B6 S-mefenitoin  N-
demetilacioban, illetve mRNS expresszidban, melyek koziil a legjelent6sebbnek a
CYP2B6-specifikus indukaldszer terapia bizonyult. A donorok neme egyik modellben

sem volt hatassal a CYP2B6 fenotipusara.

4.2 Neuroblasztomaval diagnosztizalt syermekek CYP2B6 genotipusa és a

ciklofoszfamid kezelésiik kozotti lehetséges osszefiiggések vizsgalata

A betegek CYP2B6 és CYP2C19 genotipusa

A ciklofoszfamid metabolizmusaban meghatarozo szerepet jatsz6 CYP2B6 és a
masodlagos  CYP2C19  enzimek  genetikai  polimorfizmusait  vizsgaltuk
neuroblasztomaval diagnosztizalt betegek vérmintainak felhasznalasaval; a CYP2B6 és
CYP2C19 all¢lok relativ gyakorisaga hasonld volt a kaukazusi populaciokban megfigyelt
eléfordulasi adatokhoz. A CYP2B6 esetében a leggyakoribb allélok az enzimaktivitas
csokkenéssel egyiitt jard6 CYP2B6*6, illetve a fenotipust nem modosito CYP2B6*5 voltak,
mig a CYP2C19 allélok koziil csupan az enzimaktivitas kiesését CYP2C19*2, illetve
emelkedett enzimaktivitast okozo CYP2C19*17 allél volt azonosithatd. A betegek tobb
mint fele normél/gyors CYP2B6 metabolizal6 fenotipustnak bizonyult, mig 40%-a a
gyenge/kdzepes CYP2B6 metabolizalok kozé tartozott. A normal CYP2C19
metabolizmus a betegek kozel felénél volt varhatd, mig a betegek kozel negyede

gyenge/intermedier vagy gyors/ultragyors CYP2C19 metabolizalo képességii volt.

A ciklofoszfamid terapiat koveté toxikus mellékhatasok megjelenése

neuroblasztoma betegeknél

A vizsgalatunkba bevont betegeknél hematologiai toxicitas alakult ki a leggyakrabban,
mely minden beteget érintett. A vizsgalt populacioban a limfocita, illetve a neutrofil

granulocita sejtpopulaciok voltak a legérzékenyebbek (grade 3 limfopénia, grade 4
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neutropénia), illetve szamos beteg esetében a trombocitak, monocitak, eozinofil
granulocitdk és vorosvértestek szama is a referencia tartomany alsé hatarértéke ala
csokkent. A masodik leggyakrabban eléfordulé mellékhatas a majfunkcidé romlas volt,
bar jellemzéen enyhe toxicitds volt megfigyelhetd a maéjfunkciot jelzd szérum
paraméterek koncentracidja alapjan (grade 1/grade 2). Az enyhe vesefunkcio karosodast
jelz6 emelkedett szérum kreatinin koncentracio (grade 1), illetve szérum natrium és/vagy
kalium koncentracid, valamint a hagyhodlyag toxicitasanak (haemorrhagids cistitis)

eléfordulasa sporadikus volt.

A ciklofoszfamid kezeléshez kotheté hepatorenalis, illetve hugyholyag toxicitas

megjelenése a betegek CYP2B6 genotipusanak fiiggvényében

A betegek CYP2B6 metabolizal6 képessége szignifikansan hozzajarult a ciklofoszfamid
kezelést kovetd majkarosodas kialakuldsdhoz. A normal/gyors CYP2B6 metabolizalo
fenotipusu betegek tobb mint felénél figyeltiink meg koros szérum GPT szint novekedést
(60,0%). Tobbvaltozos logisztikus regresszios analizissel megerdsitettiik, hogy a koros
szérum GPT szintek eléforduldsa szignifikansan alacsonyabb volt a gyenge/intermedier
CYP2B6 metabolizaloknal, feltételezhetéen a csokkent aktivitast okozo CYP2B6*6 (g.-
82T/15631T/18053G/25505T) allélvarians jelenléte miatt. Bar a szintén majkarosodasra
utald koros szérum GGT koncentracid el6fordulasa nem mutatott 6sszefiiggést a CYP2B6
fenotipussal. Tovabba, szignifikans Osszefiiggést nem tudtunk kimutatni a CYP2B6
metabolizal6 fenotipus és a vesefunkcio karosodas megjelenése kozott a szérum natrium,
kalium, valamint kreatinin szintek koros emelkedése alapjan. Azonban a htgyhodlyag
karosodasara utald véres vizelet tiinet, valamint a vesetoxicitast jelz emelkedett szérum
kreatinin koncentracio, csupan normal CYP2B6 metabolizalo (CYP2B6*1/*1 vagy
CYP2B6*1/*5 genotipusu) betegeknél jelentkezett.

A ciklofoszfamid kezeléshez kothetd mieloszuppresszi0 megjelenése a betegek

CYP2B6 genotipusanak fiiggvényében

A vér alakos elemek (limfocita, trombocita, neutrofil és eozinofil granulocita, monocita,
valamint vordsvértest) szamanak csokkenése eltéré gyakorisaggal fordult el a
gyenge/intermedier, valamint normal/gyors CYP2B6 metabolizald betegeknél.
Nagymértéki (grade 3) limfopénia, illetve (grade 3 és grade 4) trombocitopénia,

valamint a monocita szam csokkenése ritkabban jelent meg a gyenge/intermedier
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CYP2B6 metabolizaloknal 6sszehasonlitva a normal/gyors CYP2B6 metabolizalokkal. A
tovabbi sejtpopulaciok (neutrofil €s eozinofil granulocitdk, illetve vordsvértestek)
szamanak csokkenése ¢és a betegek CYP2B6 metabolizalo fenotipusa kozott nem

mutattunk ki szignifikédns 0sszefiiggést.

A ciklofoszfamid tartalmu kezelés kimenetele a betegek CYP2B6 és CYP2C19

genotipusanak fiiggvényében

A kiilonboz6 CYP2B6 vagy CYP2C19 metabolizald képességii betegeknél azonos
aranyban fordultak el6 a terapiara reagalok (teljes, vagy részleges remisszio kimeneteli
betegek), illetve nem-reagalok (stabil, progredialdo betegség/elhalalozas kimeneteli
betegek). Tovabba, tobbvaltozds logisztikus regresszio értékelése soran megallapitottuk,
hogy a CYP2B6 genetikai variabilitisa nem mutatott Osszefliggést a betegek
kemoterapidra adott valaszaval, azonban a vizsgélat alapjan a 1,5 év alatti betegek
kedvezobb terapia kimenetelre szamithattak id6sebb tarsaikhoz képest, illetve a lanyok

kemoterapiara adott elsédleges tumorvalasza kedvezébb volt, mint a fiuké.

5 Kovetkeztetések

A CYP2B6 az egyik legjelentdsebb CYP izoenzim a majban, fenotipusat szamos polimorf
allélvariansa mellett egyén-fliggd és kornyezeti nem-genetikai tényezdk is
befolyasolhatjak. A daganatellenes terapiaban is alkalmazott ciklofoszfamid részét képezi
ciklofoszfamid enzimes biotranszformacidja elsddleges az aktiv metabolit, valamint a
toxicitasért felelds metabolitok (foszforamid mustar, akrolein, kloracetaldehid)
képzddésében. A katalizisben foként a CYP2B6 és kisebb mértékben a CYP2C19 enzim
szerepe igazolt, melyek genetikai variabilitisa befolyasolhatja a metabolitok
kimenetelére, valamint a ciklofoszfamidhoz k6t6do 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 validalasa soran a

pre-amplifikacios reakcid6 CYP2B6-szelektivitasat a CYP2B6- és CYP2B7P-
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specifikus forward primereket és egy k6z0s reverse primert tartalmazo reakcioban
igazoltuk, mig homozigéta vad (18053A/A), heterozigéta (18053A/G) és
homozigota mutans (18053G/G) mintak Sanger-szekvenalasaval bizonyitottuk az
alléldiszkrimindcido megbizhatosagat. A g.18053A>G SNV kimutatasi modszert
egyiitt alkalmazva a g.-82T>C (rs34223104), g.15631G>T (rs3745274), valamint
0.25505C>T (rs3211371) SNV-kre tervezett, validalt PCR-alapu esszékkel
meghatarozhatova valtak a kaukazusi populacio leggyakrabban eléforduld
CYP2B6 allélvariansai (CYP2B6*4, CYP2B6*5, CYP2B6*6, CYP2B6*9,
valamint CYP2B6*22).

Human majszévet 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.

A CYP2B6 genotipus a mdjszovet mintdk kozel harmaddban magyarazta a
CYP2B6 mRNS expressziot, illetve S-mefenitoin N-demetilacié mértékét, mig
tovabbi 35%-ban a szervdonorok kortorténetében rogzitett nem-genetikai
tényezOk hatasa volt megfigyelheté a CYP2B6 fenotipus kialakitasaban. A CYP-
specifikus indukald és gatloszer terapia, valamint a nem CYP-specifikus
amoxicillintklavulansav terapia és a kronikus alkoholfogyasztas altal indukalt
majkarosodas 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 tényezdk hatdsat
figyelembe véve a majszovet mintak koriilbeliil 60%-anal lehetett indokolni a
kialakult CYP2B6 fenotipust, mig 40%-aban a valds fenotipus eltért a genetikali
¢s nem-genetikai tényezOk alapjan becsiilhetd fenotipustol.

A ciklofoszfamid biotranszformacidjaban jelentds CYP2B6 ¢és CYP2C19
(CYP2C19*2, CYP2C19*3, CYP2C19*4, CYP2C19*17) gének szamos
funkcionalis eltérést okoz¢ allélvaridnsa volt kimutathatd neuroblasztoméban
szenvedd betegeknél, amelyek alapjaiban hatarozzdk meg a betegek CYP2B6 és
CYP2C19 metabolizalo képességeét.
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Osszefiiggést talaltunk a neuroblasztémaval diagnosztizalt gyermekek CYP2B6
metabolizald képessége és a ciklofoszfamid terdpiat kovetéen megjelend
mellékhatasok (nagymértékii hematotoxicitas, majfunkcié romlas) kozott, mig a
sporadikusan el6forduld, a kivalasztdszervrendszert érintd toxicitas (hugyhdlyag-
¢és vesefunkcid-karosodas) nem volt Osszefliggésben a CYP2B6 metabolizalo
képességgel. A normal/emelkedett CYP2B6  metabolizdld  betegek
érzékenyebbnek bizonyultak a ciklofoszfamid toxikus hatdsaira, mig a
gyenge/intermedier CYP2B6 metabolizalok esetében ritkdbban alakultak ki
mellékhatasok, amely feltehetéen a CYP2B6*6 allélvarians okozta csokkent
enzimaktivitasra visszavezethetd kismérték toxikus metabolit képzodésnek volt
koszonhetd. Eredményeink alapjan a betegek CYP2B6 genotipusanak
fliggvényében becsiilhetové valik a ciklofoszfamid kezelést kovetd mellékhatasok
kialakulasa, igy idében elkezdhetd a toxikus események megjelenését enyhitd
kiegészitd terapia.

A neuroblasztomas betegek CYP2B6 és CYP2C19 metabolizalo képessége és a
multimodalis terapia kimenetele kozott azonban nem sikeriilt Osszefiiggést
kimutatnunk. A betegek neme ¢és életkora azonban szignifikansan befolyasolta a

terapia kimenetelét.
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