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1. Bevezetés

Az emberi szervezet folyamatosan ki van téve a
xenobiotikumoknak, olyan testidegen anyagoknak, amelyeket
altalaban enzimatikus Uton végbemend atalakitast kdvetéen
inaktivdl. A biotranszformacié soran kialakitott metabolit
vizoldékonyabb az anyavegylilethez viszonyitva és kdnnyebben
kitirtil a szervezetb6l az epén vagy vesén keresztil. A
xenobiotikumok metabolizmusa f6ként a majban jatszodik le. A
citokrom P450 (CYP) enzimek rendelkeznek. Inter-individudlis
kiilonbségek figyelhetéek meg a gydgyszer-metabolizmusban,
amelyek egyrészt genetikai masrészt kornyezeti tényezdkre
vezethetok vissza. A CYP enzimekben megfigyelt egypontos
nukleotid polimorfizmusok (,,single nucleotide polymorphism” -
SNP) és a CYP gének kdpiaszamanak valtozasa kovetkeztében az
enzimek metabolikus aktivitdsa megvaltozhat. Ezen genetikai
valtozésok fenotipus szinten gyenge vagy fokozott metabolizal6
képességet eredményeznek, ezért kiemelt jelent6ségli az enzimek
genetikai polimorfizmusainak ismerete, hiszen a megfeleld terapia
kialakitasat segitheti eld. A daganatszovetet felépitd tumorsejtekre
jellemzd genom instabilitas kdvetkeztében elképzelhetd, hogy a CYP
gének képiaszamaban valtozas kovetkezik be, amely megvaltozott
gyogyszer-metabolizal6 képességet, ezaltal terdpia-rezisztencia
kialakulasat eredményezheti.

A daganatos megbetegedések a sziv- és érrendszeri
megbetegedéseket kdvetden a vildg masodik legnagyobb mortalitast

megbetegedései. Leggyakrabban diagnosztizalt tipusa a tiido
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adenokarcinéma, amelynek 6t éves tulélése alig éri el a 20%-ot. A
tiidé adenokarcindma elsd vonalbeli kezelése paklitaxel és egy
platina alapu vegylilet egylttes alkalmazasabol all. A paklitaxel
metabolizmusaban {6 Kkatalizator szereppel a CYP2C8 enzim
rendelkezik, mig kisebb mértékben a CYP3A4 jarul hozza az inaktiv
metabolitok kialakitasahoz. Ezen enzimeket kodolo génekre jellemzd
polimorfizmusok és képiaszam  valtozadsok  nagymértékben
befolyasolhatjdk a hatdéanyag terdpids hatasat, valamint a kezelés
kimenetelét.

A dolgozatban bemutatasra keriil egyrészt a tiidé adenokarcindmaval
diagnosztizalt betegek paklitaxel-metabolizalé képessége (CYP2C8
és CYP3A genetikai polimorfizmusai), mésrészt a tumor mintakban a
CYP2C8 és CYP3A4 kopiaszdm valtozas kimutatasara alkalmas
PCR-alapti  (polimeraz-lancreakcié) metodika kidolgozasa és

alkalmazasa.



2. Célkitiizés

A daganatok kezelése sordn alkalmazott gyogyszer-hatéanyagok
enzimek. A daganatellenes terapia hatékonysagat egyrészt a beteg
sajat, foként a majban lezajlé gyodgyszer-metabolizalé képessége,
masrészt a tumorban végbemend metabolizmus hatdrozza meg. A
CYP enzimekre nagyfoka polimorfizmus jellemzd, amely
befolyasolja az enzimek aktivitasat, ezaltal a beteg gydgyszer-
metabolizald képességét. A tumor heterogenitasa és a genom
instabilitas kovetkeztében kialakulé CYP kopiaszdm valtozasok
(delécié, multiplikacio/duplikacié) a tumorsejtek hatdanyag-
metabolizalé képességét befolyasolhatjak. A kdpiaszam valtozés
hatassal lehet a gén altal kdédolt fehérje expresszios szintjére és
metabolikus aktivitasara, igy a megvaltozott enzimaktivitas terapia-
rezisztencia kialakulasat idézheti eld.

Vizsgalatainkba  paklitaxel kezelés elott allo, tiidé
adenokarcinbméval diagnosztizalt betegeket vontunk be. Munkam
soran az alabbi célokat tliztem ki:

e a paklitaxel metabolizmusat katalizdl6 CYP2C8 enzim
klinikailag relevans CYP2C8*3 és CYP2C8*4 allél
variansainak kimutatasara alkalmas esszé kidolgozasa,

e a CYP2C8 és CYP3A genotipusok meghatarozasa, amely
alapjan varhatéan becsiilhetd a betegek paklitaxel-
metabolizalé képessége,

e a tumorszdvetben a CYP2C8 és CYP3A4 koépiaszdm
meghatérozésara alkalmas, kvantitativ PCR-alapu metodika

kidolgozasa,



e a tumorszovetben 1évé CYP2C8 és CYP3A4 kopiaszam
valtozasok és a paklitaxel kezelés kimenetele kozotti

kapcsolat vizsgalata.



3. Mddszerek

3.1. Vizsgéalatba bevont betegek klinikai adatai

A vizsgalatba 18 tiid6 adenokarcindbmaval diagnosztizalt beteget
vontunk be. A betegek diagnosztizalasat, a tumor eltavolité
mitéteket, a daganatok stddium besorolasat és a kezelést az Orszagos
Koranyi Pulmonoldgiai Intézet munkatérsai végezték. A vizsgalatba
bevont személyek irasbeli nyilatkozat kitoltésével jarultak hozza az
egészséges szovet (vérminta vagy egészséges tlidészovet) és a
tumorszdvet genetikai elemzéséhez. A mintékat a feldolgozas idejéig
-80°C-on taroltuk. A paklitaxel kezelésre adott vélasz alapjan,
valamint a RECIST (”Response Evaluation Criteria in Solid
Tumours”) besorolasi kritérium alapjan reagald (teljes vagy részleges
remisszid) és nem-reagald  (betegség  progresszidja/halal)
betegcsoportokat alakitottunk ki.

3.2 CYP2C8 és CYP3A4 genotipus meghatarozas

A vér és egészséges tiid6szovet mintakbol DNS-t izolaltunk, majd
ezt koOvetben meghataroztuk a CYP2C8*3  (rs10509681,
rs11572080), CYP2C8*4 (rs1058930), CYP3A4*22 (rs35599367),
CYP3A4*1B (rs2740574) és CYP3A5*3 (rs776746) allélokra
jellemzé mutacios pontokat. A CYP2C8 SNP-meghatarozas
modszerének kidolgozasaban vettem részt, mig a CYP3A4 és
CYP3A5 SNP-k meghatarozasanak metodikaja a kutatdcsoportban
korabban kerilt kidolgozasra. A genotipust meghatarozé reakcidéhoz
Thermo Fischer 2x Luminaris Color Probe qPCR Master Mix nevii
terméket hasznaltuk a gyart6 eldirasainak megfeleléen. Az altalunk
tervezett proba szekvencidk szintetizilasat a Eurofins Genomics

(Ebersberg, Németorszdg) végezte. A  génben eléforduld
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pontmutaciok azonositasa lehetévé teszi a CYP genotipus
meghatarozasat.

3.3. A CYP gén kopiaszam kimutatasa

Nagy-ateresztd képességii kvantitativ PCR-alapl (QPCR) mddszert
dolgoztunk ki gén kopiaszam meghatarozasra. A mérés soran az
egészséges vér vagy tiidoszovet, valamint daganatszovet mintakbol
kinyert DNS-t hasznaltuk fel. Duplex PCR reakcioban a cél- és
referenciagénekre altalunk tervezett primer part és a hozza tartozé
FAM fluorofor jelolésti proba szekvenciat alkalmaztunk. A primerek
és probdk szekvenciait a National Center for Biotechnology
Information, NCBI adatbazis referencia szekvenciai alapjan
terveztuk, kivéve az RPPH1-t, amely kereskedelmi forgalomban
elérhetd (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA, katalogus
szam: 4403326). A AACt szamitdsi moddszert alkalmaztuk a
koépiaszamok meghatarozasaban, amely széleskoriien elterjedt a
gPCR relativ kvantifikacio értékelésében. A tumormintak esetében
fennall a lehet6sége a referenciagének kopiaszam valtozasanak,
amely sziikségessé teszi a mintak kozotti normalizalast. gy a
tumorszdvetben  detektdlt kdpiaszdmokat viszonyitottuk az
egészséges kontroll mintdban (vér, tiidészovet) azonositott
koépiaszamokhoz. A relativ kdpiaszdm meghatarozas elso 1épéseként
a tumormintdban mért célgén attorési pontjat (Ct) viszonyitjuk a
referenciagén attdrési pontjadhoz (Ct): ACt= Ct ,target” gén — Ct
referenciagén. Hasonl6képpen az egészséges szévetminta (kontroll
minta) CYP gén éattdrési pontjabdl kivontuk a referenciagén Ct
értékét és megkaptuk a ACt értéket a kontroll minta esetében.
Végezetil kiszdmoltuk a AACt értéket [AACt = ACt (tumor minta) —
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ACt (kontroll minta)], amelynek segitségével informacio nyerheté a
Htarget” gén (CYP gén) relativ kopiaszamarol a tumor mintaban. A
gPCR méréseket integralt mikrofluidikai chip technoldgian alapul6
nagy-ateresztoképességli rendszeren (Flex Six™ Biomark HD™,
Fluidigm, San Francisco, CA, USA) végeztik.

Egészséges szovetekben (vér ¢és egészséges tlidészovet) a
génkopiaszamok értékét 1-nek tekintettik. A daganatos mintakban
meghatarozott ,.target” gének (CYP2C8 és CYP3A4, N=2), valamint
referenciagének (RPPH1, ALB, B2M, BCKDHA, CD36, F5, MPO,
TBP, N=8) képiaszdmait az egészséges mintdkban meghatérozott
génekhez viszonyitottuk. Barmely két gén (A és B) relativ
kopiaszdmét akkor tekintettiik azonosnak az egészséges szOvetben
1évdével, ha a tumor mintaban a két gén (A és B) aranyanak értéke
90%-0s konfidencia intervallum mellett 0,80 — 1,25 tartomanyba
esett. Meghataroztuk a génparok relativ képiaszamait, majd ezt
kovetéen pontozasi rendszert alakitottunk ki, amelyben 0 ponttal
lattuk el azon génpérokat, amelyek 0,80 — 1,25 kdzotti tartomanyba
estek, -1-et rendeltiink azon génparok mellé, amelyek értéke <0,80 és
+1 pontszamot adtunk azon génparoknak, amelyek értékei
meghaladtdk az 1,25-6t. A pontszamok Osszegzését kovetGen
értékeltik a gének kopiaszam véltozasat a kovetkez6 modon: ha a
pontszamok 0sszege -5 értéknél kisebb volt, akkor delécid, mig +5
érték meghaladasa esetén duplikacié/multiplikacié kovetkezett be. A
tumor mintdk abszollt gén kdpiaszdmainak meghatarozasa sorén 1)
azon gének, amelyek 2 kopiaban fordultak eld, referenciagénként
alkalmaztunk, 2) valamint a relativ kopiaszam értéket 2-vel

szoroztuk meg. A CYP képiaszam valtozasok és a terapia kimenetele
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kozotti dsszefliggést Fisher teszttel elemeztik, amelyben a p-érték
<0,05 statisztikailag szignifikans kiilonbségnek tekintettiik.

3.4 Teljes genom szekvenalas

A nagy-ateresztéképességii qPCR  modszerrel megallapitott
koépiaszamok megerdsitéséhez az OKI18 tiidd adenokarcindmaval
diagnosztizalt beteg primer tiidétumor és periférids vérmintajabol
nyert teljes genom szekvendlas eredményét hasznaltuk
(EGAS00001003416). A genom ploidia szintek meghatarozasara
alkalmas ,,allele-specific copy number analysis of tumors” - ASCAT
modszer a teljes genomot érinté SNP-k nagy halmazara vonatkozé
allélfrekvencia és lefedettségi informéaciokat hasznélja fel. Az SNP-
ket az 1000 Genom Projekt (1000 Genomes Project) altal kialakitott
k6zos variansok listajabol valasztottuk Ki
(https://github.com/cancerit/alleleCount, hozzaférés 2023. julius 28-
an), ennek segitségével hataroztuk meg a gyakori SNP-k egyenletes
eloszlasat, minimalis 10 kb tavolsagban. A GRCh38 referencia
szekvencidban vagy az ENCODE Altal készitett fekete listaban
szerepld centromerekben annotalt genomi poziciokat kihagytuk, a
lefedettségek korrigdlasa GC-tartalommal és a replikacios iddzitési
értékekkel valositottuk meg, amelyekhez felhasznaltuk az ASCAT-
hoz kapcsolodd segéd szkripteket. ASCAT segitségével a plioditas
szinteket megallapitottuk, amely figyelembe vette a lefedettségi
szinteket és allélgyakorisagi eloszlasokat. A szekvenalasi adatok
kiértékelését Poti  Adam  (HUN-REN  Természettudomanyi
Kutatokdzpont, Molekularis Elettudomanyi Intézet Genomistabilitas

Kutatécsoport) végezte.



4. Eredmények

4.1. CYP2CB8*3 és CYP2C8*4 allélok meghatarozasa

Vizsgalatok els6 1épése a CYP enzimek mutacidinak és alléljainak
azonositasa volt. A CYP2C8 génben detektalt és kaukazusi
populécidban gyakori mutaciok (CYP2C8*3 és CYP2C8*4 allélok)
kimutatasara alkalmas mérési médszert dolgoztunk ki. A CYP2C8*3
allélra jellemzd két pozicioban bekovetkezd nukleotid csere
(rs10509681, g.2130 G>A; rs11572080, ¢.30411 A>G) és a
CYP2C8*4 -re jellemzd citozin guanin szubsztiticiot tartalmazo
(rs1058930, ¢.11041 C>G) pontmuticidkhoz tartoz6 genom
szekvencia adatok az NCBI adatbazisabdl szarmaztak. A primer és
préba szekvencidk tervezése soran figyelembe vettik a primer és
proba oligonukleotidjaira vonatkozo el6irasokat. A primer és proba
szekvencidk in silico megtervezéséhez az NCBI Primer-Blast
eszkozét hasznaltuk. A primer szekvencidk fizikai-kémiai
tulajdonsaganak ellendrzése soran az IDT OligoAnalyser™ -t
hasznéltuk, majd a specifikus bekotédés ellenérzését az NCBI
BLAST alkalmazasaval végeztik. A probak megkildnboztetése
eltérd fluoroforokkal tortént, a vadtipusi probdkat FAM, mig a
muténs probakat HEX fluorofdrral jel6ltik.

4.2. CYP2C8 és CYP3A4 genotipus megallapitasa a betegeknél

A paklitaxel-metabolizal6 képesség becsléséhez a CYP2CS,
CYP3A4 és CYP3AS5 leggyakoribb alléljait vizsgaltuk (CYP2C8*3:
g.2130G>A, rs11572080 és g.30411A>G, rs10509681; CYP2C8*4
0.11041C>G, rs1058930; CYP3A4*1B (.-392A>G, rs2740574;
CYP3A4*22 @.15389C>T, rs35599367; CYP3A5*3 @.6986A>G,

rs776746) azon betegek vérmintajaban, akik paklitaxelt tartalmazé
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terapidban részesiltek (N=17). Vad tipust allélt (CYP2C8*1,
CYP3A4*1, CYP3A5*1) azonositottunk minden olyan esetben, ha
mutacid nem volt kimutathatd. Az adatok elérhetéek az EVA
adatbazisban (PRIJEB64027, European Variant Archive).

A CYP2C8*1/*1 genatipust a legtébb beteg hordozta (N=14), ami
arra utal, hogy ezek a betegek miikodéképes CYP2C8 enzimmel
rendelkeztek. Ezzel szemben a CYP2C8*1/*3 heterozig6ta
betegeknél feltételeztiik az enzimaktivitas csokkenését azon irodalmi
adatok alapjan, amelyek a paklitaxel metabolizmus csokkenését
mutattdk be. A CYP3A4*1/*1 genotipust a legtébb beteg esetében
(N=15) azonosithatd volt. Két beteg esetében a CYP3A4*1/*1B
heterozigdta genotipust azonositottunk. A CYP3A4*1B alléljat
fokozott mRNS expresszidval hoztadk &sszefliggésbe. A CYP3A5
enzim intron kivagodasat eredményez6 CYP3A5*3 allélvarians
minden beteg esetében azonositasra kerllt, mig a CYP3A5*1
vadtipusu allélt harom beteg hordozta. A CYP3A5*1 és a
CYP3A4*1B kozott genetikai kapcsoltsagrol szamoltak be, igy
feltételezhetd volt, hogy a CYP3A4*1B allélt hordozo betegek kozott
lesznek olyan egyének, akik a CYP3A5*1 alléllal is rendelkeznek. A
harom CYP3A5*1/*3 heterozig6ta beteg koézll két beteg hordozta a
CYP3A4*1B allélt. Feltételezhetd, hogy ezek a betegek fokozott
CYP3A aktivitassal rendelkeztek. Tovabba mindkét beteg a
paklitaxel kezelésre nem-reagdlé betegcsoportba tartozott. A
CYP2C8*4 és CYP3A4*22 allélokat nem azonositottunk a
betegeknél.

43. A tumorszdovet CYP  képiaszdam  véltozdsanak

meghatérozasara alkalmas mddszer kidolgozésa
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A tumorszdvet sajat paklitaxel-metabolizald  képességének
fokozddasa a terdpia-rezisztencia egyik forrasa lehet. A paklitaxel
metabolizmusdban meghataroz6 CYP2C8, illetve a kisebb
jelentéségii CYP3A4 gén emelkedett kopiaszama hozzajarulhat a
tumorsejtek paklitaxel-metabolizalé képességének névekedéséhez. A
tumorszdvet CYP kdpiaszam valtozasanak meghatarozasahoz nagy-
ateresztOképességli, PCR alapu modszert fejlesztettiink ki. Az OK18
beteg harom tumormintajan keresztiil (primer tiidé adenokarcindéma,
tiid6 metasztazis, maj metasztazis) mutatom be a moédszert.

Az egészséges szOvetmintdk genomjdban a referenciagének két
kopidban Az OK18 beteg primer tiidé adenokarcindma mintajaban a
kovetkez6 génekben a relativ kopiaszamok atlagat kiszamolva
eltérést azonositottunk: RPPH1 (1,301) és F5 (1,297) esetében
multiplikaciét, mig a CYP2C8 (0,80) génnél deléciét. A tiidd
metasztazis mintdban a BCKDHA (1,681) és az F5 (1,514) gének
esetében multiplikacié6 mutatkozott, az ALB (0,653) és a CYP2C8
(0,713) esetében azonban deléciot lehetett megfigyelni. A méj attét
mintdban a RPPH1 (1,882) és F5 (2,289) gének esetében szintén
multiplikacié volt megéllapithaté, az ALB (0,616) és a CYP2C8
(0,583) géneknél pedig deléci6. Az F5 gén mindharom
tumormintaban kopiaszdm emelkedést mutatott. Az RPPH1 gén
koépiaszam  emelkedése kimutathatdé volt a primer tiid6
adenokarcinbma és maj metasztazis mintakban, mig a BCKDHA
multiplikdcidja, az ALB és CYP2C8 delécidja a tidé- és méj-
metasztazisokban egyarant megfigyelhetd volt. A CD36 gén
kopiaszam emelkedését csak a maj attét mintaban tapasztaltuk. Ezek

az eredmények azt mutatjdk, hogy a referenciagének kopiaszam
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valtozasanak ily modon torténd meghatarozasa segithet kiszlirni a
referencidnak alkalmatlan géneket.

44. A PCR-alapl kdpiaszdam meghatarozas eredményeinek
megerdsitése uj-generacios szekvenéalassal

Az OKI18 beteg primer tiidd adenokarcindbma mintajaban
Osszehasonlitottuk a PCR-alapi  mddszerrel meghatarozott
kopiaszamokat a teljes genom szekvenaldssal nyert kopiaszam
adatokkal. A tumormintaban szomatikus kdpiaszam valtozasokat
kerestiink, amelynek detektalasahoz az ,,allele-specific copy number
analysis of tumors” - ASCAT algoritmust hasznaltuk. A kétféle
modszerrel (PCR- és NGS-alapl mddszer) meghatarozott abszollt
kopiaszdm adatokat dsszevetettilk és megallapitottuk, hogy a
referencia- és célgének képiaszama jé egyezést mutatott (a 10 gén
esetében a korrelacios egyenes meredeksége: 0,9498, r2 = 0,7524).
4.5. Tiidé adenokarcinoma CYP2C8 és CYP3A4 koépiaszam
véltozasa és a betegség kimenetele kdzotti 6sszefiiggések
Feltételezésiink szerint a mikodoképes CYP2C8 és CYP3A4
enzimet kodolo allél duplikacidja/multiplikacidja  jelentésen
befolyéasolhatja az expressziét, fokozott enzimaktivitast és fokozott
paklitaxel metabolizmust eredményezve, ezéltal a tumorsejtben
alacsonyabb paklitaxel koncentracié alakulhat ki.

A tumormintdk CYP2C8 és CYP3A4 koépiaszam valtozasa és a
paklitaxel terdpia kimenetele kozti 6sszefliggést 17 betegnél
vizsgaltuk. Szignifikans 0©sszefliggést talaltunk a paklitaxel-
metabolizadld6 CYP enzimek kopiaszam novekedése és terapia
kimenetele kozott. A CYP2C8 és/vagy CYP3A4 gének kdpiaszam

valtozas gyakrabban fordult el6 a kezelésre nem-reagéld betegek
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primer tumor mintaiban, mint a terapiara jol reagalé betegnél (nem-
reagalok 6/9, reagalok 1/8, P=0,0498).

13



5.Kdvetkeztetések

Tidé adenokarcindoma elsdvonalbeli terapiaja paklitaxelt
tartalmaz, amelynek metabolizmusaban a CYP2C8 enzim kiemelt
szerepet tolt be (6-a-hidroxipaklitaxel metabolit képz6dés). A gént
érintd valtozasok (SNP, kopiaszam valtozas) kihathatnak az enzim
metabolikus miikddésére, igy ezek ismerete hasznos informacioval
szolgalhat a betegek kezelésének kialakitasaban. A CYP3A4 enzim
kisebb szereppel rendelkezik a paklitaxel metabolizmusaban (3-p -
hidroxipaklitaxel metabolit képz&dés)

Munk&nk soran tiid6 adenokarcindmaval diagnosztizalt
betegeknél meghataroztuk a CYP2C8 és CYP3A allélvaridnsokat. A
CYP2C8*3, CYP3A4*1B és CYP3A5*3 allélvarians el6éfordulési
gyakorisaga hasonlé volt a kaukadzusi populdcidban leirt
gyakorisagokhoz. Azonban az alacsony elemszam miatt a betegek
sajat paklitaxel metabolizald képességének és a kezelés kimenetele
kozti dsszefliggés vizsgalatara nem kerdlt sor.

A beteg sajat paklitaxel-metabolizdl6 képessége mellett a
tumorsejtekben bekovetkezé6 CYP2C8 és/vagy CYP3A4 kdpiaszdm
valtozasok is hozzajarulhatnak a terdpia-rezisztencia kialakulasahoz.
A tumorszévetben a CYP gének kopiaszdm véltozasanak
megallapitasara nagy-atereszt6képességli, qPCR-alapl metodikat
dolgoztunk ki. Tébb referenciagént alkalmaztunk, amelyek kozil a
megvaltozott kopiaszdml géneket kihagytuk az értékelésb6l. A
PCR-alapti médszerrel meghatarozott gén kdpiaszamok jo egyezést
mutattak az  Oj-generaciés  szekvendlassal — meghatérozott
kopiaszamokkal.
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Osszefiiggést kerestiink a CYP2C8 és CYP3A4 kopiaszamok és
a betegség kimenetele koézott. A kezelésre nem-reagald betegeknél
gyakrabban fordult el6 CYP2C8 és/vagy CYP3A4 kopiaszdm
névekedés, mint a kezelésre reagalé betegnél.

A CYP kopiaszdm meghatarozasara kialakitott mddszer az j-
generacios szekvenalas alternativ metodikajat jelentheti, valamint
potencialis biomarkere lehet a terapia-rezisztencia kialakulasanak
elérejelzésében tiidé adenokarcindmaval diagnosztizalt betegeknél

még a paklitaxel terapia megkezdése elott.
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