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Roviditések jegyzéke

ABCB1 - ATP-kot6 fehérje B 1, ,,ATP-binding cassette B 1”
ALB - albumin

ASCAT - .allele-specific copy number analysis of tumors”
B2M - beta-2-mikroglobulin

bp - bézis par

BCKDHA -  elagazoé lancu a-ketosav dehidrogenéz

CD36 - CD 36 molekula

CYP - citokrém P450

EGFR - epidermalis novekedési faktor receptor

F5 - V. koagulécids faktor

GRCh38 - pangenom, jelenleg hasznalt referenciagenom
MPO - mieloperoxidaz

MRP - multidrog-rezisztencia asszocialt fehérjék

NSCLC - nem-Kkissejtes tiidérak

OATP - szerves anion transzporter, ,o0rganic anion transporting
polypeptides”

PCR - polimeréz-lancreakcio

RPPH1 - ribonukleaz P RNS komponens H1

SNP - egypontos nukleotid polimorfizmus

TBP - TATA box kotd fehérje

TNM - Daganatok stadiumbeosztasa a primer tumor, a nyirokcsomé

érintettség és metasztazisok alapjan
UNG - uracil-N-glikozilaz

Vmax - enzimaktivitas maximalis sebessége
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1. Bevezetés

Az emberi szervezet folyamatosan ki van téve a xenobiotikumoknak, olyan
testidegen anyagoknak, amelyeket altaldban enzimatikus uton végbemend
atalakitast kovetden inaktival. A biotranszformacid soran kialakitott metabolit
vizoldékonyabb az anyavegyilethez viszonyitva és konnyebben kilril a
szervezetb6l az epén vagy vesén keresztil. A xenobiotikumok metabolizmusa
legfébb szereppel a citokrom P450 (CYP) enzimek rendelkeznek. Inter-individualis
kiilonbségek figyelhetéek meg a gyodgyszer-metabolizmusban, amelyek egyrészt
genetikai masrészt kornyezeti tényezOkre vezetheték vissza. A CYP enzimekben
megfigyelt egypontos nukleotid polimorfizmusok (,.single  nucleotide
polymorphism” - SNP) és a CYP gének kopiaszdmanak valtozasa kovetkeztében az
enzimek metabolikus aktivitisa megvaltozhat. Ezen genetikai valtozésok fenotipus
szinten gyenge vagy fokozott metabolizdl6 kepességet eredményeznek, ezért
kiemelt jelentdségli az enzimek genetikai polimorfizmusainak ismerete, hiszen a
megfeleld terapia kialakitasat segitheti el6. A daganatszovetet felépitd
tumorsejtekre jellemz6 genom instabilitas kovetkeztében elképzelhetd, hogy a CYP
gének kopiaszamaban valtozés kovetkezik be, amely megvaltozott gydgyszer-
metabolizald képességet, ezaltal terapia-rezisztencia kialakulasat eredményezheti.

A daganatos megbetegedések a sziv- és érrendszeri megbetegedéseket
kovetéen a vilag masodik legnagyobb mortalitast megbetegedései. Leggyakrabban
diagnosztizalt tipusa a tiid6 adenokarcindma, amelynek 6t éves tulélése alig éri el a
20%-ot. A tiid6 adenokarcinéma elsé vonalbeli kezelése paklitaxel és egy platina
alapu vegyulet egydttes alkalmazasabdl all. A paklitaxel metabolizmusaban f6
katalizator szereppel a CYP2C8 enzim rendelkezik, mig kisebb mértékben a
CYP3A4 jarul hozza az inaktiv metabolitok kialakitasahoz. Ezen enzimeket kodold
génekre jellemz6 polimorfizmusok ¢és kopiaszam valtozasok nagymeértékben
befolyasolhatjak a hat6anyag terapias hatasat, valamint a kezelés kimenetelét.

A dolgozathan bemutatdsra kerul egyrészt a tid6 adenokarcinomaval
diagnosztizalt betegek paklitaxel-metabolizalo képessege (CYP2C8 és CYP3A
genetikai polimorfizmusai), masrészt a tumor mintdkban a CYP2C8 és CYP3A4
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kopiaszdm véltozds kimutatdsara alkalmas PCR-alapl (polimerdz-lancreakcio)
metodika kidolgozasa és alkalmazésa.

1.1 Gyogyszer-metabolizmus

Az €16 organizmusok szamara fontos a szervezetbe bejutott xenobiotikumoktol,
testidegen vegyuletektdl valé megszabadulds, amely enzimatikus Uton valésul meg,
eldsegitve a vizoldékonyabb metabolitok kialakitasat és konnyebb kilrilésiket a
szervezetbdl. A testidegen anyagok metabolizmusanak folyamatdban két fo fazist
(fazis 1. és 11.) kuldnitink el, amelynek sordn a testidegen anyagok atalakulasa
megtorténik, ezaltal védelmet biztositva a szervezetnek a karos anyagokkal
szemben. Egy exogén vegyulet koncentracidjanak idobeli valtozasat az abszorpcid,
disztribdcio, metabolizmus és kivalasztds (ADME) folyamatai hatarozzak meg. A
szervezetbe keriilt gyogyszer molekula felszivodasa két lehetséges modon valosul
meg: passziv vagy aktiv transzport formajaban, a felszivodas helyét pedig a
gydgyszeradagolds moddja hatarozza meg. Egy lipofil xenobiotikum hidrofil
formajanak kialakitdsa enzimatikusan kozvetitett folyamat (1), amely
elengedhetetlen ahhoz, hogy a hatéanyag a kivalasztdé rendszeren vagy az epén
keresztiil elhagyhassa a szervezetet. A keringésbe keriilve a hatéanyag eljut a
szovetekhez, ahol a metabolizmus lejatszddhat. Ennek eredményeképp létrejohet 1)
terapias aktivitassal rendelkezd aktiv metabolit prodrug esetében, 2) csokkent vagy
hatast vesztett inaktiv metabolit vagy 3) toxikus metabolit. A gydgyszervegyulet
szervezeten bellli sorsa szempontjabdl négy fazisat kulonithetink el. Az uptake
transzporterek (organikus anion transzporter polipeptid — OATP), amelyek a
xenobiotikumot a sejten beluli térbe szallitjAk a 0. féazisba sorolhatok. A
gyogyszerhatéanyagok leggyakoribb inaktivacidja oxidacié soran torténik. A
folyamat lebonyolitdsat a mikroszomalis kevert funkcioji oxigenazok (,,mixed
function oxidase”) hajtjak végre. A citokrom P450 (CYP), valamint a flavin-
monooxigendz (FMO) enzimek alkotjak a kevert funkcioju oxidazokat. A fazis I.-
ben elsddlegesen a CYP csaladba tartozd enzimek jatszanak kulcsszerepet a
szubsztratok biotranszformacidjaban. A  gyogyszerhatéanyag szerkezetében
funkcionalis csoportok alakulnak ki a CYP enzimek altal katalizalt reakcidk
kovetkeztében (2-5), ezéltal elokészitve a fazis Il.-ben szerepet jatszé enzimek
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(UDP-glukuronil-transzferdzok, glutation-S-transzferdzok, szulfotranszferazok, N-
acetil-transzferdzok) konjugécios reakcioit (glikuronidécid, glutation konjugécio,
szulfatalas, glicin vagy glutamin konjugacid, acetilacid és metilacid), amelyek
eredményeként polaros és vizoldékony vegyuletekké alakulnak. Az igy kialakitott
konjugalt vegyuletek az efflux transzportereken (fazis 1l1.) keresztll kerulnek az
extracelluléris térbe (6,7).

Expozicio \ gyogyszerhatoanyag
— . > uptake t rterek
Felszivodas Fazis 0. @ uptake transzportere
% 5 oxidacio,
Fazis I. / 2 hidrolizis
CYP, FMO ' OoH
o
. Konjugécios reakciok:
Metabolizmus —  Fazisl. (pl. gliikuronidacio)
GST, NAT, SULT, v
uGT [ —O0-GA
—  Fazis L

efflux transzporterek

1. dbra: Testidegen vegyllet (gyogyszerhatéanyag) metabolizmusa és exkrécidja
majsejtben. A testidegen gyogyszervegyulet uptake transzporterek (0 fazis)
segitségével kerll sejten bellli térbe, ahol a fazis 1. enzimei citokrom P450 (CYP),
flavin-monooxigenazok (FMO) majd a fazis Il. enzimei Altal (glutation S-
transzferazok - GST, N-acetil transzferazok - NAT, szulfotranszferazok — SULT,
UDP-glikuronsav transzferazok - UGT) Kkatalizalt konjugéaciés folyamatok
eredményeként (példaul glukuronidécié) a kialakitott metabolit vizoldékonyabba
valik, ezaltal el6segitve szervezetbdl torténd kitiriilését (4) alapjan.

A CYP enzimek felfedezése 1954-re nyudlik vissza, amikor azt el6szor
Klingenberg izolalta patkany maj mikroszomabdl (8). Emberben 57 funkcionalisan
aktiv CYP gént azonositottak a human genomban, amelyeket az aminosav
szekvencia-homoldgia alapjan 18 csaladba és 44 alcsaladba soroltak (9,10). Az
aktiv gének mellett 58 pszeudogén is ismert. A CYP enzimek osztalyozasat az

egységesitett nomenklatira kidolgozasa segitette eld. A nevezéktan alapjan a CYP
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a citokrom P450 roviditése, amelyet a csaladot jelzé arab sz&m kovet. Az azonos
csaladdba sorolt enzimek fehérje szekvencidja 40%-0s homoldgiat mutatnak. Ezt
koveti az alcsaladra utald nagybetii. Azonos alcsalddba azok az enzimek kertilnek,
amelyek aminosav szekvencidjanak azonossaga meghaladja az 55%-t. Az
alcsalddba tartozd egyes enzimek megkilonboztetésében arab szam hasznélata
nyujt segitséget (példaul a CYP2C8 = CYP szupercsalad, 2 csaladjanak C
alcsaladjaba tartozé 8-as enzimre utal).

A CYP enzimek a sima felszinti endoplazmatikus retikulum membranjaban (50
enzim), valamint a mitokondrium membranjaban (7 enzim) talalhatok meg (8,11).
A CYP enzimek féként a majban keriilnek kifejez6désre. A CYP3A4 enzim a méj
0ssz CYP készletének 14,5-37% kozotti, mig a CYP3AS enzim megkdzelitdleg
1%-at jelenti. A tovabbi biotranszformacioban fontos szerepet bet6lté enzim maj
6ssz CYP mennyisége a kovetkezOképp tevodik ossze: a CYPLAL <1%-ban, a
CYP1A2 4,4-16,3%-ban, a CYP2A6 3,6-14%-ban, a CYP2B6 1,7-5,3%-ban, a
CYP2C8 megkozelitleg 7,5%-ban, a CYP2C9 4,5-29%-ban, a CYP2C19 0,9-
3,8%-ban, a CYP2D6 1,3-4,3%-ban, a CYP2E1 5,5-16,5%-ban, CYP2J2 kevesebb
mint 1%-ban jarul hozz4 (6). Extrahepatikus szervekben, mint a gasztrointesztinalis
traktusban, vesében, tiidében, agyban és placentdban is jelen vannak a CYP
enzimek (6,12-17). A CYP 1-3 csaladba tartozo enzimek elsédlegesen a testidegen
anyagok atalakitasanak folyamatait katalizaljak, mig a CYP 4-51 csaladba tartozé
enzimek endogén, élettani funkciot ellaté vegyuletek, mint példaul a szteroid
hormonok, prosztaglandinok és epesavak bioszintézisében és lebontasaban vesznek
részt (6).

CYP enzim szupercsalad tagjai a hem-tiolat fehérjék kdzé sorolhatdak, az
enzim fehérjéhez vas-tiolat kotéssel kapcsolodik a protoporfirin IX gyiiri. A CYP
enzimek monooxigenazok, amelyek az oxigén molekula egyik oxigénatomjat
beépitik az atalakitandd szubsztratvegylletbe, mig a masodik oxigénatom vizzé
redukalédik (4,18). Leegyszeriisitve az alabbi képlet alapjan torténik a szubsztrat
(RH) atalakitasa, amelyhez az elektrontranszportot a NADPH -citokrom P450
reduktadz vagy a citokrom bs biztositja (2. abra).

RH + O + NADPH+H* — ROH + H,0 + NADP*
2. abra: Citokrom P450 altal katalizalt reakcid. Az RH a szubsztratot jeldli (19).
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1.1.1 A gydgyszer-metabolizmus inter-individualis kilonbségeinek genetikai
okai

Populacios szinten jelentés inter-individualis eltérések tapasztalhatdak a
gyogyszerhatéanyagokra adott valaszreakciokban, amelyek részben
farmakokinetikai okokra vezethetOk vissza. A gydgyszervegyilet szervezetben
és transzportfeherjék genetikai polimorfizmusai. A gydgyszer-metabolizmusban
részt vevé enzimek polimorfizmusainak ismerete fontos informacidval szolgal a
terapias dontések meghozataldban, annak érdekében, hogy a leghatékonyabb és
biztonsdgos (toxikus mellékhatasok elkerulése) kezelési metodus kerlljon
kivalasztasra a beteg szamara (20). A gyogyszer-metabolizmusban részt vevé CYP
enzimekre (CYP1-3) nagyobb mértékli polimorfizmus jellemz6, mint a tobbi, az
endogén anyagok metabolizmusat katalizal6 CYP enzimre.

A mutéciok kdvetkezmenyeként funkcionalis valtozasok alakulhatnak ki,
amelyek a CYP enzim aktivitdsat és/vagy expresszidjat befolyasolhatjak. Az
allélvariansokban azonositott mutaciok aminosav cseréhez (CYP2C8*3,
CYP2C8*4), ,splicing” (kivagddasi) hibahoz (CYP2C19*2, CYP2D6*4),
kereteltolodashoz (CYP2C19*4, CYP2D6*6), vagy stop-kodon kialakulaséhoz
(CYP2C19*3), vagy megvaltozott expressziohoz (példaul: CYP3A4*1B,
CYP2C19*17) vezethetnek (6). Az aminosav csere kovetkeztében mddosulhat a
fehérje konformaécidja, mig az inzercidk, deléciok, kereteltolodasok és a kopiaszam
valtozasok (teljes gén delécio, multiplikacié/duplikacio) az enzim expresszidjanak
megvaltozasat idézhetik el6 (21). Egyik leggyakrabban eléforduld és azonosithato
valtozas nukleotid szinten az egypontos nukleotid polimorfizmus (,,Single
nucleotide polymorphism” - SNP), amely egy béazisban tér el a referencia DNS
szekvenciatol. A jelenlegi technikai eszkdzok segitségevel (szekvenalas,
microarray-SNP, hidrolizis SNP analizis) megallapithatéak az egyen genomjéaban
az eltérések, amely alapjan meghatarozhat6 a CYP genotipus. A gének a diploid
genomban altalanosan két kopiaban fordulnak el. Azonban, szerkezeti valtozasok
kialakulasa miatt a genek kopiaszama maodosulhat (,,copy number alteration” -
CNA), amelyek 50 bazisparnal nagyobb eltéréseket foglalnak magukba.
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Az egyén fenotipusa meghatarozhato a CYP gének polimorfizmusainak
azonositasaval, amely alapjan négy f6 metabolizalé csoport kerilt kialakitasra:
gyenge, kozepes, normal és ultragyors. A gyenge metabolizalokra két nem
funkcionalis enzimet kddold allél jellemz6, amelyek csokkent enzimaktivitast
eredmeényeznek, és hajlamosito tényez6 lehet a fokozott gydgyszermellékhatadsok
megjelenésére. Ugyanis a funkciovesztéssel jaré genetikai valtozasok csokkent
gyogyszer-eliminaciot és megndvekedett plazma koncentraciét eredményeznek. A
mellékhatasok elkeriilése érdekében az adott gyogyszerhatdanyag dozisanak
csokkentése szilkséges (22). A kozepes (intermedier) metabolizalok egy csokkent
mitkodéképességti enzimet kddold és egy vadtipusu allél heterozigéta hordozdi,
ellentétben a normal metabolizalokkal, akik két vadtipusu allélt hordoznak. Az
ultragyors metabolizalokra a kett6nél tobb funkcionalis enzimet kodolo allél
jelenléte jellemz6, valamint olyan allélvarians jelenléte (példaul CYP2C19*17 vagy
CYP2B6*22), amely fokozott expressziot és fokozott enzimaktivitast eredményez.
A funkcid fokozodést eredményezd valtozasok, expresszid ndvekedést és fokozott
metabolikus  aktivitdsi  fehérjét eredményeznek, ezaltal felgyorsitjdk a

gyogyszerhatbanyag metabolizmusat és csokkentik a plazma hatéanyag-

= z=7

1.1.2 A gydgyszer-metabolizmus inter-individualis kulonbségeinek nem-

genetikai okai

Ahhoz, hogy pontos farmakokinetikai becslést lehessen végezni a terapias
hatéanyagokra vonatkozodan, elengedhetetlen a CYP enzimek miikodését és
kifejez6dését befolyasold belsé és kiilsé tényezOk atfogd ismerete (6,25). Fontos
szerepet jatszanak az olyan nem-genetikai tényezok, mint a beteg neme, életkora,
betegségei, testsulya, betegségek és gyulladasok, valamint a betegségek kezelésére
alkalmazott gyogyszeres terapia (6). A CYP3A4 és CYP1A2 ndékben, mig a
CYP3A5 férfiakban mutatott fokozott mRNS expresszidt (26). Az életkorral a
gyogyszer-metabolizmusban részt vevo enzimek aktivitasanak valtozasat figyelték
meg. Ujszilldttek elsé életévében (példaul CYP2D6 vagy CYP2E1) (27-30),
valamint idéskorban egyes CYP enzimeknél alacsony expresszidt figyeltek meg
mas életkorokhoz viszonyitva. Ujsziil6ttek esetében ez azzal magyarazhatd, hogy
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bizonyos CYP enzimek a posztnatalis iddben érési folyamaton mennek keresztiil,
amely soran elérik a felnéttkori enzimaktivitas szintjét (példaul CYP1A2 a sziletést
kovetd 1 honaptol valik detektalhatova és az 5-15 éves életkorban kozeliti meg a
feln6ttben azonositott aktivitast) (30-33). A gydgyszerhatéanyag Kilritését
idéskorti emberek esetében fontos nyomon koévetni azon gyogyszerek esetében,
amelyek sziik terapids tartomannyal rendelkeznek, mint példaul a véralvadasgatlok
(6). A CYP enzimek miik6dése modosulhat olyan betegeségek hatasara, mint a
fertézés, gyulladds vagy daganatos betegség (6,34). Altalanossagban a gyulladas
hatdsara a CYP enzimek aktivitdsa csokken (példaul CYP3A4 és CYP2C19),
viszont ismert olyan CYP enzim (példaul a CYP2D6), amelyekre a gyulladas nincs
hatassal (34-36). Krogstad és munkatarsai vizsgalatukban a testsuly-valtozas
majban expresszalt CYP enzimek aktivitasara gyakorolt hatdsat vizsgalva azt
tapasztalta, hogy a CYP3A4 enzimaktivitdsa csokkent, ellentétben més CYP
enzimek aktivitasval, amelyek nem mutattak eltérést (CYP2B6, CYP2CS,
CYP2D6, CYP2C9, CYP2C19, CYP1A2) (37). Tovabba a gyogyszer-interakciok
hatasara a CYP enzimek aktivitasa szintén méodosulhat (13).

A gyogyszer-metabolizmusban részt vevé enzimek indukcioja és gatlasa
szinttn a nem-genetikai tényez6k kozé sorolhatok, amelyek kiemelkedd
fontossadglak a gyogyszer-interakciok feltarasaban és megértésében, ezéltal a
kezelés biztonsagossa tételében és toxikus mellékhatasok elkeriilésében. Tovabba
az enzim indukcid vagy gatlds idOskorban is fontos szerepet jatszik, hiszen a
kiilonboz6 tarsbetegségek kezelésében alkalmazott farmakonok
(gy6gyszerhatéanyagok) kélcsdnhatasba Iéphetnek egymassal (38).

A CYP enzimek indukcidja elsdsorban nuklearis receptorok, mint az aromas
szénhidrogén-receptor (AhR), a pregnan-X-receptor (PXR), a konstitutiv
androsztan-receptor (CAR), a peroxiszOma-proliferator-aktivalt receptor (PPAR),
gliikokortikoid receptor (GR), vitamin D3 receptor (VDR) altal valosul meg. Az
aromas szénhidrogén-receptor dont6 fontossagti a CYP1A1l, CYP1A2 és CYPIBI,
valamint egyes transzporterek indukcidjaban. A majban és a bél enterocitaiban
kifejez6dé pregnan-X-receptor kozponti szerepet tolt be szamos CYP gén
indukciojanak megvalositasdban. Rugalmas ligand kot6 zsebe lehetové teszi

sokféle xenobiotikum felismerését. Szamos CYP gén expresszidjat szabalyozza,
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mint a CYP2B6, a CYP2C és CYP3A géneket, valamint uptake transzportereket
(,;,organic anion transporting polypeptides” - OATP) és efflux transzportereket
(ABC - transzporterek, multidrog-rezisztencia asszocialt fehérjék — MRP-k). A
konstitutiv androsztan-receptor xenobiotikumok metabolizmusaban részt vevd
szamos gén szabalyozasaban vesz részt, atfedés figyelhetdé meg a pregnan-X-
receptor és konstitutiv androsztan-receptor célgénjei kozott: CYP2B6, CYP2C9,
CYP2C19, CYP3A4, CYP3A5. A Kkonstitutiv androsztan receptor ligandja
foszforilacids-defoszforilacios kaszkad elinditasaval aktivalja a receptort (39,40).
Induktor altal kivaltott aktivalas kovetkeztében a nukleéris receptorok homo- vagy
heterodimert alkotnak egy dimerizacios partnerrel és a sejtmagba transzlokalddnak,
majd a CYP gének promoter régidjaban talalhatd specifikus szabalyz6 régiokhoz
(,,xenobiotic response element” - XRE) kotddnek és fokozzak a célgének
transzkripcidjat. A nukleéris faktorok &ltal kdzvetitett szabalyozas modositasat a
korepresszorok, koaktivatorok és hiszton acetilazok befolyasoljak (41).

annak plazma koncentracidja magasabb lesz, amely toxikus reakciokat idézhet elG.
Amennyiben prodrugrdl van sz0, az aktiv metabolit képz6dése nem tud végbe
menni, ezért a terapias hatds elmarad, vagyis a gatlas hatasara a fenotipus
ideiglenesen megvaltozik a genotipustol fuggetlendl. A genotipus alapjan
becsiilhetd a fenotipus, amelyet olyan nem-genetikai tényezd modulalhat, mint a
gyulladas soran felszabadulé citokinek, vagy gyogyszer-kolcsonhatasok
kovetkeztében kialakuld ideiglenes eltérések. Ezt a jelenséget, amikor a
genotipushoz ideiglenesen nem a megfeleld fenotipus tarsul fenokonverzionak
nevezzilk (42). Az enzim mikodésének gatlasa lehet reverzibilis vagy irreverzibilis.
Az irreverzibilis mechanizmus alapd enzimgatlas kulondsen veszélyes lehet. A
farmakon enzimatikus atalakuldsa soran a kialakitott metabolit nem disszociél az
enzimrdl, igy tartds enzimaktivitds vesztést okoz. llyen gatloszer a CYP2C8
szdméra a gemfibrozil glikuronidalt metabolitja (1-O-g-glukuronid), amely gatolja
tobb CYP2C8 szubsztrat biotranszformaciojat: cerivastatin, repaglinid, rosiglitazon
és pioglitazon (2,4,43-48).

11
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1.2 Gyogyszer-metabolizmusban részt vevé CYP enzimek

1.2.1 CYP1A alcsalad

A 15. kromoszoman (15924.1) talalhaté CYP1Al és CYP1A2 gének a 2.
kromoszéméan (2p22.2) talalhato CYP1B1 génnel egydtt alkotjdk a CYP1 csaladot.
A CYP1A enzimek katalitikus aktivitisa atfedést mutat, kiléndsen a policiklusos
aromas szénhidrogének és az aromés vegyiletek hidroxilalasaban és oxidativ
modositasaban. Ezenkiviil el0segitik a szenesedett ¢lelmiszerekben és az ipari €gés
soran keletkezett melléktermékekben taldlhaté pro-karcinogének bioaktivalasat,
ezéltal olyan karcinogén koztes termékeket, intermediereket hoznak létre, amelyek
a DNS kéarosodasat idézik el6. A CYP1A2 enzimatikus szerepe figyelemre méltd
olyan hat6anyagok esetében, mint a mindennapokbdl ismert koffein vagy az asztma
¢és kronikus tiidé betegségben alkalmazott teofillin, amely a horgék simaizmait
tagitia (49). A CYP1A enzimeket alapos vizsgalatnak vetették ald daganat
érzékenységét meghatarozo tényezokkel kapcsolatban, elsdsorban a pro-karcinogen
anyagok metabolizmusaban betoltott funkcionalis szerepik miatt. A CYP1Al
szerepe a dohdnyban gyakran el6forduld rakkeltd anyagok, példaul az aromas
aminok és a policiklusos aroméas szénhidrogének enzimatikus semlegesitéseében jol
ismert (19).

1.2.2 CYP2 csalad

A CYP2 csaladd 16 gént foglal magéba, amelyek tébb kromoszéman
helyezkednek el, és harom f6 géncsoportba sorolhatdoak. Az elsé klaszterbe a 19.
kromoszoman talalhato CYP2A6, CYP2B6 és CYP2F1 gének sorolhatdak, mig a
maésodik klaszterbe a 10. kromoszéman elhelyezkedé CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19
és CYP2C18 gének tartoznak. A harmadik klasztert a 22. kromoszoman talalhatd
CYP2D6 gen kepviseli (6). A CYP2C alcsaladot részletesen ismertetem, mivel a
dolgozat kozéppontjdban a CYP2C8 génben el6forduld allélok azonositasa,

valamint az allélvariansok és a gén kdpiaszam valtozas vizsgalata all.
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Annak ellenére, hogy a CYP2C enzimek nagyfoku aminosav-szekvencia
homol6giat mutatnak, kiilonbségek figyelheték meg a szubsztrat specifitasukban és

a gyogyszer-metabolizmusban betoltott szerepik tekintetében (1. tablazat).

1. téblazat: A CYP2C9, CYP2C19, CYP2C8 és CYP3A4 klinikailag fontos
izoenzimek szubsztratjainak dsszefoglaldsa (6,46,47 alapjan).
Enzim Szubsztratok

CYP2C8 amodiaquine, cerivasztatin,
paklitaxel, rosiglitazon, troglitazone,
all-trans-retinol sav, arachidonsav

CYP2C9 losartan, fenitoin, valproat,
tolbutamid, S-warfarin, diklofenak,
ibuprofen, celecoxib
CYP2C19 omeprazol, pantoprazol, citalopram,
diazepam, S-mefenitoin, clopidogrel

CYP3A4 atorvasztatin, szimvasztatin,
midazoldm, diazepam, vinkrisztin,
irinotekan, gefitinib, docetaxel,
erlotinib, etopozid, takrolimusz,
ciklosporin A

A CYP2C8 szamos exogen vegyllet és endogén molekula metabolizmusaban
vesz részt (1. tdblazat). A majon kivil mas szévetekben is kifejez6dik, beleértve a
gyomor-bél traktust, a veseket, a mellékveséket és a mandulékat (52). Szamos,
klinikai kovetkezményekkel jar6 CYP2C8 allélvarians ismert (2. tablazat). A
CYP2C8*3, amely két aminosavcseréhez is vezet (rs11572080, ¢.2130G>A,
R139K; rs10509681, g.30411A>G, K399R), amelyek csokkent enzimaktivitast
eredmeényeznek paklitaxel és arachidonsav metabolizmusban, viszont feltételezhet6
az allélvarians szubsztrat-fliggé hatasa (53-56). In vitro a paklitaxel és
arachidonsav metabolizmusban jelentés csokkenést figyeltek meg a mutans
CYP2C8*3 allél jelenlétében a vadtipusu allélhoz viszonyitva, amelyet tovabbi
kisérletek igazoltak (57-60). A szakirodalomban olyan vizsgalatrdl is lehet olvasni,
amely kis mértéka eltérést mutatott ki paklitaxel metabolizmusban CYP2C8*3 allél
jelenlétében a vadtipust allélhoz viszonyitva, mig Marcath és munkatarsai (61)
klinikai vizsgalatukban megfigyelték, hogy azok az emlédaganattal diagnosztizalt
betegek, akik hordoztak a CYP2C8*3 allélt a paklitaxel felezési ideje (Tc>005)
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rovidebb volt, vagyis gyorsabban lejatszodott a metabolizmus esetlikben vadtipusi
allélt hordozdkhoz viszonyitva. A repaglinid, rosiglitazon és pioglitazon
metabolizmusa soran alacsony plazma koncentraciot figyeltek meg a CYP2C8*3/*3
és CYP2C8*1/*3 genotipussal rendelkezd betegekben (52,54,62-66). A
CYP2C8*3 allél jelenléte in vitro kortilmenyek kdzott nincs hatassal az amiodaron
metabolizmusra (67), valamint a sztereoszelektiv ibuprofen metabolizmusban
minimalis a CYP2C8 szerepe (52). A kaukazusi populaciéban nagyobb
gyakorisaggal mutattak ki a CYP2C8*3 allélt (6,5-14%), mint az afrikai vagy azsiai
populécidkban, amelyekben nagyrészt hianyzik. A CYP2C8*4 allélra jellemz6 SNP
csokkent enzimaktivitast eredményez az 11041 pozicidban torténd citozin guaninra
vald baziscsere soran (rs1058930), ami a fehérjében a 264. pozicidban izoleucinrol
metioninra torténé cseréhez vezet. A CYP2C8*4 3-7%-0s gyakorisaggal fordul el
a kaukdzusi populacioban, mig az azsiai és afrikai populaciokban kevesebb mint
1%-ban detektalhatd. A CYP2C8*4 allél jelenlétében egyértelmiien enzimaktivitas
csokkenésrl szamoltak be a paklitaxel, repaglinid és ibuprofen metabolizmus
soran, amelynek magyardzatahoz hozzajarulhat, hogy az aminosav csere hatasara a
fehérje stabilitasa megvaltozik (52,59).

CYP2C9 hozzavetblegesen az alkalmazott gyogyszerhatdéanyagok 15%-nak
metabolizmusaban vesz részt (1. tablazat). A kaukazusi populécidban klinikai
jelentdsége a CYP2C9*2 és CYP2C9*3 allélvariansoknak van (2.tablazat). A
CYP2C9*2 20-30%-kal csokkenti az enzim metabolikus aktivitasat S-warfarin és
tolbutamid esetében, mig a CYP2C9*3 allél esetén 70%-kal alacsonyabb maximalis
sebességrol (Vmax-rol) szamoltak be (68). Szoros kapcsoltsagi viszonyt mutattak ki
a CYP2C9*2 allélra jellemz6 ¢.3608C>T pont mutacio es a CYP2C8*3-ban
detektalhatd mutéciok (g.2130G>A ¢és 9.30411A>G) kozott, amely befolyasolhatja
a CYP2C8-CYP2C9 szubsztratok atalakitasanak sebességét (69). A CYP2C9*3/*3
genotipus 90%-kal lassabb S-warfarin biotranszformaciot eredményez a vadtipusu
allelt hordozd egyénekhez viszonyitva (70). Sziik terapias tartomannyal rendelkez6
valproat metabolizmusanak egyik utvonala a CYP enzimek altal valosul meg,
amelyben f6 szerepet tolt be a CYP2C9. A kutatocsoport CYP2C9 genotipusa és
expresszidja alapjan személyre szabott kezelést dolgozott ki a 15 évnél fiatalabb
gyerekek szamara (6,22,68,71).
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CYP2C19 jelentés mértékben jarul hozz& a proton pumpa gatlok, vagy a
véralvadasgatld klopidogrel metabolizmusahoz (1. tablazat). Klinikai jelentéségliek
a CYP2C19*2, CYP2C19*3 és CYP2C19*17 allélvariansok. A CYP2C19*2
allélvarians kovetkeztében a képz6d6 mRNS érése hibas, amely inaktiv fehérjét
eredményez, mig a CYP2C19*3 esetében korai stop kodon kialakuldsa vezet
miitkodésképtelen fehérjéhez. A gyenge metabolizald képességért a CYP2C19*2 és
CYP2C19*3 allélok felelések (2. tablazat). A CYP2C19*17 allél jelenlétét fokozott
enzim muikodéssel tarsitottak, amely kdvetkeztében az omeprazol vérszint idbeli
valtozésat leird gorbe alatti teriilet (,,area under the curve” — AUC) 35-40%-kal
alacsonyabb volt, mint azoknal, akik a vadtipusu allélt hordoztak (6,68,72).

A CYP2D6 a gyogyszerek kozel 15-25%-nak biotranszforméacidjaban vesz
részt. Szubsztratjai kozil érdemes kiemelni a tamoxifent, amelyb6l az N-dezmetil
tamoxifen metabolit képzédését a CYP3A4 és /vagy CYP3AS5 végzi, majd ezt
kovetden az endoxifen metabolit kialakitdsdban a CYP2D6 vesz reszt, amely
terapidsan aktiv metabolit, vagyis daganatellenes hatassal rendelkezik, mig a 4-
hidroxitamoxifen kialakitasat kizarolag a CYP2D6 végzi (73). Kaukazusi
populécidban tébb allélvariansa ismert (CYP2D6*4, CYP2D6*5, CYP2D6*6,
CYP2D6*9, CYP2D6*10, CYP2D6*41), amelyek klinikai relevanciaval
rendelkeznek (6,68). A tamoxifen kezelés sikerességét nagymértékben befolyésolja
a CYP2D6 null (CYP2D6*4, CYP2D6*5) és csokkent enzimaktivitast
(CYP2D6*10, CYP2D6*41) eredményezd allélok jelenléte (74,75). Ugyanis a
CYP2D6*5 allél jelenlétében delécio, mig CYP2D6*3, *4 vagy *6 allélok null
aktivitast eredményeznek, amelynek eredményeképpen nem képzodik a terapias
aktivitassal rendelkez6 metabolit, az endoxifen (6). CYP2D6*10 allél jelenlétében
az enzim affinitasa a szubsztratokhoz csdkkent, mig a CYP2D6*41 allél maga utan
vonja a mennyiségi csokkenését a funkcionalis mMRNS-nek, igy a CYP2D6 fehérje
mennyisége és aktivitasa is csokken (76,77).
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2. téblazat: CYP2C alcsaladba tartozd genek kaukazusi populdcidban gyakori
polimorfizmusai.

Allélvarians Meghatarozo Enzimaktivitasra El6fordulasi
SNP (azonosito) gyakorolt hatas gyakorisag
kaukazusi
populaciéban
(%) (6)
CYP2C8*3 9.2130G>A ellentmondéasos? 6,5-14
(rs11572080)
g.30411A>G
(rs10509681)
CYP2C8*4 0.11041C>G csokkent 3-7
(rs1058930)
CYP2C9*2 9.3608C>T csokkent 8-19
(rs1799853)
CYP2C9*3 9.42614A>C csokkent 6-10
(rs1057910)
CYP2C19*2 g.19154G>A inaktiv 6-15
(rs4244285)
CYP2C19*3 9.17948G>A inaktiv >1
(rs4986893)
CYP2C19*17 g.-806C>T fokozott 21-25
(rs12248560)

& Az irodalmi adatok ellentmondasosak, feltételezhetd a CYP2C8*3 allél hatasa
szubsztrat fiiggé (55,78,79).

1.2.3 CYP3A alcsalad

A CYP3 géncsalad egyetlen alcsaladbol all, amely négy gént - CYP3A4,
CYP3A5, CYP3A7 és CYP3A43 — foglal magaba a 7g22.1 kromoszdéma pozicioban.
A maéjban a CYP3A4 expresszalodik a legnagyobb mennyiségben (85,4%), a
CYP3A5 és a CYP3A43 expresszios szintje alacsony, mig a CYP3A7 jellemzben a
fetdlis majban detektalhatd. A bél enterocitaiban szintén jelentés a CYP3A4
expresszidja, ami kiemeli kozponti szerepét a gyogyszerek . first-pass”
metabolizmusaban. Ezzel szemben a CYP3A5 expresszidja tulnyomorészt az
agyban, a légutakban, a tiidében €s a vesében figyelhetd meg, ahol az vagy
domindl, vagy a CYP3A4 expresszios szintjével megegyez6 szintet mutat (6).

A Kklinikumban alkalmazott gyogyszerek korllbelil 30%-at a CYP3A
alcsaladba tartozd enzimek metabolizaljak. Tag aktiv centrumanak koszonhetéen a
CYP3A4 enzim Kkepes nagyon kiilonboz6 szerkezetli gyogyszermolekulak
metabolizmusat katalizalni (1. tablazat). Tekintettel a CYP3A4 és a CYP3A5

16



DOI:10.14753/SE.2024.3050

kdzotti nagyfoku aminosav-szekvencia hasonldsagra, a szubsztrat specificitasukban
atfedés figyelhet6 meg. (80-82). A kaukazusi populéciéban a CYP3A4*1B allél
proximalis promoter régidjaban azonositott g.—392A>G SNP (rs2740574) fokozott
CYP3A4 expresszioval hozhatd dsszefuggésbe, el6fordulasi gyakorisaga 2-9% (83).
A polimorfizmus klinikai kdvetkezményei azonban vitatottak, mivel a CYP3A4*1B
és a CYP3A5*1 kozott kapcsoltsagi viszony all fenn és nem lehet egyértelmiien
kilénbséget tenni a CYP3A4*1B és a vadtipusu CYP3A5*1 hatdsa k6zott a CYP3A
szubsztratok atalakitasahoz valé hozzajarulasukban. A CYP3A4*22 allélt
hordozoknél a 6. intronban el6fordulé SNP (rs35599367, 9.15389C>T) hatésara
csokkent mMRNS expresszio detektalhat6 (6,10) (3. tablazat).

A CYP3A5*3 allélt hordozoknal a 3. intronban talalhaté egypontos nukleotid
polimorfizmus (rs776746, g.6981A>G) splicing-hibat okoz, és az enzim hianyahoz
vezet. Gyakorisdga a kaukazusi populédcidéban rendkivil magas, 90-95%-ban
azonosithato (3. tablazat).

3. téblazat: A CYP3A4 és CYP3A5 gének polimorfizmusainak dsszefoglalasa
(6,84) www.pharmvar.org/gene/ alapjan.

Allélvarian | Meghatarozo Enzimaktivitasra | Eléfordulasi
S SNP (azonositd) gyakorolt hatas gyakorisag
kaukéazusi
populéciéban
(%)
CYP3A4*1B —-392A>G fokozott 2-9
(rs2740574) expresszio
CYP3A4*22 15389C>T csokkent 2,5-8
(rs35599367) Expresszio
CYP3A5*3 6986A>G enzim hiany 90-95
(rs776746)

A CYP gének jelenleg ismert egypontos nukleotid polimorfizmusai a
PharmVar (Pharmacogene Variation Consortium) oldalan megtalalhatéak (85-88).
A CYP enzimek gyogyszer-metabolizmusban jatszott kiemelked6 Szerepe miatt a
genetikai ~ polimorfizmusaik  jelentds  inter-individualis  kiilénbségeket

eredményezhetnek a hatdanyagok farmakokinetikai viselkedésében.
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1.3 Daganatos korképek

A sejtosztodas fokozddasa hajlamositd tényezd a genetikai rendellenességek
kialakulasara, amelyek a daganatok megjelenésének elézményei lehetnek. Hanahan
és Weinberg 0sszeallitotta a kiilonb6z6 daganattipusokban megfigyelt sejtek
univerzalis tulajdonsagait. Egy malignus, daganatos sejt nyolc kulcsfontossagu
jellemzével rendelkezik: Kkorlatlan osztodasi képesség, a sejtndvekedesi
szuppresszorok kijatszasa és sejthalal kikiszobolése, replikacids halhatatlansag,
sajat vérellatas kialakitasa, invazié és metasztazis kialakitasanak képessége,
metabolizmus &tprogramozésa és az immunrendszer altal végzett pusztitds
elkerlilése (89). Ezen f6 és meghatarozo jellemzok listaja tovabb boviilt a daganatos
sejtek fenotipusos plaszticitdsaval, a nem mutacié okozta epigenetikai Ujra
programozassal, a polimorf mikrobiom és szeneszcens sejtek megjelenésével (90).

A daganatos megbetegedések, a sziv- és érrendszeri betegségeket kovetden a
vezetd halalokok kodzé tartoznak. Sung és munkatérsai altal készitett tanulméany
2020-ra vilagszerte 19,3 millié Uj rakos megbetegedést és 10 milli6 daganathoz
kothet6 halalesetet prognosztizalt (91). A tiidédaganat a becslések szerint 2020-ban
az 0ssz daganatos megbetegedések 11,4%-at jelentette, és a rdk okozta haldlozasok
18%-hoz jarult hozz4, ami naponta atlagosan 6027 (j diagnézist és 4932 halalesetet
jelent (92,93). A rendelkezésre allé adatok alapjan Eur6paban a halalesetek 19,6%-
a hozhatd ©sszefliggésbe daganathoz kotheté betegségekkel (94). A rék korai
stddiumban torténd felismerése, illetve az onkologiai kezelések terén elért
elérelépések ellenére a daganatos megbetegedések morbiditasi és mortalitasi
mutatdi tovabbra is magasak. Malvezzi és munkatarsai 2023-ra megkozelitleg 1,2
millié haléalesetet prognosztizaltak az Eurdpai Unidban (95). Elemzésuk szerint a
tiidérak az osszesitett daganatos halalozas 20%-éat teszi ki, annak ellenére, hogy az
Eurépai Unié dohany szabalyozasanak koszonhetéen mindkét nemnél és minden
korosztalyban a dohanyzas csokkend tendenciajat mutattak ki (95).
Magyarorszagon magas tiidédaganatos megbetegedések el6fordulasi és halalozasi
aranyéarol szamoltak be (100 000 lakosra/év vetitve az el6fordulasi gyakorisaga 50,
mig a mortalitasa 42,4 - (96) (92), azonban ezzel ellentétben Bogos és munkatarsai
(97) a korabbi, Ferlay és munkatarsai altal 2018-ban készitett becslésekhez

viszonyitva 13,9%-0s abszolit csokkenést figyeltek meg a férfiak korében
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azonositott tiidédaganat esetében, mig a nbék korében 1,23%-0s emelkedést
tapasztaltak 2011 és 2016 kozott (98). A nék korében novekvo tendenciat figyeltek
meg a dohanyzasi szokasok elterjedtségében, ami kulondsen az urbanizalt
kornyezetben valt hangsulyosabba. Megfigyelésiik alapjan Magyarorszagon ugyan
magas a tiidédaganat incidenciaja és mortalitasa viszont alacsonyabb a korabban
Ferlay és munkatésai altal kozolt adatoknal (97,99).

1.3.1 A tiidédaganat

A tiidédaganatok két f6 tipusa kiilonboztetheté meg: a nem-Kissejtes tiidérak
(,,non-small cell lung cancer” - NSCLC) és a kissejtes tiidorak (,,small cell lung
cancer” - SCLC). Az NSCLC a diagnosztizalt tiid6daganatok 80-85%-at teszi Ki, €s
olyan altipusokat foglal magéba, mint a tiid6 adenokarcindma, laphdmrak és
nagysejtes karcinoma. Legféképp a tiidé adenokarcindma emelkedik ki, mint a
legelterjedtebb altipus, amely a nem-kissejtes tiid6daganatos esetek mintegy 40%-at
teszi ki (100). A vizsgélatainkba bevont betegeknél tiid6 adenokarcindmat
diagnosztizaltak, ezért ezt az altipust részletesebben ismertetem. A tidé
adenokarcinoma dohanyosoknal és nem-dohanyosoknal egyarant el6fordul,
altalaban lassu ndvekedesi mintat mutat, igy lehet6séget ad a korai diagndzisra a
tiidon kiviili metasztatikus progresszid eldtt. A képalkotasi technikdk széleskori
alkalmazasa ellenére altalanossagban a betegeknél elérehaladott daganatos allapot
keril megéllapitasra (101). A tiidérak kialakulasaban szerepet jatszd kockazati
tényezOk kozé szamos kornyezeti tényezd tartozik, beleértve a természetben
eléforduld rakkelt6 anyagokat, az azbeszt foglalkozasbdl eredé expozicidjat, a
policiklusos aromas szénhidrogéneket tartalmazo 1égkori szennyezé anyagokat,
valamint a tiidérakkal kapcsolatos csaladi kortorténetben tiikroz6dd genetikai
hajlamot (102,103).

A tiid6é adenokarcindbma azonositasara és tipusainak elkilonitésére szolgalo
Osszetett diagnosztikai modszertan magaba foglalja a szOvettani elemzéseket, a
radiologiai képalkotast, a tumor osztalyozasi protokollokat és a prediktiv
biomarkerek molekularis sziirését, beleértve, de nem Kkizardlagosan az epidermalis
novekedési faktor receptor (EGFR), az anaplasztikus limfoma kinaz (ALK),

valamint a ROS proto-onkogeén tirozin-kindz (ROS1), v-raf murin szarkoma viralis
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onkogén homolog B1 (BRAF) és a Kristen rat szarkdma onkogén (KRAS) proto-
onkogeének aktivalé mutécidit (97). A mutaciok azonositasaval célzott és személyre
szabott terapia alkalmazasara kerilhet sor, amely novelheti a terapiara pozitiv
valaszt add betegek szamat és a minimalizalhatja a mellékhatasokat.

A TNM Kklasszifikacio a betegseg anatomiai Kiterjedtségér6l szolgaltat
informaciot, amely a kezelés eredményességét is elGsegitheti. Az osztalyozas
meghataroz6 elemei a primer daganat Kiterjedése (T- tumor), kozeli
nyirokcsomokban attét jelenléte (N- nyirokcsomd) és tavoli szervekben képzett
attétek jelenléte (M- metasztazis) (104). A 4. tablazat szemlélteti a TNM besorolast.
A TNM besorolds alapjat képz6 tumor merete, nyirokcsomo érintettsége és

metasztazis jelenlétét a 5. tAblazat szemlélteti.

4. téblazat: A tiidédaganatok stadium besoroldsa TNM Klasszifikacio alapjan
105) alapjan.

Stadium Tumor Nyirokcsomd Metasztazisok
besorolas merete-T érintettség-N szama-M
I/A la,1b 0 0
I/A 2a 0 0
/A 1a,1b 1 0

2a 1 0
2b 0 0
11/B 2b 1 0
3 0 0
HI/A 1-3 2 0
3 1 0
4 0/1 0
11/B 4 2 0
1-4 3 0
v barmely barmely N 1a, 1b
T
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5. tablazat: TNM besorolas alapjat képzé tumor mérettartomanyok, valamint a
nyirokcsomok érintettsége és a kozeli vagy tavoli szervekben jelenlévd attétek
meghatérozasa jelenti (105) alapjan.

Jellemz6
Tla <2cm
Tib 1-3cm
T2a 3-5cm
T2b 5-7cm
T3 >7 cm, kozvetlentiil raterjed a kovetkezo struktarara
T4 barmekorra, infiltralja a kovetkezd struktirat
NO nincs nyirokcsoma érintettség
N1 attét az ipszilateralis peribronchialis és/vagy a hiusi

nyirokcsomokban, és az intrapulmonaris
nyirokcsomokban

N2 attét az ipszilateralis medastinalis és/vagy a szubcarinalis
nyirokcsomokban
N3 attét a kontralateralis mediastinalis, contralateralis hilusi,

ipszilaterlis vagy kontralateralis, vagy a supraclavularis
nyirokcsomokban

MO nincs attétképzés

Mila attét detektalhatd contralateralis tiid6lebenyben,
folyadékgyllem pleuralis vagy pericardialis

M1b tavoli attét detektalhat6

1.3.2 A nem-Kkissejtes tiidorak kezelési lehetéségei

A tiidédaganatok kezelési lehetdségeit, beleértve a sebészi eltavolitast, a
sugarterapiat, a kemoterapiat, a célzott terdpiadt €s az immunterapiat, kiilonb6zo
kritériumok alapjan valasztjak ki, mint példaul a TNM-besorolas, a betegség
korel6zménye és a tarsbetegségek (105).

A daganat sebészeti uton torténd eltdvolitasa jelenti az elsddleges kezelési
maodot, azonban, ha a beteg nem alkalmas a miitétre, neoadjuvans kezelessel esetleg
alkalmassa tehet6 a daganat sebészeti eltavolitdsadra. A daganat megtalalasdnak
idejében a betegeknek csak 20%-a alkalmas a miitétek elvégzésére. A 6. tablazat
foglalja dssze a kiilonboz6 stadiumbesorolasok kezelési lehetdségeit. A részleges

daganat sebészeti eltavolitasa utan gyakran adjuvans terapiaként sugarterapia kertl
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alkalmazésra. A sugarterdpia és a kemoterapia 6tvozésével fokozott es szelektiv
tumorsejtpusztitas érhet6 el (102,105). A tiidé adenokarcinéma eldrehaladott vagy
attétes stddiumaban az elterjedt kezelési médok altalaban platina-alapu vegydletet

tartalmaznak, amelyhez paklitaxel, docetaxel vagy pemetrexed tarsulhat.

6. tablazat: Staddium besorolas alapjan megdllapitott nem-kissejtes tiid6
adenokarcinéma kezelési lehetdségei (105-107) alapjan

Stadium Elsodleges Adjuvans 5 éves
kezelés kezelés talélési
arany
(%)
I sebészeti kemoterapia 60-70
beavatkozas
I sebészeti kemoterapia vagy 40-50
beavatkozas kemoterapia +
sugarterapia
I11/A (operabilis) sebészeti kemoterapia vagy 15-30
beavatkozas kemoterapia +
neoadjuvans sugarterapia
terapia
alkalmazasaval
vagy anélkill
/A (nem kemoterapia - 10-20
reszekabilis) egyideji
11/B sugarterapia vagy
(kontraleteralis kemoterapiat
vagy kovetd sugarterapia
szupraklavikular
is nyirokcsomo
érintettség)
111/B (pleuralis kemoterapia vagy - 10-15 (2
folyadékképzodé | agyi attét és primer éves tulélés)
s) IV T1 tumor
eltavolitasa

4Spira & Ettinger, 2004 (107) engedélyével felhasznélva, Szerz6i jog Massachusetts
Medical Society-t illeti. (,,Reproduced with permission from Spira & Ettinger,
2004, Copyright Massachusetts Medical Society™).

1.3.2.1. Célzott terapia

A dolgozat kozéppontjaban a paklitaxel, egy gyakori elsé vonalbeli citotoxikus
rakellenes szer all, de sziikséges megemliteni a célzott terapiak elérelépéseit is. Az
NSCLC kezelésében jelentds valtozast jelentett a tirozin kinaz-gatlok (,.tyrosine-

kinase inhibitors” - TKI), példaul a gefitinib, erlotinib megjelenése, amelyek az
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epidermalis ndvekedési faktor receptoranak (EGFR) aktivalé mutacioit célozzak. A
celzott terdpids megkozelitések gyokeresen megvaltoztattdk az EGFR-mutaciokat
tartalmazo tiidé adenokarcinoma kezelési lehetdségeit. Az ilyen célzott
beavatkozasra valo jogosultsdighoz molekularisan igazolni kell a daganaton belili
specifikus mutaciok jelenlétét (108,109). Megfigyelték és dokumentéltak a célzott
terdpidban hasznalt gyogyszerekkel szembeni szerzett rezisztencia kialakuldsat
(110,111).

1.3.2.2 Kemoterapia

A tumor-ellenes kezelések célja a daganat sejtjeinek elpusztitisa, a daganat
novekedési Utemének csokkentése érdekében. A citotoxikus onkofarmakonok
daganat novekedését gatldé hatasukat a tumorsejtek gyors osztdédasanak gatlasaval
érik el, ezzel egyidejlileg azonban az egészséges, 0sztodo sejtekre is hatnak.
Tamadaspontjuk alapjan a kemoterapeutikumokat négy f6 csoportba soroljuk:
antimetabolitok, DNS kérositok, topoizomerdz gatlok és mitdtikus orsd gatlok
(112). A dolgozat soron kovetkez6 része a paklitaxel bemutatasaval foglalkozik. A
paklitaxel metabolizmusban meghatarozd szereppel a CYP2C8, mig Kkisebb
mértékben a CYP3A4 enzimek vesznek részt. A tumorszoveti szubklénok
megvaltozott CYP gen kdpiaszamot tartalmazhatnak, ami a CYP expresszid és
CYP enzim aktivitas fokozasaval paklitaxel-rezisztens klonok kialakulasdhoz
vezethet. A paklitaxel-terapiaval szemben rezisztens sejtklonok jelen lehetnek az
elsdleges, kezeletlen tumorszovetben, ami a tumor kitjuldsdhoz és kedvezdtlen

terapias kimenetelhez vezethet.

1.3.2.2.1 Paklitaxel

1963-ban a Taxus brevifolia fa kivonat citotoxikus hatdsanak felfedezése
jelentds eldrelépést jelentett a rak kezelésében. A kivonatban 1évo aktiv vegyiilet, a
paklitaxel szerkezetét csak 1971-ben hataroztdk meg. A paklitaxel kdzvetlen
kivonasat a Taxus brevifolidbdl a vegyilet alacsony koncentracidja korlatozta. E
kihivas lekiizdésére egy négylépcsos eljarast dolgoztak ki a tiszafafajok szélesebb

korében megtalalhatd 10-deacetil-bakkatin 111 vegyilet paklitaxellé torténd
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atalakitasara. Ez az eljaras jelentOsen javitotta a paklitaxel terapias célu eléallitasat
(113).

A taxanok kozé sorolt paklitaxel a mikrotubulusokhoz kotédve azok
stabilizacidjat idézi el6 (depolimerizicidora gatlo hatast fejt ki), ezéltal a
mikrotubulusok dinamikajanak egyensulyat megbontva a sejtosztodas akadalyba
utkozik amely végil sejthalalt valt ki (114,115). A gyors osztdédasu sejtekre
gyakorolt citotoxikus hatasa miatt tobb daganattipus kezelésében is alkalmazzak,
mint az eml6-, ovarium-, prosztata- és tiidédaganatok, tovabba Kaposi szarkoma
(116). A f6 farmakokinetikai paramétereit és a paklitaxel kezeléshez kothetd
mellékhatasok dsszefoglalasat a 7. tablazat tartalmazza.
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7. tablazat: Paklitaxel farmakokinetikai tulajdonsagai és mellékhatasai.

Paraméterek Paklitaxel
DOzis 135-250 mg/m?
Plazma fehérje 95%
kotodés
Infazio 3 oras
Cmax (MM) 3,1-5,9
AUC (uM*hr) 10,9-18,5
Terminalis felezési 13,1-20,2
id6 Taz (hr)
Utemezés 3 hetes
intervallumban
Premedikacio dexametazon
Farmakokinetika nem-linearis
Metabolizmus hepatikus
Inaktivalasban CYP2CS8 és CYP3A4
szerepet jatszé
enzimek
Metabolitok csokkent terapias
aktivitasa aktivitasu
metabolitok
Kivalasztas epe
Mellékhatasok csontveld toxicitas,

hanyinger, hanyas,
mucositis, hajhullas,
allergias reakciok,
neurotoxicitéas

Metabolizmusaban elsédleges szerepe van a CYP2C8 enzimnek, amely a {6
metabolit, 6-a-hidroxipaklitaxel kialakitasaért felelés, mig a CYP3A4 masodlagos
szerepet tolt be a hatéanyag inaktivalasdban (3. abra). A CYP enzimek altal
kialakitott metabolitok (6-a-hidroxipaklitaxel, 3-p’-hidroxipaklitaxel) csokkent

terapias hatéassal rendelkeznek az anyavegyulethez képest (117).
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3. abra: Paklitaxel metabolizmusaban részt vevd CYP enzimek altal kialakitott
metabolitok. Pirossal vannak megjel6lve azok a helyek, ahol CYP enzimek altal
katalizalt folyamat kdvetkeztében valtozas tortént a molekula szerkezetében (50).

1.4 Terapia-rezisztencia

A terdpia-rezisztencia és ennek kovetkeztében kialakult kezelés sikertelen
kimenetele a daganatok okozta halalozasok 90%-ért tehet6 felel6ssé. A daganatos
megbetegedések terapias kezelésének fejlédése ellenére a tiidé adenokarcindmak
30-55%-aban terépia-rezisztencia alakul ki, amely végul halalhoz vezet (118).

A terépia-rezisztencia két fo tipusra oszthatd fel: velesziletett, mas néven
elsédleges és a szerzett, vagy méasodlagos rezisztencia. A velesziiletett rezisztenciat
a terapia megkezdését kovetd elsé honapokban jelentkez6, a kezelésre nem reagald
allapot jellemzi, mig az utobbi, szerzett rezisztenciat a hatékony kezelés kezdeti
id6szaka jellemzi, amely tobb hoénap elteltével hatastalanna valik. A terdpia-
rezisztencia megjelenése szamos komplex mechanizmuson keresztil alakulhat ki,
amelyek kozé sorolhatd a hatdanyag farmakokinetikajanak és metabolizmusanak

megvaltozdsa, a tdmadaspont funkcionalis es expressziobeli valtozdsa, a DNS
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kérosodast javitd mechanizmusok modositott miikodése, valamint a sejthalél
kikerulése (119,120).

A farmakokinetikai valtozasok a terapias hatast kifejté hatéanyag koncentracio
modulalasaval terapia-rezisztencia kialakulasahoz vezethetnek. A
és enzimek valtozdsai megvaltoztathatjdk a hatdanyag farmakokinetikai
viselkedését, ami a gyogyszervegylilet fokozott inaktivalodasat és a sejtbdl az
extracellularis  térbe  torténé  gyogyszer-kidramlas  fokozott  transzportjat
eredményezheti. Ez szuboptimalis gydgyszerkoncentraciohoz vezethet a tumorban
(7,121,122).

1.41 Atranszporterek szerepe a rezisztencia kialakulasaban

A tumorsejtek membranjdban jelenlévé uptake és efflux transzporterek
befolyasoljak a hatdanyag sejten bellli koncentracidjat. Az uptake transzporterek
teszik lehet6vé a xenobiotikumok sejtbe térténd bejuttatasat, amelyek kdzil fontos
szerepet tOltenek be a szerves anion transzporter polipeptidek (,,organic anion
transporting polypeptides” - OATP). Ismertek olyan OATP transzporterek,
amelyek szerepet toltenek be az elimindcidban is (123,124). Az uptake
transzporterekben bekdvetkezett muticidk hatésara a transzporterek miikodése
megvaltozik, ami a hatdanyag koncentrécié valtoz&sban nyilvanulhat meg, igy
terapia-rezisztencidhoz vezethet. Az efflux transzport megvalositoi az ABC-
transzporterek  (,,ATP-binding cassette transporters”), amelyek fokozott
kifejez6dését gyakran megfigyelték szdmos gydgyszer-rezisztencidt mutatd
daganatos sejtben. Ez arra utal, hogy a transzporterek a kemoterapids szerek
intracellularis koncentracidjanak megvaltoztatasaval (sejten bellli koncentracio
csokkentésével) hozzajarulnak a terdpia-rezisztencia kialakuldsdhoz. Az ABCB1
geén altal kodolt P-glikoprotein transzporter overexpresszidjat azonositottak szamos
raktipusban, tébbek kdzott a nem-kissejtes tiidérakban (NSCLC), emlé-, gyomor-,
prosztata- és petefészek daganatokban (125). A transzporterek terapia-

rezisztenciaban betoltott szerepe napjainkban is aktiv kutatasi terilet.
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142 A citokrom P450 enzimek szerepe a terapia-rezisztencia

kialakuladsaban

A kezelés személyre szabott megkdzelitésenek figyelembe kell vennie a
hatéanyagok metabolizmusat a betegben és a tumorban egyarant. A tumor-ellenes
hatéanyagok farmakokinetikdjaban bekOvetkezett véaltozas(ok), illetve a
szervezetben lezajld hatéanyag-metabolizmus és eliminacio sebessege jelentds
szerepet jatszik a kezelés sikeres kimenetelében. A hatéanyag metabolizmusaban
tapasztalt inter-individualis kulonbsegekre részben a genetikai polimorfizmusok,
masrészt az enzimaktivitast befolydsol6 nem-genetikai tényezO6k (enzim-gatlas,
enzim-indukcid) adnak magyarazatot. A CYP enzimek genetikai variabilitasa,
amely megvaltozott enzimaktivitashoz vezet, a terapia-rezisztencia kialakulasat
eredményezheti. A CYP gének polimorfizmusai (inzercio, delécid, nukleotid csere,
gén delécid, gén duplikacié) megvéltoztathatjdk a hatéanyag metabolizmusat
(funkcid vesztett, csokkent vagy fokozott az enzimek metabolikus aktivitasa), igy a
farmakon altal kivaltott terapids hatds megvaltozik (csokkent metabolikus aktivitasu
enzim magas, mig fokozott aktivitadssal rendelkez6 enzimek alacsony plazma
koncentraciét eredményeznek. Fontos ismerni a gyogyszerhatéanyagok
biotranszformacidja soran keletkezett metabolitok terapias aktivitasat, ugyanis a
metabolizmus sordn aktiv és inaktiv metabolitok is képz6dhetnek. Egy funkcio
vesztett enzim nem képes a prodrughbol (példaul ciklofoszfamid, ifosfamid, tegafur,
thiotepa) terapias aktivitassal rendelkez6 vegyulet Kkialakitasat elvégezni,
ugyanakkor a hatéanyag fokozott inaktivacidja szintén terapia-rezisztencidhoz
vezethet (126).

A beteg sajat metabolizal6 képessége mellett a tumorszdvet metabolizald
képessége is hozzajarulhat a terapia-rezisztencia kialakulasahoz. A daganatokat
heterogén sejtpopulaciok alkotjak. A sejtek fokozott osztodasa elésegiti a szerkezeti
és szdmbeli kromoszoma valtozésok kialakulasat. Ezaltal a tumorszovetet alkoto
sejt szubpopulaciok eltéré kariotipussal rendelkezhetnek. (127). A gén kdpiaszdm
valtozashoz harom f6 transzlacios kdvetkezmenyt tarsitanak: 1) a génexpressziora
gyakorolt kdzvetlen hatas, 2) a kromoszoma aneuploidia tagabb biologiai hatasa a
kozvetlen megvaltozott région tul, amely esetleg mas genomidlis régiokban 1évo

gének transzkripcios aktivitdsara is hatast gyakorolhat, és 3) a kromoszoma
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aneuploidia limitalt szdmu génre kifejtett hatsa kdvetkeztében a daganatos sejtek
metabolizmusat atprogramozva szelekcios elonyt kindl (128,129). A kezelés olyan
szelekcios nyomast gyakorol, amely elpusztitja a terapiara érzékeny tumorsejteket,
lehet6vé téve a rezisztens sejtklonok szaporodasat és esetleges dominanciajat (130).

A CYP gének kopiaszdma a tumor sejtekben multiplikéaciot szenvedhet el az
abnormalis osztddas kovetkeztében. A CYP kdpiaszdm multiplikacid hatasara a
CYP enzimek fokozott expresszioja megndvekedett enzimaktivitast idézhet el6,
amely a hatéanyag gyors metabolizmusat eredményezi, igy alacsonyabb hatéanyag
koncentracié lesz jelen a tumorsejtekben a fokozott hatdanyag inaktivalas
kdvetkeztében, amely terdpia-rezisztencia kialakulasahoz vezethet (4. &bra). A
daganatellenes szer metabolizmusaban részt vevé CYP enzimek azonositasa és a
tumorban 1év6 koOpiaszdm meghatarozasa hozzajarulhat a személyre szabott
kezelési protokollok kidolgozésédhoz, amelynek célja a terapia hatékonysaganak
novelése. A sebészi Uton eltdvolitott daganatos szdvet kdpiaszdm vizsgélata

hasznos informacioval szolgalhat a kezelés el6tti CYP gének kopiaszdmarol.

Duplikicié/Multiplikicié
 —

Ref

Korlatlan
osztodasi
képesseg

malignus sejt

Normal enzim
mikédés

Fokozott Csokkent o
enzim enzim
mitksdés miikodés
kemoterapeutikum g J
®

gén kopiaszam valtozas alkalmazasa
kovetkezménye: fokozott
enzim aktivitas és gyors

hatoanyag inaktivacio terdpia-rezisztencia kialakulasa

tumorsejt szubpopulaciokban

4. abra: Terapia-rezisztencia kialakulasa CYP gen kopiaszam véltozas
kovetkezményeként. Heterogén tumorszdvetben a tumorsejtek kodpiaszama
egymastol kilonbozhet, ami a gyors osztodas és genom instabilitds eredmenye.
Amennyiben gén duplikacié/multiplikacié  kovetkeztében fokozott CYP
enzimaktivitassal rendelkeznek a sejtek, az alkalmazott kemoterapiaval szemben
rezisztens szubklonok jelenhetnek meg, amelyek nem pusztulnak el a kezelés
kovetkeztében. Tégla szin jeldli a gén duplikaciot/multiplikaciot, mig a normal
kopiaszamot narancsszin, a deléciot a kék szin jeldli, (131) alapjan.
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2. Célkitiizések

A daganatok  kezelése sordn  alkalmazott  gydgyszerhatdéanyagok
daganatellenes terdpia hatékonyséagat egyrészt a beteg sajat, foként a majban lezajlo
gyogyszer-metabolizal6 képessége, masrészt a tumorban végbemend metabolizmus
hatdrozza meg. A CYP enzimekre nagyfoka polimorfizmus jellemzé, amely
befolyasolja az enzimek aktivitasat, ezaltal a beteg gyogyszer-metabolizald
képességét. A tumor heterogenitasa és a genom instabilitas kovetkeztében kialakulo
CYP kopiaszdm valtozasok (delécid, multiplikécié/duplikécid) a tumorsejtek
hatéanyag-metabolizal6 képessegét befolyasolhatjak. A kopiaszam valtozas
hatdssal lehet a gén altal kddolt fehérje expresszids szintjére és metabolikus
aktivitasara, igy a megvaltozott enzimaktivitds terdpia-rezisztencia kialakulasat
idézheti el6.
Vizsgalatainkba paklitaxel kezelés elott allo, tiidd6 adenokarcindmaval
diagnosztizalt betegeket vontunk be. Munkam soran az alabbi célokat tiiztem ki:
= a paklitaxel metabolizmusat katalizal6 CYP2C8 enzim klinikailag relevans
CYP2C8*3 és CYP2C8*4 allélvaridnsainak kimutatdsara alkalmas esszé
kidolgozasa,

= a CYP2C8 és CYP3A genotipusok meghatarozasa, amely alapjan varhatdan
becsiilhet6 a betegek paklitaxel-metabolizalo képessege,

» atumorszdvetben a CYP2C8 és CYP3A4 kdpiaszdm meghatarozasara alkalmas,
kvantitativ PCR-alap metodika kidolgozasa,

* a tumorszovetben 1évé CYP2C8 és CYP3A4 kopiaszdm véltozasok és a

paklitaxel kezelés kimenetele kdzotti kapcsolat vizsgalata.
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3. Mobdszerek

3.1. Vizsgalatba bevont betegek klinikai adatai

A vizsgalatba 18 tiid6 adenokarcinomaval diagnosztizalt beteget vontunk
be. A betegek diagnosztizalasat, a tumor eltavolité miitéteket, a daganatok stadium
besorolésat és a kezelést az Orszdgos Korényi Pulmonoldgiai Intézet munkatarsai
végezték. A vizsgalatba bevont személyek hozzajarulasi nyilatkozat kitdltésével
jarultak hozza az egészséges szOvet (vérminta vagy egészséges tiidoszovet) és a
tumorszdvet genetikai elemzéséhez. A mintakat a feldolgozas idejéig -80°C-on
taroltuk. A betegek demografiai és klinikai adatai a 8. tablazatban foglaltam 6ssze.
A paklitaxel kezelésre adott vélasz alapjan, valamint a RECIST (”Response
Evaluation Criteria in Solid Tumours ) besorolasi kritérium alapjan reagalo (teljes
vagy részleges remisszid) és nem-reagdlé (betegség progresszidja/halal)
betegcsoportokat alakitottunk ki (132).

3.2. DNS izolalds human eredetit mintakbol

A vérmintakbdl a genomialis DNS kivonasahoz Quick-DNA™ Universal
kit-et (Zymo Research, Irvine, CA) hasznaltunk a gyarté altal megadott ,,Biological
Fluids and Cells Protocol” 1épései alapjan. Az OK18 beteg egészséges tiido szdvet
mintajat el6észor PBS-sel (136,7 mM NaCl, 2,68 mM KCI, 8,1 mM NaHPOQOg, 1,47
mM KH2PO4; pH = 6,5 — 7) mostuk at, majd Petri csészében szikével kisebb
darabokra vagtuk. Az egészséges tiido szovet és a daganatszOvet mintakbdl a
genomidlis DNS-t a gyarto altal megadott ,,Solid Tissues Protocol” 1épéseit kovetve
nyertik Kki. Proteinaz K enzim segitette el6 a preparalas soran esetlegesen jelenlévé
fehérje szennyezddések eltavolitasat. Az izolalt DNS tisztasaga és koncentrécioja
NanoDrop™ 1000 spektrofotométer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA)
segitségével lett meghatarozva. A DNS mintakat a tovabbi felhasznalasig -20°C-on

taroltuk.
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8. tdblazat: A vizsgalatba bevont betegek demogréafiai és klinikai adatai.

Teljes/ Progredialo
részleges betegség/
remisszio halal

Betegek szama 8 10P
Nem (férfi/né) 2/6 4/6
Kor (év)? 64 (49; 74) 63.5 (22; 72)
Dohanyzas aktiv 6 4
tébb mint 1 éve 0 2
nem dohényzik
soha 2 3
NA°® - 1
Elsodleges 1 (la—1b) - 2
tumord
2 (2a—2b) 7 7
3(3a—3b) 1 -
Nyirokcsomo 0
érintettségd
1 3 5
2 2 -
X 1 3
1 1
Attétd 0 2 2
X 6 7
Kezelés paklitaxel+karbop 8 9
latin
gefitinib, - 1°
ciszplatin,
afatinib
adjuvans 1 4

sugarterapia

qmedian (minimum és maximum értékek)
begy beteg TNM klasszifikéacio nélkil

®nincs adat

4TNM klasszifikacio alapjan (104)

*OK18 beteg mintaja
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3.3. CYP2C8 és CYP3A genotipus meghatarozas

A Vér és egeszséges tiidoszovet mintakbol DNS-t izol&ltunk, majd ezt
kovetden meghataroztuk a CYP2C8*3 (rs10509681, rs11572080), CYP2C8*4
(rs1058930), CYP3A4*22 (rs35599367), CYP3A4*1B (rs2740574) és CYP3A5*3
(rs776746) allélokra jellemz6 mutaciés pontokat. A CYP2C8 SNP-meghatarozas
modszerének kidolgozasaban vettem részt, mig a CYP3A4 és CYP3A5 SNP-k
meghatarozasanak metodikdja a kutatdcsoportban korabban kerilt kidolgozasra
(133). A genotipust meghatarozo reakcidohoz Thermo Fischer 2x Luminaris Color
Probe gPCR Master Mix nevii terméket haszndltuk a gyartd -el6irasainak
megfeleléen. A reakcié soran alkalmazott primer és préba oligonukleotidok
szekvencidit és a reakciok optimalis hibridizacios homérsékletét a 9. tablazatban
foglaltam 6ssze. Az altalunk tervezett préba szekvenciak szintetizalasat a Eurofins
Genomics (Ebersberg, Németorszag) végezte. A génben el6forduld pontmutacidk

azonositasa lehetévé teszi a CYP genotipus meghatarozasat.

3.4. A CYP gén kopiaszam kimutatasa

Gének kopiaszam meghatarozasa abszolut, illetve relativ modon is elvégezhet6. Az
abszolUt meghatarozasi modszer soran sziikséges a standard higitasi sor elkészitése a
vizsgalni kivant génszakaszbdl, amelyhez viszonyitani lehet az ismeretlen mintaban
1év6 gén kopiaszamat. A relativ kdpiaszdm meghatarozasa soran az ismertelen minta
kopiaszamat viszonyitjuk a két kopiaban el6forduld referenciagén(ek) kopiaszdméahoz.
A tumorra jellemz6 genom instabilitds miatt, amely akéar a referenciagéneket is
érintheti, elengedhetetlen tobb referenciagén egylittes alkalmazasa a tumorban 1évé
kopiaszdm meghatarozdsa soran. A soron kovetkezé leirdsok relativ. CYP-
kopiaszamok meghatarozasara vonatkoznak, amelyekhez TagMan maodszert
alkalmaztuk.

A polimeréz lancreakcio (PCR) soran a forward és reverz primerek altal hatarolt
génszakasz Kkerlil felsokszorositasra az alébbi lépéseken keresztil: 1) DNS
denaturacio, 2) anellacio, 3) polimerizacié és 4) fluoreszcens jel detektdlasa. A
fluoreszcencia valtozasanak idébeli nyomon kovetése kvantitativ informaciot ad az
amplikon termel6désérdl. Ehhez TagMan-préobat alkalmaztunk, amely méretében 20-

30 bp kozotti hosszusagu és a vizsgalt DNS szakasz primerek altal behatarolt szakasz
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specifikus helyére kotodik, igy a mérés specifitisa és érzékenysége novelhetd. A
préba szekvencia 5° végén a riporter molekula, mig a 3° végen ’quencher’, vagy kioltd
molekula taldlhatdo. A riporter molekula fény hatasdra gerjeszthetd, amelynek
energidjat a reakcio kezdetén a quencher molekula elnyeli, mivel a két molekula
egymashoz kozel taldlhatdé a probaszekvencia két végén. Ezt a jelenséget nevezzik
"fluoresence resonance energy transfer’-nek (FRET), amely soran nem tapasztalhat6
fénykibocsatas a PCR reakcio elejen, mivel a proba szekvencia ép. A Tag polimeraz a
reakcio elérehaladtaval emészti a probat 5° — 3" iranyU exonukledz aktivitasa miatt,
aminek kovetkeztében az energia atadas mar nem valdsul meg a két molekula kozott.
A riporter molekula altal kibocsatott fény detektalhatova valik a fizikai tavolsag miatt.
Ennek a detektalt és rogzitett jelnek az intenzitdsa egyenesen aranyos a keletkezett

PCR termék mennyiségével.
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9.tablazat: A CYP2C8, CYP3A4 és CYP3AS5 genotipus meghatarozasa soran alkalmazott oligonukleotidok szekvenciai 5° — 3” iranyba

Allélvarians

Oligonukleotid

Szekvencia

CYP2C8*3 9.2130G>A

Forward

CGTTTCTCCCTCACAACCTTGC

Reverz

ACT GTT AAG GTC AAT GAC GCA GA

Vad CCTCAATGCTCCTCTTCCCCATCCC
Muténs TCCTCAATGCTCTITCTTCCCCATCC
CYP2C8*3 9.30411A>G Forward CGC TAC GTG ATG TCC ACT AC
Reverz GCT GAG AAAGGC ATGAAGTAGT
Vad CGT GCT ACATGA TGA CAA AGAATT TCC TA
Muténs CGT GCT ACATGA TGA CAG AGAATT TCC TA
CYP2C8*4 ¢.11041C>G Forward TCC CAG GAACTCACAACAAAGT
Reverz CGA TGA ATC ACA AAATGG ACA AGA
Vad CGG GAC TTT ATC GAT TGC TTC CTG ATC
Muténs CGG GACTTT ATGGAT TGC TTC CTG ATC
CYP3A4*1B Forward TCT GTAGGT GTG GCT TGT TG
Reverz AAG GGT TCT GGG TTC TTATCA
Vad TCGCCTCTCTCCTGCCCT TG
Mutans TCG CCTCTC TCT TGC CCT TGT
CYP3A4*22 Forward CAG AGG TAG GTC TAATTC AGT TCA
Reverz AGATCACCTTCT ATCACACTCC
Vad ATC ACACCC AGC GTAGGGC
Muténs ATC ACA CCC AGT GTA GGG CC
CYP3A5*3 Forward GAG AGT GGC ATA GGA GAT ACC
Reverz TGT ACG ACACAC AGCAACC
Vad TTGTCTTTCAATATCTCTTCCCTGT

Mutans

TTTGTCTTTCAGT ATCTCTTCCCTGT
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Nagy-ateresztoképességii kvantitativ PCR-alapl (QPCR) maodszert dolgoztunk Ki
gén kopiaszam meghatarozasra. A méres sordn az egészséges Vér vagy tidészovet,
valamint daganatszovet mintakbdl kinyert DNS-t hasznaltuk fel. Duplex PCR
reakcioban cél- és referenciagénekre altalunk tervezett primer part és FAM (gerjeszto
hullamhossz = 495 nm, emisszioés hullamhossz = 520 nm) fluorofér jelolésti probat
adtuk hozza (10. tablazat, 5.4bra) a kereskedelmi forgalomban elérhet6 RPPH1
esszéhez, amely VIC (gerjeszt6é hullamhossz = 526 nm, emisszios hulldmhossz = 543
nm) fluoroforral volt jelélve. A duplex merés feltétele, hogy a két meghatarozni kivant
gén (,target-" és referenciagén) proba oligonukleotid szekvencidja eltérd fluoreszcens

festékkel legyen jeldlve.

’
| SAMPLE |
- - | e | !
,)‘ t‘. "0 | -
— | —
DNS minta egészséges | |
és/vagy e | sampLE
tumorszBvetbsl 9 Jc 1P Fluidigm Juno Fluidigm Bi 'k HD
izolalva et luidigm Biomar
PCR reakeiod
P alkalmazott késziilékek
“g" gén—FAM _—

fluorofér 7 7
/ AAC; metodika alapjan
| “B" gén, belsé — relativ kopiaszam
/J referenciagén —VIC meghatéarozasa
= - fluorofor

Relativ fluoreszcencia
cgység

Ciklusszam

Reakceid sordn detektilt fluoreszeencia intenzitas
valtozasa A és B gén esetében

5. abra: Duplex PCR egyszerisitett bemutatasa. A kinyert DNS mintahoz ,,A” gént
kék szinit FAM fluoroforral és ,,B” gént z6ld szinii VIC fluoroforral jel6lt proba
oligonukleotidok hozzaadasaval lehet megkilonbdztetni. A qPCR reakcid soran
kapott eredményeket a AACt metodikaval lehet kiértékelni, igy meghatarozhaté egy
gén kopiaszama egy belsé referenciagénhez viszonyitva.

A primerek és probak szekvenciait a National Center for Biotechnology
Information, NCBI adatbazis referencia szekvenciadi alapjan terveztik, kivéve az
RPPH1-t, amely kereskedelmi forgalomban elérheté (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA, katalogus szam: 4403326) (10. tablazat). A AAC: szamitasi

modszert alkalmaztuk a kdpiaszamok meghatarozasaban, amely széleskoriien elterjedt
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a qPCR relativ kvantifikéacié értékelésében (134). A tumormintak esetében fennall a
lehetésége a referenciagének kopiaszam valtozasanak, amely sziikségessé teszi a
mintak kozotti normalizalast. Igy a tumorszoévetben detektalt kopiaszamokat
viszonyitottuk az egészséges kontroll mintdban (vér, tiidészévet) azonositott
kopiaszamokhoz. A relativ kopiaszam meghatarozas elsé 1épéseként a tumor mintaban
mért célgén attdrési pontjat (Cy) viszonyitjuk a referenciagén attérési pontjahoz (Cy):
AC= Ct target” gén — Ct referenciagen. Hasonloképpen az egészséges szdvetminta (kontroll
minta) CYP gén attorési pontjabdl kivontuk a referenciagén C; értékét és megkaptuk a
AC: értéket a kontroll minta esetében. Végezetil kiszamoltuk a AAC; értéket [AAC: =
ACt (tumor minta) — ACt (kontroll minta)], amelynek segitségével informacié nyerhetd
a ,target” gén (CYP gén) relativ kdpiaszdmarol a tumor mintdban. A gPCR méréseket
integralt mikrofluidikai chip technoldgian alapulé nagy-atereszt6képességii rendszeren
(Flex Six™ Biomark HD™, Fluidigm, San Francisco, CA, USA) végeztik. Kezdeti
Iépésben a gyartd utasitdsai szerint a célgének szekvencidit felsokszorositottuk,
amelyhez az alabbi hémérsékleti protokollt alkalmaztuk: kezdeti denaturacié 95°C-on
2 percig, amelyet 14 ciklusos denaturacié 95°C-on 15 masodpercig, majd 60°C-on

annelacio kovetett 4 percig (6. &bra).
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PCR Master Mix és a
. o @
S5 + célszekvenciak specifikus
DNS minta egészséges primer és proba
és/vagy oligonukleotidok
tumorszdvetbsl hozzaadasa
izolalva l
Denaturacid / 14 ciklus ‘ Hites
95°C Lo95°C !
E i
=5 2 perc ©0.25
3  pere 60°C
0 i
T ! ‘ 4 perc

Ids

6. abra: A célgének felsokszorositasanak és az alkalmazott homérsékleti protokoll
sematikus bemutatasa.
Az igy felsokszorositott terméket (amplikon) 1:5 ardnyban pufferrel (Suspension

Buffer, Fluidigm) higitottuk, amely templatként szolgalt a qPCR mérésekhez. A
duplex reakciokhoz esszé (,,assay”) keverékeket alakitottunk ki 2x Luminaris Probe
gPCR Master Mix ROX (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), FAM
jelolésti CYP2C8, CYP3A4, ALB, B2M, BCKDHA, CD36, F5, MPO, TBP és VIC
jelolési RPPH1 proba szekvencidk, valamint a megfelelé primer szekvenciak
felhasznalasaval (10. tablazat). A Flex Six™ assay és minta bemeneteibe (,,inlet”)
betoltottik az elkészitett esszé-ket és minta templatokat, amelyek reakciohelyre valo6
eljutattdsat integralt fluidikai aramkor vezérlé segitségével (Juno, Fluidigm)
val6sitottuk meg. A mikrofluidikai chip-en ezt kdvet6en sor keriilt a PCR reakciora a
kovetkez6 protokollnak megfeleléen: UNG és Hot Start (Uracil-N glikozildz) 50°C-on
2 percig, 95°C-on 10 percig, majd 40 ciklus denaturacié 95°C-on 15 masodpercig és
annelacio 60°C-on 1 percig. Az UNG az egy szalu és kettds szali DNS torésekbe
beépllt uracilt tavolitja el, igy a kontaminadlas esélye csokkenthetd a minta

clokészitése folyaman és  elkeriilhet6 a PCR  reakciok sordn  (135).
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10. tablazat: Tobb referenciagén bevonasaval torténd kopiaszam meghatarozas soran alkalmazott szekvenciak.

Gén Gén név Kromoszéma Forward primer Reverz primer Prdéba szekvencia
lokalizéacio szekvencia szekvencia
RPPH1 Ribonukledz P 14911.2 TagMan® Copy Number Reference Assay
RNS komponens
H1
ALB Albumin 4913.3 TCT TCT GTC ATC TCG ACG AAA GGC ACA ATG AAG TGG
AAC CCC ACA CAC ACC GTA ACC
B2M beta-2- 15g21.1 GAATGA GTC CAG GGA AACTAC CAG TAT CTC AGC AGG
mikroglobulin CCATCCCATCT TGG TTC AGA TGC CA
BCKDHA Elagazo lancu a- 19q1.2 CCC TCT GAA TCA GAC AAG CTC TAT CTG GGT GCC ATC
ketosav TAATGT TCC TTT GCC TCCTC
dehidrogenéaz CG
CD36 CD 36 molekula 70921.11 ACA AGG TAC AAC TGA ATT AAC AGT CAGTTG TCC TCG
TCC TCACTA CTCTAAGGGC TCG AAATC
CAC
F5 V.koagulacios 1924.2 TGA TCG AGG TCC CAT GAC AGA AAG GTA AGA ACA CCC
faktor ATT TCA ACT ACT CCT CCACC
CG
MPO Mieloperoxidaz 17p22.1 ACA CTA GGG CAA GCCTGG GTC CAT CTG GAG GAT TCC
TCAGTCCTTG ATT ATG AC TGG AAC A
TBP TATA box kotd 6027 CCT GCT CTG ATAGCTTTGCTT AGT GGC ACT AAC GGT
fehérje TTT TCA GAT CCCTTTCC AAT TGT GT
GG
CYP2C8 Citokrom P450 10g23.33 CGTTTCTCC ACT GTT AAG GTC CCT CAATGC TCCTCT
2C8 CTC ACA ACC AAT GAC GCA GA TCC CCATCCCA
TTGC
CYP3A4 Citokrom P450 7922.1 CAG AGG TAG AGATCACCT TCT ATC ACA CCC AGCGTA
3A4 GTCTAATTC ATCACACTCC GGG C
AGT TCA
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Egészséges szdvetekben (ver és egészséges tiidészovet) a génkodpiaszamok értékét
1-nek tekintettiik. A daganatos mintdkban meghatarozott ,target” gének (CYP2C8 és
CYP3A4, N=2), valamint referenciagének (RPPH1, ALB, B2M, BCKDHA, CD36, F5,
MPO, TBP, N=8) kopiaszamait az egészséges mintdkban meghatarozott génekhez
viszonyitottuk, amelyek értékelése soran a AACt; modszert alkalmaztuk. Barmely két
gén (A és B) relativ kopiaszamat akkor tekintettik azonosnak az egészséges szévetben
(vér és egészséges tiidészovet) 1évovel, ha a tumor mintdban a két gén (A és B)
aranyanak ertéke 90%-os konfidencia intervallum mellett 0,80 — 1,25 tartoméanyba
esett. Meghatéroztuk a génpéarok relativ kdpiaszamait, majd ezt kovetéen pontozasi
rendszert alakitottunk ki, amelyben 0 ponttal lattuk el azon génpérokat, amelyek 0,80
— 1,25 kozotti tartomanyba estek, -1-et rendeltiink azon génparok mellé, amelyek
értéke <0,80 és +1 pontszdmot adtunk azon génparoknak, amelyek értékei
meghaladtdk az 1,25-6t. A pontszamok 0sszegzését kovetéen értékeltiik a gének
kopiaszam valtozésat a kovetkez6 mddon: ha a pontszamok 0sszege -5 értéknél kisebb
volt, akkor delécié, mig +5 érték meghaladasa esetén duplikacio/multiplikacid
kovetkezett be. A tumormintak abszolut gén kopiaszamainak meghatarozasa soran 1)
azon gének, amelyek 2 kopiaban fordultak el6, referenciagénként alkalmaztunk, 2)
valamint a relativ képiaszdm értéket 2-vel szoroztuk meg. A CYP-koépiaszam
valtozésok és a terapia kimenetele kozotti Osszefliggést Fisher teszttel elemeztik,

amelyben a p-érték <0,05 statisztikailag szignifikans kilonbségnek tekintettik.

3.5. Teljes genom szekvenalas

A nagy-ateresztoképességli qPCR modszerrel megallapitott kdpiaszamok
megerdsitéséhez az OKI18 tiid0 adenokarcindmaval diagnosztizalt beteg primer
tidétumor és periféridas vérmintajabol nyert teljes genom szekvendlas eredményet
hasznaltuk (EGAS00001003416), (136). A genom ploidia szintek meghatarozasara
alkalmas ,.allele-specific copy number analysis of tumors” - ASCAT (137) modszer a
teljes genomot érinté SNP-k nagy halmazara vonatkozo allelfrekvencia és lefedettségi
informéacidkat hasznalja fel. Az SNP-ket az 1000 Genom Projekt (1000 Genomes
Project) altal kialakitott  koz6s variansok  listajabdl  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

40



DOI:10.14753/SE.2024.3050

tdvolsagban. A GRCh38 referencia szekvencidban vagy az ENCODE (138) Altal
készitett fekete listaban szereplé centromerekben annotalt genomi pozicidkat
kihagytuk, a lefedettségek korrigalasa GC-tartalommal és a replikacios idozitési
értékekkel valositottuk meg, amelyekhez felhasznaltuk az ASCAT-hoz kapcsolédd
segéd szkripteket. ASCAT segitségével a plioditas szinteket megéallapitottuk, amely
figyelembe vette a lefedettségi szinteket és allélgyakorisdgi eloszlasokat. A
szekvenalasi adatok Kkiértékelését Poti Adam (HUN-REN Természettudomanyi
Kutatokdzpont, Molekularis Elettudomanyi Intézet, Genomistabilitas Kutatocsoport)

végezte.
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4. Eredmények
4.1. CYP2C8*3 és CYP2C8*4 allélok meghatarozasa

Vizsgalatok elsé 1épése a CYP enzimek mutacidinak és alléljainak azonositésa
volt. A CYP2C8 génben detektalt és kaukazusi populacioban gyakori mutaciok
(CYP2C8*3 és CYP2C8*4 allélok) kimutatasara alkalmas mérési mddszert
dolgoztunk Ki.

A CYP2C8*3 allélra jellemz6 két pozicidban bekdvetkezé nukleotid csere
(rs10509681, ¢.2130 G>A; rs11572080, g.30411 A>G) és a CYP2C8*4 -re
jellemz6 citozin guanin szubsztitucidt tartalmazo (rs1058930, ¢.11041 C>QG)
pontmutaciokhoz tartoz6 genom szekvencia adatok az NCBI adatbéazisabol
szarmaztak (139). A primerek és probak tervezése soran figyelembe vettlik a primer
(18-22 bazispar (bp)) és préba szekvenciak (9-40 bp) hosszéra, optimalis
olvadaspontjara (,,melting temperature” - Tm; primerek optimalis olvadaspontja 50-
60°C, mig a proba szekvencidk optimalis olvadaspontja 10°C-al meghaladta a
primerek Tm-jét), guanin (G) és citozin (C) tartalméara (40-60% kozotti) és az
amplikon (PCR termék) hosszara (75-150bp) vonatkozo ajanlasokat (140-142). A
primer és préba szekvencidk in silico megtervezéséhez az NCBI Primer-Blast
eszk0zét hasznaltuk (143). A primer szekvencidk fizikai-kémiai tulajdonsagéanak
ellenérzése soran az IDT OligoAnalyser™ -t hasznaltuk (144), majd a specifikus
bekotddés ellenérzését az NCBI BLAST alkalmazasaval végeztik (145). A 9.
tablazatban talalhatéak a tervezett és alkalmazott szekvencidk, amelyek a
CYP2C8*3 (rs11572080 ¢.2130G>A; rs10509681 ¢.30411A>G) és CYP2C8*4
(rs1058930, g.11041C>G) allélokra jellemzé SNP-k meghatarozasara szolgalnak.
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11. tablazat: A CYP2C8 SNP-k kimutatasara tervezett primer és proba szekvencidk
tulajdonsagainak dsszefoglalasa.

SNP Tervezett Szekvencia | Guanin- | Olvadéasi | Fluoreszcens
oligonukleotid | hossza (bp) | citozin homérsé | jelolés
szekvencia arany klet (°C)

(%)
CYP2C8*3 | forward primer 22 54,5 65,3 -
9.2130G>A | reverz primer 23 43,5 64,2
vad proba 25 60 69,3 FAM
mutans proba 25 52 67,5 HEX
CYP2C8*3 | forward primer 20 55 61,8 -
9.30411A> | reverz primer 22 45,5 62,4
G vad préba 29 37,9 65,4 FAM
mutans proba 29 41,4 66,1 HEX
CYP2C8*4 | forward primer 22 45,5 64 -
0.11041C> | reverz primer 24 37,5 62
G vad préba 27 481 66,5 FAM
muténs proba 27 48,1 66,6 HEX
A CYP2C8 SNP-k (CYP2C8*3: rs11572080 ¢.2130G>A; rs10509681

g.30411A>G; CYP2C8*4: rs1058930 g.11041C>G) azonositasara tervezett primer
és prdba szekvenciék tulajdonsagainak dsszefoglaldsat a 11. tablazat tartalmazza. A
prébak megkilonboztetése eltéré fluoroférokkal tortént, a vad probékat FAM
(gerjeszt6 hullamhossz = 495 nm, emisszios hullamhossz = 520 nm), mig a mutans
probakat HEX fluoroférral (gerjeszté hulldmhossz = 533 nm,
559 nm) jeldltik. A CYP2C8*3 allélra jellemz6 SNP-k
megkulonboztetésére a dolgozat tovabbi részében CYP2C8*3 ¢.2130G>A és
CYP2C8*3 (.30411A>G kerilnek hasznalatra. A CYP2C8*3 ¢.2130G>A SNP

azonositasara kidolgozott mddszeren keresztlil mutatom be az optimalizalas

emisszios

hulldamhossz =

Iépéseit, ugyanezen lépések alkalmazésaval allitottuk be a CYP2C8*3 9.30411A>G
és CYP2C8*4 g. 11041C>G SNP-k azonositasara alkalmas PCR maodszert. A

bedllitas soran egészséges dnkéntesek DNS mintai keriltek felhasznalasra.
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7. &bra: Primer optimalizacid els6é 1épése a beallitishoz alkalmazott héfok
meghatarozasa. A) A primer szekvencidk optimalis hémérsékletének vizsgalata,
amelynek meghatarozasat kovetden a megfeleld koncentraciot lehet kivalasztani. B)
Olvadéaspont vizsgalattal ellenérzésre keriilt a primerek &ltal felsokszorositott PCR
termék specifikussaga.

Els6 lépésként meghataroztuk azt a hofokot, amelyen az optimalizalast
elvégezhetjuk a forward eés reverz primerekkel (7. &bra). Ehhez hOmérséklet-
gradienst alkalmaztunk 55°C — 62°C koz6tt. Az olvadaspont analizis segitsegevel
megallapithatd a PCR reakcié soran keletkezett termék(ek) szama, valamint az
amplikon olvadaspontja. A keletkezett termék olvadaspont meghatérozasédhoz a
homérséklet €s a fluoreszcens jel intenzitds aranydnak negativ derivaltja és a
homérséklet fiiggvényében vald éabrazolasa sziikséges. Az amplifikécidhoz
kivalasztott hémérséklet a futasi gorbék alakja és az attorési pontok alapjan kerdlt
meghatarozasra (59°C). Ezt kovetden az optimalis primer és proba koncentraciokat
hataroztuk meg (8. abra). A futasi gorbe alakja, a fluoreszcencia intenzitasa és az

attorési pontok alapjan a forward (F) és reverz (R) primer koncentracié parokbdl a
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300-300 nM koncentracidt valasztottuk ki (sotét kék szin, 5. koncentracio par piros

kerettel jel6lve).

Amplifikdcid

Relativ fluoreszeencia egység
(RFE)

] 10 20 30 a0
Ciklusszam

L. FR:2000M2000M 4. I F/R: 2000M/3000M 7. F/R: 200n0M/400nM

2. FR: 3000M/200nM |5. B F/R: 300nM/3000M | g. [l F/R: 3000M/400nM

3. FR: 4000M200sM 6. F/R: 400n0M/300aM 9, B F/R: 4000M/4000M

8. abra: Primer koncentraciok meghatarozasahoz hasznalt koncentrécio parok. A
kiilonbo6z6 szinek jelolik a koncentracio parokat, mig F a forward és R a reverz
primereket jeldlik. Fekete nyil és pontok jeldlik azt a gorbét, amit piros kerettel
jelzett koncentracid part alkalmazva kaptunk.

Ezt kovetéen gélelektroforézissel (9. abra) ellenériztik a specifikus termékek
keletkezését és meretét (CYP2C8*3 9.2130G>A 146 bazis par; CYP2C8*3 ¢.30411
A>G: 216 bézis par; CYP2C8*4: 200 bazis par). A PCR reakciok soran specifikus
termék keletkezett, amelyek a megfelel6 mérettartomanyba estek (9. abra), vagyis a

primerek specifikusan kotodtek a ceél szekvenciahoz.

2C8*3 g.2130G>A 2C8%*3 g.30411 A>G 2C8%4 g.11041C>G
G/G G/A A/A A/A A/G G/G c/c c/G Létra

9. &bra: PCR reakci0o soran keletkezett amplikon méreteinek ellenérzése
gélelektroforézissel. (A CYP2C8*3 ¢.30411A>G esetében 100 bp alatti termék
feltételezhet6en primer-dimer jelenlétére utalhatnak.)

Kovetkez6 1épésben beallitottuk az SNP-re tervezett proba szekvenciak
optimalis koncentracidéjat. A vad (V) proba jelolésére (referencia szekvenciaval

megegyez0) FAM, mig a mutans (M) (referencia szekvenciatdl egy nukleotidban
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eltéré) esetében HEX fluorofért hasznaltunk. A 8. &bra szemlélteti a CYP2C8*3
g.2130 G>A SNP proba koncentracio parokat. A vad proba 100 nM és a muténs
préba 50 nM koncentraciéban val6 alkalmazasa szigmoidalis futasi gorbét
eredményezett (10. abra 2. koncentracio par- zold szinel jelélve), tovabba

elkiilonithet6k a homozigota és heterozigdta mintdk (11. abra).

Amplifikécid

2000 +

1500 +

1000

500

Relativ fluoreszcencia egység
(RFE)

———t P : —
0 10 20 30 40 50
Ciklusszam

1. v sonm/sonM 4 I VM 500M/1000M 7.0 v/M: 500M/2000M B DNS mentes kontroll

2. I v 1000M/50nM | 5. V/M: 1000M/1000M 8. V/M: 1000M/200nM

3. v 200oM50nM 6. B VM 2000M/100aM o, I V/M: 200nM/200nM

10. abra: Proba koncentracio optimalizalasa. meghatarozashoz alkalmazott vad (V)
és mutans (M) koncentracio parok. Fekete nyilak jeldlik vad és mutans probakat,
amit a piros kerettel jelzett 2. koncentraci6 par alkalmazasa soran kaptunk.

A vad és mutans probakhoz kapcsolt fluoreszcencia jel intenzitasa alapjan
elkiilénithetd6 az adott mintaban 1év6 SNP homozigéta vad, heterozigota és
homozigéta mutans formaja (11. A, B és C abra). Eredményeinket Sanger-
szekvenalassal is megerdsitettlk. A 12. dbra mutatja be a CYP2C8*3 ¢.2130 G>A
SNP homozigo6ta vadtipust (G/G), heterozigo6ta (G/A) és homozig6ta mutans (A/A)

mintak szekvenogramjat.
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11. abra: CYP2C8 g.2130G>A, ¢.30411A>G és g.11041C>G SNP-k kimutatdsa homozigo6ta vad, heterozigbta és
homozigdta mutans mintakban. A) CYP2C8 ¢.2130G>A diszkriminacioja B) CYP2C8 ¢.30411A>G C) CYP2C8
0.11041C>G SNP-k diszkriminacidja
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12. abra: CYP2C8*3 ¢.2130G>A SNP-t azonositd amplikon precizitasanak
ellenérzése Sanger szekvenalassal. A felsé panel mutatja be a homozigéta
vadtipusu (G/G), a kozépsé panel a heterozigota (G/A) és az alsé panel a

homozig6ta muténs (A/A) genotipusokat. A nyil jelzi a mutécids pontot.

4.2. CYP2C8, CYP3A4 és CYP3AGS genotipusok megallapitasa a betegeknél

A paklitaxel-metabolizal6 képesség becsléseéhez a CYP2C8, CYP3A4 és
CYP3AS5 leggyakoribb alléljait vizsgaltuk (CYP2C8*3: g.2130G>A, rs11572080 és
g.30411A>G, rs10509681; CYP2C8*4 @.11041C>G, rs1058930; CYP3A4*1B
9.-392A>G, rs2740574; CYP3A4*22 @.15389C>T, rs35599367; CYP3A5*3
g.6986A>G, rs776746) azon betegek vérmintajaban, akik paklitaxelt tartalmazé
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terdpidban részesiltek (N=17). Vad tipusta allélt (CYP2C8*1, CYP3A4*1,
CYP3A5*1) azonositottunk minden olyan esetben, ha mutacié nem volt
kimutathatd. Az adatok elérhet6ek az EVA adatbazisban (PRJEB64027, European
Variant Archive). A 12. tablazat tartalmazza a tiid6 adenokarcinémaval
diagnosztizalt betegek allél és genotipus gyakorisagait és 6sszehasonlitdsukat a
kaukézusi populacioban detektalt gyakorisdgokkal.
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12. tabldzat: CYP allél és genotipus el6fordulasanak gyakorisaga tiid6
adenokarcinoméaval diagnosztizalt betegeknél és 0sszevetése a kaukazusi
populécidban azonositott gyakorisagokkal.

CYP Mintaszam Gyakorisag (%)
allél/genotipus (N) Tiidé Kaukazusi populacié?
adenokarcinéma
betegek
CYP allél
CYP2C8
*1 31,00 91,20 79-90,5
*3 3,00 8,80 6,5-14
*4 0,00 0,00 3-7
CYP3A4
*1 32,00 94,10 83-95,5
*1B 2,00 5,90 2-9
*22 0,00 0,00 25-8
CYP3A5
*1 3,00 8,80 3-12
*3 31,00 91,20 88-97
CYP
genotipus
CYP2C8
*1/*1 14 82,3 81,8-85
*1/*3 3 17,7 11,9-18,1
CYP3A4
*1/*1 15 88,2 90-90,9
*1/*1B 2 11,8 7,7-9
CYP3A5
*1/*1 0 0 3,4
*1/*3 3 11,8 11,6 - 19,71
*3/*3 14 88,2 76,7-87,4

& Kaukazusi populéciéban azonositott CYP allél és genotipus gyakorisagok (6,139—
141 alapjan).

A CYP2C8*1/*1 genotipust a legtébb beteg hordozta (N=14), ami arra utal,
hogy ezek a betegek mikodoképes CYP2C8 enzimmel rendelkeztek. Ezzel
szemben a CYP2C8*1/*3 heterozigdta betegeknél feltételeztiik az enzimaktivitas
csokkenését azon irodalmi adatok alapjan, amelyek a paklitaxel metabolizmus
csokkenését mutattak be. A CYP3A4*1/*1 genotipust a legtobb beteg esetében
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(N=15) azonosithaté volt. A CYP3A4*1B és CYP3A4*22 allél jelenlétében
miikodéképes enzim termel6dik, valtozas az expresszid mértékében van. Két beteg
esetében a CYP3A4*1/*1B heterozigota genotipust azonositottunk. A CYP3A4*1B
alléljat fokozott mMRNS expresszioval hoztak dsszefliggésbe (149,150). A CYP3A5
enzim intron kivagodasat eredményez6 CYP3A5*3 allélvaridns minden beteg
esetében azonositasra kerilt, mig a CYP3A5*1 vadtipusu allélt harom beteg
hordozta. A CYP3A5*1 és a CYP3A4*1B kozott genetikai kapcsoltsagrol szamoltak
be (149,150), igy feltételezheté volt, hogy a CYP3A4*1B allélt hordozo betegek
kodzott lesznek olyan egyének, akik a CYP3A5*1 alléllal is rendelkeznek. A harom
CYP3A5*1/*3 heterozigbta beteg kozll két beteg hordozta a CYP3A4*1B allélt.
Feltételezheté, hogy ezek a betegek fokozott CYP3A aktivitdssal rendelkeztek.
Tovabba mindkét beteg a paklitaxel kezelésre nem-reagdlé betegcsoportba
tartozott. A CYP2C8*4 és CYP3A4*22 allélokat nem azonositottunk a betegnél.

4.3. A tumorszdvet CYP kodpiaszam valtozdsanak meghatarozasara alkalmas

modszer kidolgozasa

A tumorszovet sajat paklitaxel-metabolizald képességének fokozodasa a
terapia-rezisztencia egyik forrasa lehet. A paklitaxel metabolizmusaban
meghataroz6 CYP2C8, illetve a kisebb jelentdségli CYP3A4 gén emelkedett
kopiaszdma hozzajarulhat a tumorsejtek paklitaxel-metabolizalé képességének
novekedésehez. A tumorszovet CYP kopiaszam véltozasanak meghatarozasahoz
nagy-ateresztoképességii, PCR alapu modszert fejlesztettiink ki. Az OK18 beteg
harom tumormintdjan keresztil (primer tiid6 adenokarcinéma, tiidé metasztazis,
maj metasztazis) mutatom be a mddszert. A tumorsejtekre jellemzé genom
instabilitas kovetkezményeként tapasztalhatd szerkezeti valtozasok (kromoszéma-
atrendez6dés, gén kopiaszam valtozas) a ,referencia-” és ,target” -geneket
egyforman érinthetik. A referenciagén(ek) kopiaszdm véltozasa hibas eredményre
vezethet a ,target” -gén relativ kdpiaszamanak megallapitasa soran. Ezért a
maodszer megbizhatdsadganak ndvelése érdekében a CYP gének (N=2; CYP2CS,
CYP3A4 ,target” -gének) kopiaszamat tobb referenciagén (N=8; ALB, B2M,
BCKDHA, CD36, MPO, TBP, RPPH1) kdpiaszamahoz viszonyitottuk. Olyan

referenciageneket valasztottunk, amelyek kiilonb6z6 kromoszomakon (chrl, chr4,
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chr6, chr7, chrl4, chrl5, chrl7, chrl9) és kiilonb6z6 kromoszomalis poziciokban
helyezkednek el; a centromeér kdzeleben talalhatéak az ALB, CD36, RPPH1 genek,
a telomér kozelében a TBP, mig az F5, B2M, MPO, BCKDHA a centromér és a

telomér kozotti régioban (13. abra).

Chr1 Chr 4 Chré6  Chr7 Chr 10 Chr14 Chr15 Chr17 Chr 19

- = - -
= - =] = d
= o - = = r'“ A =
| , = = i - [TT= = 3
- | 3 - > —_— - = (- —»
= B R = = = = =
> = = = = B = E
= i :=: 1-‘ : R -
- - p =
- =
F5 ALB TBP CD36 CYP2C8 RPPHI B2M MPO BCKDHA

CYP3A4

13. &bra: Kivalasztott referencia és target gének pozicidja a kromoszémakon.

Az egészséges szovetmintak (pl. vérminta vagy egészséges tiid6szovet minta)
genomjaban a referenciagének két kdpiaban fordulnak el6. A tumormintéban
meghatarozni kivant ,target” -gén kopiaszdm Kkiertékelésenek alapjat a AAC:
modszer jelenti, amelynek soran a célgén attorési pontjat viszonyitjuk a
referenciagén attorési pontjdhoz (AC:), majd ezt a kildnbséget az egészséges
szOvetben megallapitott célgén és referenciagen kildnbségével vetjik dssze (AACY).
Egy gén kdpiaszamanak meghatarozadsa soran azt 9 masik gén kopiaszamahoz
viszonyitottuk. A relativ kopiaszdm a mintan belli normalizalas eredményeként 1
lett. A Mddszerek rész 3.4 fejezetében leirtak szerint hataroztuk meg két gén
kopiaszdm azonossagat.

A kialakitott pontozasi rendszer alapjan a gének relativ kopiaszam értekei
mellé rendelt pontszamok 0sszegzésével azonositottuk azon géneket, amelyek
hasznalata referenciagénként hibas és nem megbizhat6 eredményt ad, igy az ilyen
géneket a végsd kopiaszam szamolasabol kizartuk (13. tablazat). Az 0sszesitett

pontszam < -5 gén deléciot, mig az > 5 duplikaciot jeleztek. Azért jeloltik ki ily
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modon a hatérértékeket, mert 9 kopiaszam 6sszehasonlitast tettiink minden egyes
gén esetén, és az Osszehasonlitisok tobb mint felénél valtozast jelzo
Osszpontszamot valos kdpiaszam valtozasnak itéltuk. A 13. tblazat az OK18 beteg
primer tiidé6 adenokarcindma és metasztazis mintaiban (tiid6- €s maj-attétekben)

megéllapitott gének dsszesitett pontszamait tartalmazza.

13. téblazat: Az OK18 beteg primer tiidé adenokarcindma és attétes mintaiban
(tid6 — és méj-attét) meghatarozott dsszesitett pontszamok.

Gén Primer tiidé Tiido Maj

adenokarcindma attet attet
RPPH1 62 0 7
ALB -3 -8 -8
B2M -3 0 -2
BCKDHA 3 7 3
CD36 -2 2 3
F5 6 7 8
MPO -4 1 -1
TBP -2 -1 0
CYP3A4 3 -1 -1
CYP2C8 -5 -7 -7

dvastagitott szamok jel6lik a gének kopiaszamaban torténd valtozast (< -5 =
delécid, vagy > +5 = multiplikacio).
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14. abra: Az OK18 beteg primer tiid6 adenokarcindmajaban (A), tiid6 metasztazis
(B) és méaj metasztazis (C) mintajadban meghatarozott relativ kopiaszamok. A
fliggdleges piros vonal az 1 relativ kdpiaszamot jeldli, mig a sziirke szaggatott
vonalak hataroljak azt a tartomanyt (0,8 — 1,25), amelyen belil nem allapitottunk
meg a diploidtol valod kopiaszam eltérést. Ezen a tartomdnyon kiviil esé génekben
szerkezeti valtozas bekdvetkeztét feltételeztiik. Az egyedi értékeket res korok, mig
az atlagot és szorast fekete négyzet és a hozza tartoz6 hibasavok jeldlik. (D) A
referencia- és ,,target” — génekben azonositott kopiaszam eltérések. Piros szin jeloli
a kdpiaszam emelkedést (multiplikacio) és a kék szin a csdkkenést (delécid).

Az OKI18 beteg primer tiid0 adenokarcindma mintdjaban a kdvetkezd
génekben a relativ kopiaszamok atlagat kiszdmolva eltérést azonositottunk: RPPH1
(1,301) és F5 (1,297) gének esetében multiplikaciot, mig a CYP2C8 (0,80) génnél
deléciot (14. A abra). A tiid6 metasztazis mintdban a BCKDHA (1,681) és az F5
(1,514) gének esetéeben multiplikacié mutatkozott, az ALB (0,653) és a CYP2C8
(0,713) esetében azonban delécidt lehetett megfigyelni (14. B abra). A m4j attét
mintaban a RPPH1 (1,882) és F5 (2,289) gének esetében szintén multiplikacio volt
megallapithat6, az ALB (0,616) és a CYP2C8 (0,583) géneknél pedig delécio (14. C
abra). A 14. D abra szemlélteti azokat a géneket, amelyekben kopiaszam valtozast
azonositottunk az OK18 beteg tumor mintaiban. Az F5 gén mindharom tumor
mintaban kdépiaszam emelkedést mutatott. Az RPPH1 gén kdpiaszam emelkedése

kimutathat6 volt a primer tiidé adenokarcindma és maj metasztazis mintdkban, mig
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a BCKDHA multiplikacidja, az ALB és CYP2C8 delécidja a tido- és maj-
metasztazisokban egyarant megfigyelhet6 volt. A CD36 gén kdpiaszdm
emelkedését csak a maj attét mintaban tapasztaltuk. Ezek az eredmények azt
mutatjak, hogy a referenciagének kopiaszam valtozasanak ily modon torténd
meghatdrozasa segithet kisziirni a referencianak alkalmatlan géneket. A végsé
kopiaszamok meghatarozasa soran kihagytuk a normalizalasbol azokat a
referenciagéeneket, amelyeket alkalmatlannak talaltunk, majd a normalizalt értéket
2-vel megszoroztuk, mivel a kontroll szévetminta diploid genommal rendelkezik.
Az OK18 beteg daganatos mintaiban (primer tiidé adenokarcinoma, tidé- és maj-
attétekben) CYP2C8 deléciot hataroztunk meg, mig a CYP3A4 kopiaszdma nem
valtozott a primer tiid6 adenokarcindmaban. A tiid6- és maj-attétekben CYP2C8

deléciot allapitottunk meg.

4.4. A PCR-alapu kopiaszam meghatarozas eredményeinek megerdésitése Uj-

generacids szekvenalassal

Az OK18 beteg primer tiid6 adenokarcindéma mintajaban 6sszehasonlitottuk
a PCR-alapl modszerrel meghatarozott kopiaszamokat a teljes genom
szekvenalassal nyert kopiaszdm adatokkal. A tumor mintdban szomatikus
kopiaszam véltozasokat kerestlink, amelynek detektalasdhoz az ,,allele-specific
copy number analysis of tumors” - ASCAT algoritmust hasznaltuk (15. abra). Az
ASCAT algoritmus a minta ploiditds és kdpiaszdm becslésére allél-specifikus
konstans illesztést alkalmaz. Megallapitottuk, hogy a minta nagyrészt diploid (2n),
és a mintan belili heterogenitas kismértéka volt. Minden ,referencia-” és ,.target” -
gén esetében az abszolut ploiditast a két allél egyuttes, nem kerekitett kopiaszama
jelentette. Az F5, az RPPHL1 és a CYP2C8 gének PCR-alapt modszerrel azonositott
kopiaszam valtozasait 0j-generacios szekvenalassal igazoltuk. A kétféle modszerrel
(PCR- és NGS-alapl modszer) meghatarozott abszolut kopiaszam adatokat
Osszevetettik es megallapitottuk, hogy a referencia- és célgének kopiaszama jo
egyezést mutatott (a 10 gén esetében a 16. abra pontjaira illesztett egyenes
meredeksége: 0,9498, r2 = 0,7524).
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15. abra: Az OK18 beteg primer tiid6 adenokarcindma mintajanak lefedettsége (A) és B allél gyakorisagi (,,B allele frequency” -
BAF) profilja (referencia szekvenciatol eltérd) (B). A piros pontok a teljes genom lognormalt (LogR) lefedettségi értékeit mutatjak,
amelyet az emberben gyakori SNP-k listijanak felhasznaldsaval nyertink, mig a zold vonal az ASCAT algoritmus lépéseit kdvetve
illeszkedo szakaszokat jeloli.
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16. abra: Az OK18 beteg primer tiid6 adenokarcindma mintajdban PCR-alapu
metodikaval meghatarozott kopiaszamok korrelacidja Uj-generéaciés szekvendlas
(,,next generation sequencing” - NGS) alapu kdpiaszdm detektalassal. A gének
kopiaszamait fekete négyzetek a PCR-alapl metodikaval meghatérozott értékek
szOrasat a szurke hibasavok jeldlik.

45. A CYP2C8 kobpiaszam meghatarozasa tiidé adenokarcinomaval

diagnosztizalt betegek tumor mintajaban

A tiid6 adenokarcindmaval diagnosztizalt 17 beteg tobbségénél CYP2C8*1/*1
(homozigdta vad) genotipust (N=14), mig harom esetben CYP2C8*1/*3 genotipust
azonositottunk. A  CYP2C8*3 allél enzimaktivitdsra gyakorolt hatésa
ellentmondéasos az irodalomban, ezért sziikség van a CYP2C8 6ssz kopiaszaméanak
meghatarozasa mellett allélspecifikus kopiaszdm meghatarozasara is. Az allel-
specifikus kdpiaszam meghatarozas alapjai a kutatocsoport altal korabban
kifejlesztett CYP2D6 allél-specifikus mddszerb6l erednek (151). A duplex PCR
méres alapjan kilon detektadlhato a CYP2C8*1 és CYP2C8*3 allél, amelyek
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kopiaszama bels6 referenciagénhez viszonyitva szamithato ki. Referenciagénnek a
két kopidban jelenlévé RPPH1 gént valasztottuk, amelynek detektalasara
kifejlesztett esszé kereskedelmi forgalomban elérhetd, igy a CYP2C8 alléllal duplex
reakcioban valdsult meg a méres.

A mérések soran meggy6zodtiink arrdl, hogy a CYP2C8*1/*3 heterozigéta
genotipusu betegek (N=3) vérmintajaban a CYP2C8 6ssz kdpiaszdma 2, egy kopia
CYP2C8*1 és egy kopia CYP2C8*3 volt azonosithato (17. abra). A
tumormintakban detektalt CYP2C8 vad és mutans allélok kdpiaszama egy beteg
esetén (OK10) mutatott CYP2C8 kdpiaszam emelkedést, mind a CYP2C8*1, mind

a CYP2C8*3 allél tébb mint kétszeres valtozasa volt kimutathat6 (17. abra).

3

CYP2C8*1
1 L. CYP2C8*3

Relativ kopiaszam

0
OK6v OK6t OK10v OK10t OKl1lv OKI11t

17. &bra: CYP2C8*1/*3 heterozigdta genotipusu betegek (N=3) vér- (v) és tumor-
mintajaban (t) azonositott CYP2C8*1 (vadtipus) és CYP2C8*3 allélok kopiaszama.

4.6. Tidé adenokarcinoma CYP2C8 és CYP3A4 kopiaszam véltozédsa és a

betegség kimenetele kdzotti dsszefliggések

Feltételezésiink szerint a miikodéképes CYP2C8 és CYP3A4 enzimet kddold
allél duplikacidja/multiplikécidja jelentdsen befolyasolhatja az expressziot, fokozott
enzimaktivitast és fokozott paklitaxel metabolizmust eredményezve, ezaltal a
tumorsejtben alacsonyabb paklitaxel koncentracié alakulhat ki. A CYP3A4*1B
allelt fokozott CYP3A4 expresszidval hozzak 6sszefliggésbe, duplikéacidja szintén
fokozott enzimaktivitashoz és alacsony sejten beluli paklitaxel koncentraciéhoz
vezethet (83).

A tumormintdk CYP2C8 és CYP3A4 koOpiaszdam valtozasa és a paklitaxel
terapia kimenetele kozti 6sszefliggést 17 betegnél vizsgaltuk, mivel az OK18 beteg
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nem részesult paklitaxel kezelésben. A Modszerek rész 3.1 alfejezetében megjelolt
részben leiirtak szerint alakitottuk ki a daganatellenes kezelésre reagéld és nem
reagalo betegcsoportokat. A 17 adenokarcindma minta kézil 7 mintaban a CYP2C8
és/vagy a CYP3A4 gén kopiaszam emelkedése volt megfigyelhetd, 1 mintaban csak
a CYP2C8, 3 mintaban csak a CYP3A4 és tovabbi 3 mintaban mind a CYP2CS8,
mind a CYP3A4 kopiaszama ndvekedett. Szignifikans Osszefliggést talaltunk a
paklitaxel-metabolizal6 CYP enzimek kdpiaszam névekedése és terapia kimenetele
kozott. A CYP2C8 és/vagy CYP3A4 genek kopiaszam valtozas gyakrabban fordult
elé a kezelésre nem-reagald betegek primer tumor mintaiban, mint a terdpiara jol
reagald betegnél (nem-reagaldk 6/9, reagalok 1/8, P=0,0498) (18.4bra).

Reagalo beteg csoport Nem-reagalo beteg csoport
(teljes/részleges remisszio) (progresszio/halal)
CYP2C8 CYP3A4 CYP2C8 CYP3A4
N=8 N=9

18. abra: CYP2C8 és/vagy CYP3A4 kdpiaszdmok valtozasa paklitaxellel kezelt
betegek primer tiidé adenokarcindma mintaiban (reagald, N=8; nem-reagalo, N=9).
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5. Az eredmények értékelése

A terdpia-rezisztencia jelent0s akadalyt jelent a daganatos megbetegedések
sikeres kezelésében. A transzportfeherjék, a gyogyszer-metabolizal6 enzimek
genetikai  variabilitisa és expressziés szintje farmakokinetikai  okokra
visszavezethet6 terdpia-rezisztencia kialakulasat eredményezheti. A genetikai
polimorfizmusok kulcsfontossagiak lehetnek annak eldrejelzésében, hogy hogyan
fog az adott beteg reagalni a gyogyszeres kezelésre és milyen potencidlis
mellékhatadsok alakulhatnak ki. A sikeres daganatellenes kezelés elérésének
érdekében a beteg sajat metabolizald képessége mellett fontos informaciot szerezni
a tumort alkotd sejtekben 1év6, gyogyszer-metabolizalé enzimek kopiaszam
valtozasairdl, ami a tumor metabolizald képességének megvaltozasat jelentheti.

Inter-individudlis ~ kulonbségek  figyelhetbek  meg a  paklitaxel
farmakokinetik&jaban, ezen kuldénbségek a terdpia hatékonysagat, valamint a
potencialis mellékhatasok kialakulasat befolyasolhatjak. In vitro tanulmanyokban
kimutattdk a CYP2C8 és CYP3A4 enzimek szerepét a paklitaxel metabolizmusaban
(57,58,117,152), azonban a CYP2C8 és CYP3A4 polimorf allélok hatasai in vitro és
in vivo korulmények kozott is ellentmondasosnak bizonyultak. Bergmann és
munkatarsai ovarium daganattal diagnosztizalt CYP2C8*3 allélt hordozé
betegekben  meérsékelten alacsonyabb  paklitaxel-kilrilést figyeltek meg
6sszehasonlitva a vadtipusu allélt hordoz6 betegek gyogyszer-kitrulésével (153).
Marcath és munkatarsai ezzel ellentétes eredményre jutottak, a CYP2C8*3 allélt
hordoz6 emlédaganatos betegek csoportjaban, vagyis a CYP2C8*3 allélhoz
magasabb paklitaxel-metabolizald aktivitast rendeltek (79,153). Lee és munkatarsai
paklitaxel altal kivaltott neurotoxicitast vizsgalva arra jutottak, hogy a CYP2C8*3
allél jelenlétének nincs jelentds hatasa a paklitaxel metabolizmusara in vivo vagy in
vitro (154). Tobb tanulmany foglalkozott olyan polimorfizmusok detektalasaval
(CYP2C8, CYP3A4, CYP3A5), amelyek 0&sszefliggésbe hozhatdéak az inter-
individudlis kulonbségekkel (147,148,155), azonban egyelére nem siker(lt
egybehangzo megallapitasokat tenni ezen tanulmanyok eredményei alapjan. A
vizsgalatunk elsé 1épése tiidé adenokarcinomaval diagnosztizalt betegek CYP2C8
és CYP3A4 genetikai polimorfizmusait allapitotta meg. A CYP2C8*3 allél (N=3)
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azonosithaté volt mind a reagalé és nem-reagald betegeknél, mig a CYP3A5*1/*3
genotipust heterozigéta betegek (N=3) mind a kezelésre nem-reagalé csoportba
tartoztak, azonban a kis mintaszam miatt ebb6l csak limitalt kdvetkeztetést lehet
levonni, megerdsitéséhez tovabbi vizsgalatok szlikségesek.

A daganatos sejtek fokozott hatéanyag-metabolizalé képessége a terapia-
rezisztencia kialakulasanak egyik mechanizmusat jelentheti (126). Tébb tumor
tipusban azonositottak eltérést a CYP enzimek mRNS és fehérje expresszidjaban,
valamint enzimaktivitasaban (156,157). Feltételezhetéen a megvaltozott gyogyszer-
metabolizalé képesség kovetkeztében olyan hatéanyag-tolerdns sejtklonok
alakulhatnak ki, amelyek a gyogyszer-rezisztencia kialakulasat segitik el6 (158). A
tumorsejtek korlatlan osztodasi képességiiknek kdszonhetéen genom instabilitassal
jellemezhetdek, amely eldsegiti a szerkezeti valtozasok megjelenését. A szerkezeti
valtozasok lehetnek delécidk, multiplik&ciok/duplikaciok, amelyek a gének
transzkripcidjara fejthetik ki hatasukat, ezéltal befolyasolva a daganatellenes
hatéanyagok metabolizmusat, teret engedve rezisztens sejtklonok kialakulasanak és
a betegség progresszidjanak. A CYP géneket érinté multiplikaciok vagy deléciok
potencidlis biomarkerként hasznalhatéak azon daganatok esetében, amelyek az
egészséges szovettdl eltérd gyogyszerlebontd képességgel rendelkeznek az adott
daganatellenes hatdéanyaggal szemben (6,128).

Kopiaszam valtozas azonositasara tobb modszer is alkalmazhatd, tgymint az in
situ hibridizacios analizis, micro-array alapt, multiplex ligacidés proba analizis,
PCR alapu kimutatasi médszerek, illetve az 0j-generacids szekvenalas (159,160). A
klinikai gyakorlatban sziikséges egy olyan egyszerli és megbizhatd modszer
kifejlesztése, amely segitségll szolgal a kdpiaszamok rutin azonositasaban. Egy
érzékeny gPCR-alapl modszert mutattam be, amely a paklitaxel metabolizmusaban
szerepet jatsz6 CYP2C8 és CYP3A4 enzimek kopiaszdm-valtozésanak azonositasat
tette lehetévé tiidé adenokarcinomaval diagnosztizalt betegek tumormintaiban. A
daganatos mintdkban nehézséget jelent az optimalis referenciagén kivalasztasa,
mivel a tumor heterogenitads minden gént érinthet és szerkezeti valtozasokat hozhat
létre (161). Ennek megfeleléen tobb, kiillonbozé kromoszoman elhelyezkedd
referenciagént valasztottunk ki, majd a referenciagenek (n=8; RPPH1, ALB, B2M,
BCKDHA, CD36, F5, MPO, TBP) és targetgének (n=2; CYP2C8, CYP3A4)
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kopiaszamat hasonlitottuk 0ssze egymaéssal és az egeszséges szovetekben (vér vagy
tidoészovet) 1évo kdpiaszdmokkal, igy megallapitottuk a relativ kopiaszamokat. Az
alkalmazott pontozasi rendszer lehetévé tette azon gének azonositasat, amelyekben
kopiaszam valtozas volt tapasztalhaté. Ezt kovetden azon referenciagéneket
vélasztottuk ki és vontuk be a végs6 kopiaszam szamitasba, amelyek kopiaszamai
azonosak voltak az egészséges szovetben detektalt értékekkel.

A tumor heterogenitas jelensége nehézséget jelent a kdpiaszam
meghatarozasaban. Az intratumoralis heterogenitas kovetkeztében olyan tumorsejt
szubpopulacidk vannak jelen egy tumoron belll, illetve egy beteg kiilonb6z6
daganataiban, amelyek genetikailag eltérnek egymastdl (127). Ennek kovetkeztében
a tumormintakban a gének relativ kopiaszdmai folytonos eértékeket mutattak.
Tovabba az OK18 beteg primer tiidétumor mintajaban meghatarozott kdpiaszamok
eltéréek voltak a tid6é- és maj-attétekben meghatarozott kopiaszamoktol. Azonos
tipust daganatos megbetegedésekben kopiaszam heterogenitasrdl (,,copy number
heterogeneity” - CNH) is beszdmoltak, amely potencialisan el6re jelezheti a
betegek tulélési aranyat (162). Az 1. kromoszéma q karjan kdpiaszam novekedést
detektaltak tobb daganat tipusban (163,164), amely magyarazatul szolgalhat a
vizsgalat qPCR alapl kopiaszdm meghatérozésa sordn detektalt F5 referenciagén
kopiaszam valtozéasara.

Az uptake és efflux transzporterek altal eldidézett terapia-rezisztencia
intenziven kutatott terlilet (165), azonban a tumor megvaltozott gyogyszer-
metabolizald képességét kevéssé vizsgaljak, mint a rezisztencia forrasat. Qixing és
munkatérsai munkajukban megnovekedett CYP3A4 és CYP3A5 expressziot
azonositottak  tiidé6 adenokarcindbma mintdkban az egészséges szOvethez
viszonyitva, amely alapjan ezek a gének lehetséges biomarkerként szolgalhatnak a
tiidé adenokarcindma prognézisdban (166). A paklitaxellel szembeni rezisztencia
kialakulasanak oka reszben a hatéanyag metabolizmusaban részt vevé CYP
enzimek fokozott expresszidjanak tulajdonithatd. Hofman és munkatarsai CYP3A4
és CYP2C8 overexpresszidjanak hatasat vizsgaltak paklitaxellel és docetaxellel
kezelt HepG2 sejtekben. Eredményeik alapjan arra kovetkeztettek, hogy a CYP3A4
jelentds szereppel bir a docetaxel-érzékenysegben, mig a CYP2C8 fokozott

expresszidja a paklitaxel kezelés soran a sejtek magasabb életképességét idézte eld
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(167). Chen és munkatarsai a paklitaxel hatasat vizsgaltdk a PXR-ra és kimutattak,
hogy paklitaxel kezelés alkalmazasa soran a PXR aktivaldsa végbemegy, igy a
CYP3A4 expresszidja és enzimaktivitdsa fokozodik. A PXR aktivaciojanak
kovetkeztében mind a CYP3A4 , mind az ABCB1 gén altal kodolt P-gp transzport
fehérje transzkripcios indukcidja is megvaldsulhat (121,168,169). Feltételezheto,
hogy CYP kopiaszam valtozdsok fokozhatjdk a CYP2C8 és/vagy CYP3A4
expresszios szintjét, ndvelve a paklitaxel metabolizmusat a tumorsejtekben. A
gPCR-alapt metodika alkalmazéasa lehetévé tette a CYP-kOpiaszam valtozasok
azonositasat tiid6 adenokarcindbma mintakban, valamint lehetOséget teremtett a
tumorban toérténd CYP-kdpiaszdmok megvéltozasa és paklitaxellel kezelt betegek
terapia kimenetele kozotti 0sszefuggés Kimutatdsara. A kezelésre nem-reagalo
betegek esetében (progredialéd betegseg vagy elhalalozas) gyakrabban fordult el
CYP2C8 és/vagy CYP3A4 kdpiaszdm novekedése dsszevetve a paklitaxel kezelésre
reagdlé (teljes/részleges remisszid) betegcsoport tagjaival. Természetesen
figyelembe kell venni a vizsgalat korlatozott mintaszdmat is, a kovetkeztetések
megerdsitéséhez nagyobb mintaszaml betegpopulacio  sziikséges. Munkank
elsédleges célja egy egyszeri, mindennapi klinikai rutin vizsgélatra alkalmas
kopiaszam detektalasi metodika kidolgozésa volt. Ez a modszer lehetévé teszi a
paklitaxel —metabolizmuséban szerepet jatsz6 CYP enzimek fokozott
expresszidjahoz vezeté CYP multiplikacio azonositasat, ami a rezisztens sejtklonok
kialakulasahoz és szelekciojahoz vezethet.

Kérdésként felmerilt, hogy a kopiaszdm véltozas CYP2C8 gén kdrnyezetét is
érintheti és mas genek kdpiaszama is véltozhat a 100923.33 kdrnyezetében, ami
kilondsen a kornyez6 tumorszuppresszorok vagy onkogének esetén lehet jelentGs,
hiszen befolyasolhatjak a betegség kialakulasanak folyamatat. A CYP2C8 gén a 10.
kromoszdman helyezkedik el (10g23.33), amelyhez kozel van a foszfataz és tenzin
homolog gén (,,phosphatase and tensin homolog” - PTEN), és a citoplazmatikus
poliadenilacios elemet kotd fehérje 3 (,,cytoplasmic polyadenylation element
binding protein 3” — CPEB3). A PTEN a sejtciklus szabalyozasaban, mig a CPEB3
az EGFR szabalyozasaban vesz részt (170,171). A tumorok kialakulasaban inkabb a
tumorszuppresszorok delécidja, mintsem sokszorozodasa jatszik jelentOs szerepet

(172). Vizsgalatunkban a CYP2C8 expresszid emelkedését, a tumorsejtek fokozott
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paklitaxel inaktivalasat és a betegség negativ kimenetelét sokkal inkabb a CYP2C8
génben  el6fordulo  multiplikacioval — hoztuk  Gsszefliggésbe, mint a
tumorszuppresszorok multiplikéaciojaval.

A terapia-rezisztencia mechanizmusa feltételezhetéen egyrészt a beteg sajat
metabolizald képességével, masrészt a tumor gyogyszer-metabolizal6 aktivitasaval
hozhat6 osszefiiggésbe. Igy fontos informaciot szerezni a gyogyszer-metabolizalo
CYP gének polimorfizmusair6l (funkcid vesztd €s funkcid noveld hatast kifejtd
mutaciok) és a tumorban kialakult CYP gén kopiaszdm valtozasokrol. Nagy-
ateresztOképességii qPCR-alapl mddszert alakitottunk ki, amely alkalmas a
tumorban kdpiaszam valtozast kimutatni, illetve a kialakitott pontrendszer alkalmas
azon referenciagének azonositadsara, amelyek deléciét vagy multiplikéciot
szenvedtek és igy alkalmatlanok arra, hogy referenciagénként hasznaljuk. E
modszer az Uj-generdcios szekvendlas alternativ metodikéja lehet, amely a rutin
klinikai gyakorlatban alkalmazhat6. A paklitaxel naiv, kezelés megkezdése el6tti,
tiid6 adenokarcinoma mintakban CYP2C8 és/vagy CYP3A4 kdpiaszam emelkedést
mutattunk ki, amelyek nagyobb szamban fordultak el6 a terapiara nem-reagalo
betegcsoportban. Ennek alapjan a CYP gének kopiaszdm valtozésa potencialis
biomarkere lehet a paklitaxel-rezisztencidnak és a klinikai kimenetelnek. A
vizsgalat kis mintaszdma miatt az eredmények Klinikai meger6sitéséhez tovabbi

kisérletek sziikségesek.
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6. Kovetkeztetések

Tiid6 adenokarcinoma elsdvonalbeli terapiaja paklitaxelt tartalmaz, amelynek
metabolizmusaban a CYP2C8 enzim kiemelt szerepet t6lt be (6-a-hidroxipaklitaxel
metabolit képzddés). A gént érintd valtozasok (SNP, kopiaszam valtozas)
kihathatnak az enzim metabolikus mikodésére, igy ezek ismerete hasznos
informéacidval szolgalhat a betegek kezelésének kialakitdsdban. A CYP3A4 enzim
kisebb szereppel rendelkezik a paklitaxel metabolizmusaban (3-p -hidroxipaklitaxel
metabolit képzodés)

Munkénk soran tid6é adenokarcinomdval diagnosztizalt betegeknél
meghataroztuk a CYP2C8 és CYP3A allélvariansokat. A CYP2C8*3, CYP3A4*1B
és CYP3A5*3 allélvarians eléfordulasi gyakorisaga hasonld volt a kaukazusi
populécidban leirt gyakorisdgokhoz. Azonban az alacsony elemszam miatt a
betegek sajat paklitaxel metabolizal6 képességének és a kezelés kimenetele kozti
Osszefligges vizsgalatara nem kerdlt sor.

A beteg sajat paklitaxel-metabolizal6 képessége mellett a tumorsejtekben
bekovetkezé CYP2C8 és/vagy CYP3A4 kopiaszam valtozasok is hozzajarulhatnak a
terdpia-rezisztencia kialakuldsahoz. A tumorszdvetben a CYP gének kdpiaszam
valtozdsanak megéllapitdsara nagy-ateresztoképességii, gPCR-alapi metodikéat
dolgoztunk ki. Tobb referenciagént is alkalmaztunk, amelyek kdzil a megvaltozott
kopiaszdmu geneket kihagytuk az értékelésbol. A PCR-alapt modszerrel
meghatarozott gén kopiaszamok jO egyezést mutattak az Uj-generacios
szekvenalassal meghatéarozott kdpiaszamokkal.

Osszefiiggést kerestiink a CYP2C8 és CYP3A4 kopiaszamok és a betegség
kimenetele kozott. A kezelésre nem-reagald betegeknél gyakrabban fordult el
CYP2C8 és/vagy CYP3A4 kdpiaszam novekedés, mint a kezelésre reagald betegnél.

A CYP kopiaszdam meghatarozasara kialakitott modszer az Uj-generacios
szekvenalas alternativ metodikajat jelentheti, valamint potencialis biomarkere lehet
a terapia-rezisztencia kialakulasanak elérejelzésében tiidé adenokarcinomaval

diagnosztizalt betegeknél még a paklitaxel terapia megkezdése elott.
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7. Osszefoglalas

Az egyen gyobgyszer-metabolizalo képességére a CYP enzimek genetikai
polimorfizmusai szdmottevo hatast fejtenek ki, amelyek részben feleldssé tehetoek
az egyének kozott megfigyelhetd hatéanyag-metabolizmusban jelentkezd
kiilonbségekért. A tumorsejtekben bekovetkezd szerkezeti valtozasok (pl.
kopiaszam eltérések) miatt a gydgyszer-metabolizalo CYP enzimek metabolikus
aktivitasa, valamint a tumorban végbemend hatéanyag lebontas megvaltozhat egyes
sejtekben, ami rezisztens sejtklonok Kkialakulasat segitheti el6. Ezek alapjan
feltételezhetjik, hogy a tumorsejtben bekovetkez6 CYP gén kdpiaszdm valtozasok
miatt a daganatellenes hatéanyag inaktivalodasa felgyorsul, amely a terapia-
rezisztencia kialakuldsdhoz vezethet. Tiidé adenokarcindmaval diagnosztizalt
betegek egészséges szbveti és tumormintdinak vizsgalata soran a paklitaxel
inaktivacioban részt vevd CYP2C8 és CYP3A4 allélvariansokat azonositottuk.
Tovabba nagy-ateresztoképességii PCR-alapt metodikéat fejlesztettiink a paklitaxel
metabolizmusaban szerepet jatsz0 CYP enzimek kdpiaszam valtozasanak
tumorszovetben torténd detektalasara. A fejlesztéshez kapcsolddo értékeld rendszer
elosegitette azon referenciagének azonositasat, amelyek deléciét vagy
multiplikaciot szenvedtek a tumorban, igy nem alkalmazhatok referencianak. A
PCR-alapi modszerrel megallapitott gén kopiaszdmok (target gének: CYP2CS,
CYP3A4; referenciagének: ALB, B2M, BCKDHA, CD36, F5, MPO, TBP, RPPH1)
j6 egyezést mutattak az ugyanazon mintaban UGj-generéaciés szekvenaléssal
meghatarozott kopiaszamokkal. CYP kdpiaszam emelkedés (CYP2C8 és/vagy
CYP3A4) gyakrabban fordult el6 a kezelésre nem reagalé beteg
(progresszio/elhalalozas) csoportban, mint a kezelésre reagadlé betegeknél
(remisszi6). A  kopiaszam  detektdlasra alkalmas PCR-alapi  mddszer
egyszeriségénél fogva jo alternativija lehet az wj-generacios szekvenalasnak a
mindennapi klinikai gyakorlatban, tovabba a tumorban azonositott CYP kdpiaszam

valtozasok elorevetithetik a paklitaxel kezelés kimenetelét.
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8. Summary

An individual's ability to metabolise drugs is significantly influenced by genetic
polymorphisms in CYP enzymes, which may be partly responsible for the
variability in drug metabolism between individuals. Structural changes in tumour
cells (e.g. copy number alterations) may alter the metabolic activity of drug-
metabolising CYP enzymes and the drug inactivation in certain tumour cells, which
may contribute to the development of resistant cell clones. This suggests that the
copy number alterations in the CYP gene may increase inactivation of the
anticancer drug in the tumour cell, which may lead to therapy resistance. CYP2C8
and CYP3A4 allelic variants involved in paclitaxel inactivation were identified in
healthy and tumour samples from patients diagnosed with lung adenocarcinoma.
Furthermore, we developed a high-throughput PCR-based method to detect copy
number alterations in CYP enzymes involved in the metabolism of paclitaxel in
tumour tissue. The development of a scoring system facilitated the identification of
reference genes that have undergone deletion or multiplication in the tumour and
therefore could not be used as a reference. The gene copy numbers determined by
PCR-based methods (target genes: CYP2C8, CYP3A4; reference genes: ALB, B2M,
BCKDHA, CD36, F5, MPO, TBP, RPPH1) showed strong correlation with the copy
numbers determined by next-generation sequencing in the same sample. CYP copy
number elevations (CYP2C8 and/or CYP3A4) were identified to a greater extent in
the treatment-resistant (progression/death) group of patients than in the responders
(remission). The simplicity of a PCR-based method for copy number detection
could be a good alternative to next-generation sequencing in everyday clinical
practice, and CYP copy number alterations identified in tumours might predict the

outcome of paclitaxel therapy.
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