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1. Bevezetés

crcr

gyogyszeresen jol kezelhetd. A gyermekkori epilepszidk egyik elsdként vélaszthato
gyogyszere a valproat. A valprodt mellékhatisai altaldban enyhék (teststlyndvekedés,
hajhullas), azonban ritkdn, de eléfordulhat stulyos mellékhatds, ugymint hepatotoxicitas,
pancreatitis, hyperammonaemias encephalopathia, csontvelddeplécio, ill. tartos kezelés esetén
a csontok metabolikus zavarat is okozhatja.

Emberekben harom {6 metabolikus Uton bomlik le a wvalproat: glikuronidacio,
mitokondrialis B-oxidacid, ill. citokrom P450-fiiggd oxidacio. Az elsé két folyamat
felndttekben dominans, glilkuronidacidval artalmatlanitott vegytilet akar 50 %-a is kiiirtilhet
vizelettel, mig a mitokondridlis folyamatok 30-40 %-ot artalmatlanitanak. Felndtteknél a
CYP-dependens folyamatok a maradék kb. 10-20 %-ot teszik ki.

Gyermekeknél a CYP-katalizalt folyamatok a f6 metabolikus utvonalat jelentik. Ennek
hatterében tobb folyamat is all. Eloszor is a glikuronidacio aktivitisa igen alacsony
gyermekeknél, kiilondsen 2 éves kor alatt. Valproat gliikuronidaciojat elsésorban a UGT1AS6,
UGT1A3, UGT2B7 enzimek katalizaljak, melyek csak 2 éves kor utan lesznek aktivak. A
felndttekére jellemzd aktivitdsi maximumot csak 10-15 éves korra érik el. E mellett
gyermekkorban a valproat, ill. néhany valproat-metabolit gatolja a mitokondrialis B-oxidaciot.
Raadasul a CYP-enzimaktivitds joval nagyobb gyermekkorban, mely csak a pubertast
kovetden csokken le a felnbttekre jellemzd szintre. A fentiek ereddjeként a valproat-dozis
sokkal nagyobb hadnyada keriil a CYP-enzimek “kezei k6z€”, mely magyardzza a kisebb
feléletidot, ill. a toxikus metabolitok képzddésének nagyobb kockazatat.

A valproat lebontasaban elsddlegesen a CYP2C9 miikddése meghatarozo, azonban a
CYP2A6 ¢és a CYP2B6 enzimek is, kisebb sullyal, de részt vesznek. A CYP2C9-génnek
csokkent miikddésti enzim képzédik. E mutaciok koziil a kaukdzusi populacidban
leggyakrabban a CYP2C9*2 és CYP2C9*3 lelhetd fel.

fgy gyermekeknél, a szinte kizarélagos CYP2C9-metabolizmus miatt a valproat szedése
soran igen sulyos, akar életet veszélyeztetd toxicitds is felléphet, ha az enzimaktivitas
valamilyen okbol kifoly6lag csokkent. Ehhez nagyban hozzéjarul az, hogy a szer terapias és
toxikus vérszintje kozott viszonylag kicsi a kiilonbség, emellett a testsulyra vonatkoztatott
dozisok igen nagy egyéni kiilonbséget mutathatnak a kiilonb6z6 korosztalyokban.

A gyodgyszerlebontasi—képesség egyéni kiilonbségeiért leginkabb a CYP - enzimek
genetikai polimorfizmusa felelds. Néhany CYP-gén (CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP3A435)
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rendkiviili genetikai variabilitast mutat, ami kiiloénb6z6 (csokkent avagy fokozott mitkodésii)
enzimvariaciok létrejottéért felelds. Farmakogenetikai polimorfizmusok alapjan a népesség
altalaban harom nagy csoportra oszthatd: a gyenge metabolizalokra (poor metabolizer - PM),
az atlagos (intermedier) metabolizalokra (IM) és a gyors (extenziv) metabolizalokra (EM).

A mutéiciot nem hordozd genotipus a milkodoképes enzim expresszidjanak a
lehetéségét hordozza magédban, azonban a genetikusan determinalt enzimaktivitasokat
atmenetileg moduldlhatja szdmos valtozo; kiilonb6zé endogén (életkor, hormonok, citokinek,
majfunkcio, betegségek) €s exogén tényezdk (taplalkozas, gyodgyszerek, mérgek) kiillonbozo
génexpressziot eredményezhetnek, €s atmenetileg eltérd gyogyszermetabolizald - képesség
kialakulasdhoz vezetnek.

Egy olyan egyén, aki funkcidvesztd mutaciot hordoz6 allélokkal sziiletett, csokkent
miikodésti vagy teljesen funkcidképtelen enzimet termel, igy nala alland6 gyenge
metabolizmusra szamithatunk (PM) az adott gyogyszerre nézve. Azoknal a betegeknél,
akiknél génhiba nincsen (vagyis ,,vad” tipust allélokkal rendelkeznek, és normalis funkcidju
CYP-enzimet termelnek), atlagos (IM) metabolizmust varunk, azonban ebben a csoportban is
kialakulhat atmeneti gyenge metabolizmus a gyenge génexpresszid (low expresser)
kovetkeztében. Ennek oka az el6bbiekben részletezett exogén, ill. endogén hatasokban
kereshetd, melyek egyes CYP-gének expressziojat csokkenthetik (pl. egyes drogok,
citrusfélék), igy joval alacsonyabb enzimszint alakulhat ki 4tmenetileg egy-egy enzimnél, mig
masok teljesen megtartjdk mitkodOképességiiket. Ennek ellentéte is el6fordulhat, a
génexpresszio fokozasaval (high expresser; pl. szteroidok, rifampicin ill. orbéancfii-tea
hatasara) atmeneti hyperexpresszio, ill. hypermetabolizmus is kialakulhat. Ezeket a
folyamatokat, melyek a mutaci6 nélkiili, vérhatéan atlagosan metabolizdlo egyének
gyogyszerlebonto-képességét megvaltoztatjak, egylittesen fenokonverzionak nevezziik. A
fenokonverzid lehetdségével egyes betegségek soran szamolnunk kell, amelynek soran
kialakul6 csokkent enzimaktivitas a toxicitas kialakuldsanak esélyét novelheti.

A gyogyszer-interakciok egy része az adott hatéanyag metabolizmusdban résztvevo
CYP-enzim miikddésének megvaltozasara vezethetd vissza. A gyogyszer-metabolizmusban
meghatarozo szerepet jatszd CYP-enzimek azonositdsaval, a gyogyszer-kdlcsonhatasok
feltarasaval szdmos mellékhatas kikiiszobolheto.

A farmakogenetikai vizsgalomodszerek a gyogyszerek hatasat befolyasold genetikai
tényezok feltarasaval foglalkoznak. Egy beteg gyogyszermetabolizalo - képességét elsdsorban
a genetikai hattér hatdrozza meg. A mutéaciok fenotipus szinten (enzim funkcid szinten) valo
megjelenése egyrészt csokkent mikodoképességli, inaktiv, muikodésképtelen enzim

kifejez0dését, vagy akar az enzim teljes hianyat is eredményezheti (pl. CYP2C9*2,



CYP2C19*2, CYP2D6%*5), masrészt a mukodoképes allél fokozott transzkripcidjahoz is
vezethet (pl. CYP2C19*17). Ennek kovetkeztében alakulnak ki a fentebb részletezett eltérd
lebontoképességek (PM-IM-EM). Ehhez természetesen hozzajarulnak a mar emlitett exogén-
endogén hatasok miatt 1étrejovo expresszids valtozasok (CYP-enzim indukcid/szuppresszio,
gatlas) is. Mindezeket figyelembe kellene venni az in. személyre szabott gyogyszeres terapia
kidolgozasa soran. Feltérképezve az egyéni kiillonbségeket a gyogyszer-hatékonysag és
toxicitds terén, a paciens gyogyszerlebontd-képességéhez illeszkedd gyogyszeres terapia
kialakitasaval elkeriilhet6 a kedvezdtlen mellékhatasok megjelenése.

Jelenleg a modern orvosi gyakorlat részeként elterjedében van a személyre szabott
gyogyszeres kezelés. Ehhez megbizhato diagnosztikai hattér all rendelkezésre a megvaltozott
enzim-mikddeést eredményezd mutaciok kimutatdsdra. Azonban a vizsgalatok csak a
genetikai  okokra  visszavezethetd megvaltozott —milkddokeépességli  CYP-enzimek
meghatarozasara iranyulnak - a paciens CYP genotipusdnak meghatdrozasdval - igy nem
biztositanak teljes informaciot az aktudlis gydgyszerlebonto-kapacitasrol olyan betegek
esetében, akik nem rendelkeznek CYP mutacioval.

Az egyes CYP-enzimek aktivitasainak (aktualis expresszioinak) hagyomanyos mérése
majszovetet igényel, amely jelentds hatranynak tekinthetd klinikai szempontbdl. Rdadésul az
invaziv ma4jbiopszia (tlibiopszia) esetében rendelkezésre allo szévet mennyisége nem
elegendd a CYP-enzimaktivitasok meghatarozasdhoz. A majban levd CYP mRNS szintek és
az egyes enzimaktivitasok kozotti kapcsolatrol ugyan mar kordbban is szdmos esetben
beszdmoltak, de a vér (ill. a vérbdl izolalt leukocitak) CYP-expresszios profilja és a maj
gyogyszerlebontd-kapacitasa kozotti Osszefliggésekre Temesvari €s munkatarsai (2012)
vilagitottak rd. Ugyanis a vérbdl izolalhato fehérvérsejtek CYP expresszigja tiikr6zi a maj
CYP-aktivitasat, igy egyszerli vérvizsgdlattal informéciot nyerhetiink a maj aktudlis
gyogyszerlebontd-képességérol.

Hogy pontosan meg tudjuk becsiilni egy beteg aktualis gydgyszerlebonto-képességét,
ismerniink kell a genotipust, és normal (vad) genotipusu egyénekben az adott gén
expressziojat is. E kétiranyn megkozelitést alkalmazo diagnosztikai rendszer, a CYPtest'"
eredményei alapjan lehetdéség van a gyogyszeres terdpia személyre szabott beallitdsara. A
komplex diagnosztikai rendszer a beteg vérmintdjanak vizsgalataval lehetdséget biztosit a
CYP-enzimdefektusok, vagy a jelentésen megndvekedett/lecsokkent CYP-expresszio
meghatarozasara, amely ravilagithat a gyogyszeres terdpia modositasdnak sziikségességére. A
beteg ¢letmindségét jelentOsen javithatja, ha az esetleges gyodgyszer-metabolizmust €rintd

hidnyossagokat még idében észleljiik, €s egyedi terapiat alakitunk ki az adott beteg szamara.



2. Célkittizések

A konvencionalis valproat-adagolads szimptéma-fiiggd, vagyis addig emeljiik a doézist,
ameddig elmulnak a tiinetek, és visszavesziink az adagbol, amennyiben mellékhatést
észleliink. Kutatdsaink soran azt vizsgaltuk, hogy molekularis diagnosztikai moédszer
(CYPtest™) segitségével - még a valproat-kezelés inditasa el6tt - megjosolhato-e az egyéni
valproat-sziikséglet. Igy elkeriilhetnénk az aluldozirozast és a taladagolas okozta toxicitast, a

kezeldorvosok, €s nem utolsd sorban a beteg gyermekek, ill. sziileik megelégedésére.

Ezek alapjan alabbi kérdeésekre kerestiik a valaszt:

* Epilepszias gyermekek esetében a CYP2C9-genotipizalas onmagéban eldre jelezheti-e a
gyenge valproat-metabolizmust? Van-e jelentdsége a CYP2C9-expresszionak?

* A magyarorszagi epilepszids gyermekpopulacid CYP2C9 genetikai polimorfizmusa
hasonlit-e az eurdpai fehér populdcidohoz?

* Epilepszids gyermekek esetében van-e Osszefliggés a CYP2C9-statusz (CYP2C9-
genotipus, CYP2C9-expresszid) €s a valproat kialakult vérszintje kozott?

e (CYP2C9-genotipizalas és CYP2C9-expresszid kombinacidja eldre jelezheti-e a sziikséges
céldozist?

* Klinikailag hatékony lehet-e a CYP-statusz alapu dozirozas?

* Haigen, csokkenti-e a mellékhatasok kialakuldasanak lehetdségét?



3. Vizsgalati modszerek

A célkitizéseknek megfelelden két vizsgalatot terveztiink. Ez elsé vizsgalat sordn az
epilepszidas gyermekek CYP2C9-genotipusanak és CYP2CO9-expresszidjanak feltérképezése
mellett Osszefliggést kerestiink a betegek CYP2C9-statusza, és a valproat kialakult
szérumszintje, illetdleg a terdpias vérszint eléréséhez sziikséges dozis kozott. A masodik
vizsgalat soran pedig arra kerestiik a valaszt, hogy a valproat-kezelés inditasa elott
feltérképezett CYP2CO9-statusz, ill. az ez alapjan tervezett gyogyszeres kezelés jelent-e elonyt
az optimalis vérszint elérésében, ill. csokkenthetdk-e a gyogyszer mellékhatasai.

A vizsgalatokba a Semmelweis Egyetem II. sz. Gyermekklinik4jan, ill. a Heim Pal
Gyermekkoérhaz Madarasz utcai részlegén kezelt 15 évesnél fiatalabb gyermekeket vontunk
be. A gyermekek tjonnan felismert epilepszias betegek voltak, akik valproat monoterdpiaban
részesiiltek. A vizsgalatok elvégzéséhez a Heim P4l Gyermekkorhdz FEtikai Bizottsaga
(SZFG/2010/00167) ill. az Egészségiigyi Tudoméanyos Tandcs Tudoményos és Kutatasetikai
Bizottsaga (13189-1/2011 ETT TUKEB ) jarult hozza. A gyermekek sziilei vagy térvényes
képviseldi részletes szdbeli, ill. irasbeli felvildgositasban részesiiltek, ¢s a betegek csak a

sziilok/képviselOk irasbeli hozzajarulasat kovetden keriiltek be a vizsgalatba.

Az 1. klinikai vizsgalat

Az 1. vizsgalat a betegek CYP2C9-statusza €s a valproat vérszintje, valamint alkalmazott
dozisa kozti Osszefliggéseket tarta fel. A vizsgalatba 50, generalizalt, ill. fokéalis epilepszidban
szenvedd, valproatot szedd gyermeket vontunk be. Azokat a gyerekeket, akik az epilepszidn
kiviil mas betegségben is szenvedtek, ill. a valproaton kiviil mas gydgyszert is kaptak, vagy
akiknél a valproat-kezelés 1d6kozben felfiiggesztésre keriilt, a vizsgalatbol kizartuk.

A betegek demografiai adatait, ill. az antikonvulziv kezelés részleteit rogzitettiik. A csoportba
30 lany ¢és 20 fiu kertlt be, atlagéletkoruk 6,75 (0,5-15) év volt. Minden beteg a kaukézusi
rasszba (europai fehér populdcidohoz) tartozott. A betegektdl a valprodt monoterapia
megkezdése el6tt vérmintat vettiink CYPtest'™ elvégzése céljabol, majd a szokésos klinikai
protokoll alapjan, a testtomeghez igazitott céldozis fokozatos bedllitdsa tortént. A kezelést
alacsony valproat adaggal (10-15 mg/kg) kezdtiik, majd fokozatosan emelve, 5-10 nap alatt
értiik el a céldozist. A gyogyszeradagot a megfeleld klinikai valasz (rohammentesség)
eléréséig emeltiik (az adag egyes esetekben tobb vagy kevesebb is lehetett a tervezett
céldozishoz képest); mellékhatds, ill. magas szérumszint észlelése esetén a dozist
csokkentettiik. A szérum valproat-szintjét a kezelés kezdetét kovetden kettd ill. négy hét

elteltével ellendriztilk. A 4. héten mért gyodgyszerszintet tekintettilk a stabil steady-state



vérkoncentracionak. A vérszint, ill. az aktudlisan adagolt valproat-mennyiség adatait,

valamint a CYPtest'" vizsgalat eredményeit retrospektive dolgoztuk fel.

A II. klinikai vizsgalat

A 1I. vizsgalatban 6sszehasonlitottuk a klasszikus valproat terapidban, valamint a CYP2C9-
statusz vezérelt terapidban részesiild betegek klinikai adatait, eredményeit. Ebbe a vizsgalatba
99 epilepszids, 15 év alatti gyermek keriilt be. A vizsgalatbol kizartuk azokat a betegeket,
akiknél valamilyen okbdl kifolyolag megszakitasra keriilt a valproat-kezelés. A retrospektiv
adatgytijtés soran a 2006 ¢és a 2014 kozott Gjonnan diagnosztizalt epilepszias betegek adatat
dolgoztuk fel. 2010 el6tt (kontrollcsoport, 47 beteg) konvenciondlis, tiinet-vezérelt valproat-
kezelés tortént, mig 2010-t61 kezdddden 52 beteg CYP2C9-statuszanak felmérése
(CYPtest™) alapjan tortént meg a gyogyszerbeallitas (az 1. klinikai vizsgalat eredményei
szerint, a CYP-statusz alapjan kalkuldltuk a megfeleld egyéni gyogyszersziikségletet -1d.
késobb). A CYPtest csoportba 28 lany és 24 fiu keriilt be, atlagéletkoruk 6,25 év volt. A
konvencionalis kezelésben részesiilt kontrollcsoportba 16 lanyt és 31 fiat véalogattunk be,
atlagéletkoruk 8 év volt.

A CYP-statusz alapjan végzett gydgyszerbedllitas elott, ill. ezt kdvetden rendszeresen
tortént vérvétel a haematoldgiai (fehérvérsejt-, vorosvértest-, thrombocyta-szam), ill. az egyéb
biokémiai paraméterek (ALP, GOT, GPT, GGT, kalcium, foszfor) ellendrzésére. A szérum
valproat-szinteket kéthetente vizsgaltuk. Ammoniaszint meghatarozéas csak akkor tortént, ha
azt a tiinetek indokoltdk. Minden, a kezeléssel kapcsolatos mellékhatéast feljegyeztiink, ill.
sulyos (hyperammonaemia, haematoldgiai eltérések, zavartsag) és enyhe (aluszékonysag,
faradtsag, enuresis, hajhullas) csoportba soroltuk azokat.

A CYPtest csoport betegei az 1. vizsgalat megallapitasai alapjan kaptak a gyogyszeres

kezelésiiket:

* Amennyiben két CYP2C9 mutans allél igazolddott, a valproat-kezelés inditasat

kontraindikaltuk, alternativ antiepileptikum alkalmazasat javasoltuk.
* Egy muténs all¢l esetében csokkentett gyogyszeradagot alkalmaztunk (10-20 mg/kg).

* Mutacié nélkiili esetekben (CYP2C9*1/*1) a gybdgyszeradagolast az adott CYP2C9-
expresszio varhatd gyogyszersziikséglete alapjan kalkulaltuk: normal expresszio esetén 30-
40 mg/kg-ot, alacsony expresszid esetén 10-20 mg/kg-ot, mig magas expresszio esetén 40
mg-nal nagyobb céldozis adasat iranyoztuk eld.

A kontrollcsoport a standard klinikai protokoll alapjan, testtomegre vonatkozoan kapta a

kezelést, a céldozis 20-40 mg/kg volt.



A vérmintik feldolgozasa, valproatszint-mérés, CYPtest™™ vizsgalat

A valproat vérszintjének meghatdrozasdhoz a vért a reggeli gydgyszerbevételt megelézden
vettiilk le. Valproat-meghatarozast kéthetente végeztiink, fluoreszcencia polarizacios
immunoassay modszer segitségével (AxSYM Valproic Acid Assay, Abbott Laboratoties, IL).
A 2. heti mérés alapjan, ha sziikséges volt, mddositottunk a valproat adagolasan, azonban
stabil vérszintnek a 4. heti eredményt tekintettiik. Normal (terapias) szérum valproat-szintnek
a 40 és 100 pg/ml kozotti értéket tekintettiik.

A CYP2C9-genotipizalas ¢és CYP2C9-expresszid6 —meghatirozasa az MTA
Természettudomanyi Kutatokdzpontjaban tortént, ahova hiitve, a vérvételt kovetdéen 4 6ran
beliil szallitottuk at a mintakat. Itt a vérmintdkbol fehérvérsejt, majd DNS-izolalast kdvetden,
meghataroztuk a betegek CYP2C9-genotipusat, tovabba a fehérvérsejtekbdl RNS-izolalast és
mRNS mennyiségi meghatarozast kvetéen meghataroztuk a betegek CYP2C9-expressziojat.
A CYP2(C9-genotipizalasra  “hydrolysis  single-nucleotide-polymorphism  analysis”
modszerrel, TagMan-probak (BioSearch Technologies, Novato CA) felhasznalasaval keriilt
sor. A CYP2C9-expresszid6 meghatarozasara a leukocytdk teljes RNS-tartalmat reverz-
transzkripcioval, egyszala cDNS-re irtuk at. Az igy nyert cDNS-t real-time PCR modszerrel
vizsgaltuk CYP2C9 UPL-proba alkalmazasaval (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany).
A CYP2C9 mRNS mennyiségét a standard “house-keeping” gén, a GAPDH (glyceraldehyde
3-phosphate dehydrogenase) szintjéhez viszonyitottuk.

A kapott értékek alapjan a CYP2C9-expressziot Temesvari €s munkatarsai (2012)
szerint harom csoportba soroltuk: 5%10 érték alatt alacsony expresszioju csoportba (low
expresser); 2,5%10° felett magas expresszidju csoportba (high expresser); a két érték kozott
pedig atlagos expresszidju csoportba (intermediate vagy normal expresser) kategorizaltuk a

betegeket.

Statisztikai analizis

1 Vizsgalat

A valproat szérumszintjeit a dozissal, ill. testtomeggel normalizaltuk és(ug/ml)x(dozis mg /ttkg)”
értékben fejeztiik ki. A kiilonbozé CYP2C9-statuszhoz tartozo normalizalt valproat-szinteket,
¢s a terapias vérszint (40-100 pg/ml) eléréséhez sziikséges, ttkg-szerinti dozisokat
meghataroztuk. A kiilonb6z6 CYP2C9-statusz csoportok kozotti kiilonbségeket Kruskal-
Wallis-, ill. Dunn-teszt segitségével hataroztuk meg. Az eltéréseket a P< 0,05 értéknél

tekintettiik statisztikailag szignifikdnsnak.



I1. Vizsgalat

A valproat-szintek, a haematologiai-, ill. biokémiai paraméterek elemzése a GraphPad Instat
(v3.05, GraphPad Software, San Diego, CA) szoftverrel torténtek. A paraméterek eloszlasat
Kolmogorov-Smirnov teszttel, a csoportok kozotti dsszehasonlitast Mann-Whitney U-test
segitségével végeztik. A CYP2C9-vezérelt kezelés elonyeit a klasszikus kezeléshez képest a
terapids tartomanyon beliili valproat-szintek, ¢és hematologiai, biokémiai paraméterek
Osszehasonlitdsdval mértiik fel. Szintén Gsszehasonlitottuk a mellékhatdsok gyakorisagat. A
két csoport kozotti kiilonbségeket Fischer-teszt segitségével értékeltiik. Az eltéréseket a P<

0,05 érteknél tekintettiik szignifikansnak.



4. Eredmények

A gyermekek CYP2C9-statusza

Az 1. vizsgélat soran 58 Ujonnan diagnosztizalt epilepszids gyermeknél (€letkor < 15 év)
meghataroztuk CYP2C9 genetikai hatteret, és CYP2C9-expressziot. A betegek kozel 30%-a
polimorf CYP2C9 allélt (CYP2C9*2, CYP2C9*3) hordozott, azonban csak egy betegnél
talaltunk homozigoéta mutans genotipust (CYP2C9*2/*2). A betegnél a CYP2C9 varhato
miukodésképtelensége miatt nem valproat-alapu antiepileptikum terépidt javasoltunk ¢és a
tovabbi vizsgalatokbol kizartuk. A CYP2C9-expresszios vizsgalatok eredményei alapjan
megallapitottuk, hogy a betegek tobb mint a fele (56%) alacsony CYP2C9-expressziot
mutatott €s mindossze két betegnél detektaltunk magas CYP2C9 mRNS szintet. Ez utobbi két
gyermeket a tovabbi vizsgalatokbol ki kellett zarnunk, mivel idékozben a valproat
hatastalansaga — feltehetéleg a valproat fokozott metabolizmusa - miatt mas antikonvulziv
gyogyszer keriilt beallitasra. Tovabbi 6t beteget szintén kizartunk a vizsgalatbol hidnyos
adatok, ill. nem valproat monoterapia inditdsa miatt. A fennmaradd 50 beteg kozel
egyharmadéanal egy allélt érintd mutaciod igazolddott (CYP2C9*2 vagy CYP2C9*3). Az 1.
vizsgalatba bevalasztott betegeknél a polimorf allél-gyakorisag (CYP2C9*2 - 9%; CYP2C9*3
- 6%) hasonl6 a kaukdzusi populaciora jellemz6 irodalmi adatokhoz (11 €s 7 %).

A CYP2C9-génexpresszios vizsgalatok alapjan megallapitottuk, hogy a mutacioval
nem rendelkezd betegek kozel kétharmadénal alacsony expresszio volt kimutathatd, és az
alacsony CYP2C9-expresszalok ardnya a teljes betegcsoportra vetitve is igen magasnak
tekinthetd (tobb, mint 50%). Ez kiilondsen szokatlan, hiszen a gyermekeknél altalaban
tapasztalhatd CYP-expresszid lényegesen magasabb a felnéttekhez képest. Temesvari és
munkatarsai (2012) altal meghatarozott CYP2C9 alacsony expresszids cutoff érték (<5*107)
a felnétt, egészségesnek tekinthetd populacio 25%-at mindsiti alacsony expresszalonak.

A CYP2C9-statusz (genotipus ¢és expresszio) alapjan a betegcsoportot két f6
kategériara bontottunk - homozigota vad CYP2C9*1/*1 és heterozigbta CYP2C9*1/mut
genotipusokra (CYP2C9*1/*2 vagy CYP2C9*1/*3) -, melyeket tovabbi alcsoportokra
osztottunk fel: alacsony (gyenge), atlagos (normal), ill. magas expresszalokra.

Bar azt gondolnank, hogy a polimorf allélt nem hordoz6 betegek normalis, atlagos
gyogyszer-metabolizald képességgel rendelkeznek, mégis a homozigdta “vad genotipust”
csoport mindossze 12 betege bizonyult atlagos gydgyszerlebonto-képességiinek. A
CYP2C9*1/mut csoportban is megfigyelhetd alacsony, ill. normal CYP2C9-expresszio. Ez
nem meglepd, hiszen a muténs allélek is atirodnak mRNS-re és a csokkent funkci6ji enzim is

expresszalodik. A polimorf allél expresszidjat is ugyanugy befolydsoljdk a korabban mar
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emlitett endogén és kornyezeti hatasok (pl. életkor, betegség, gydgyszeres terapia), mint a vad
tipust allél atirodasat. Azonban hidba latunk normal CYP2C9-expressziot a polimorf allélt

hordoz6 betegeknél, fenotipusosan csokkent gyogyszer-metabolizmust varhatunk.

A betegek valproat-szintjei, ill. dozissziikségletei

Az 1. vizsgélatba bevont 50 gyermeknél a statisztikai analizis szignifikans kiilonbséget
mutatott a kiilonb6zd CYP2C9-statuszl betegek dozissal €s testtomeggel normalizalt szérum
valproat-szintjei kozott. A normalizalt szérum valproat-koncentraciok szignifikansan
alacsonyabbak voltak az atlagos enzimexpressziot mutatd, homozigoéta vad genotipusu
(CYP2C9*1/%]) gyermekek esetében (2,12 (ug/ml)x(dézis mg/ttkg)'), mint alacsony
expresszioju  gyermekeknél (5,13 (ug/ml)x(dozis mg/ttkg)'). Szintén magasabb
gyogyszerszintek alakultak ki a polimorf allélt hordozo betegek (CYP2C9*2 vagy
CYP2C9*3) esetén, akar normal expressziot (4,33 (ug/ml)x(dozis mg/ttkg)™), akar alacsony
expressziot mutatott az illeté beteg (5,54 (ng/ml)x(dézis mg/ttkg) ™).

A homozigota vad genotipust (CYP2C9*1/*1) ¢és alacsony génexpresszioju
gyermekeket, illetdleg a polimorf allélt hordoz6 (CYP2C9*1/mut) betegeket 6sszehasonlitva a
CYP2C9*1/*1 genotipust, normal mértékben expresszaldo csoporttal, 2-3-szor magasabb
gyogyszerszintet észleliink azonos mennyiségli gydgyszer bevitele mellett. Ha a polimorf
alléllal rendelkezd heterozigota csoportokat az alacsony CYP2C9-expresszioji homozigota
vad CYP2(C9-genotipusu betegekkel hasonlitjuk Ossze, a normalizalt szérum valproat-
szintekben szignifikans kiilonbség nem mutatkozik.

A jelenlegi antiepileptikus kezelés klinikai gyakorlata a “steady state” valproat
szérumkoncentraciot 40 és 100 ug/ml kozott tartja optimalisnak. E terdpias tartomanyt a 30-
40 mg/kg ceéldozis beallitasaval javasolt elérni. Megfigyelésiink szerint az alacsony
expresszioja CYP2C9*1/*1 genotipusu, ill. a mutacioét hordozo heterozigota (CYP2C9*1/*2
vagy CYP2C9*1/*3) paciensek szignifikdnsan alacsonyabb valproat-dozist igényeltek a
terapias vérszint eléréséhez, szemben a normal expresszioji homozigota csoporttal.

A megfeleld szérumszint eléréséhez sziikséges dozis hasonlo az alacsony expresszioju
homozigoéta, ill. a heterozigdta csoportokban: CYP2C9*1/*] alacsony expresszalok esetében
17,8 mg/kg, CYP2C9*I/mut normal (atlagos) expresszalok esetén 16,7 mg/kg, mig
CYP2C9*1/mut alacsony expresszaloknal 13,8 mg/kg valproat-dozis volt sziikséges a terapias
vérszint eléréséhez. A normal expresszidju, homozigdta CYP2C9*1/*1 genotipusu betegek
esetében azonban mar atlagosan 33 mg/kg-ra volt sziikség. Ezek alapjan a hagyomanyos, 30-
40 mg/kg-os céldozis csupan a betegeink negyedének (24 %) volt megfeleld, azoknak, akik

mutacioval nem rendelkeztek és a CYP2C9-enzimet normal mértékben expresszaltak.
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Osszességében tehat elmondhatd, hogy a CYP2C9-stitusz befolyasolja a valproat
szérumkoncentraciot, csakigy, mint az optimalis terapias vérszint eléréséhez sziikséges dozist
epilepszids gyermekek valproat monoterapias kezelése soran. Kovetkezésképpen az alacsony
génexpresszid a valprodt metabolizmusaban (ill. a valproat dozissziikségletben és
szérumszintekben) ugyanolyan hatast valt ki, mint a gyenge metabolizmust okoz6é mutécio.
Emellett azonban a CYP2C9 polimorf allélt hordozod betegek esetén a valproat-lebonto
képesség fiiggetlen a CYP2C9-expressziotol (CYP2C9*1/mut alacsony expresszalo, ill.

CYP2C9*1/mut normal expresszald csoportok kozott nincs szignifikans kiilonbség).

CYP-statusz alapjan végzett gyogyszeres kezelés

A 1II. vizsgalat soran a gyogyszeres kezelés inditasa el6tt a CYPtest csoportban (N=52)
meghataroztuk a CYP2C9-genotipust, ill. CYP2C9-expresszidt, és ez alapjan allapitottuk meg
a valproat céldozisat. A kontrollcsoportban a gyogyszeres kezelés bedllitdsa, valamint a
céldozis megallapitasa konvencionalis modon, testtdmeg alapjan tortént. A CYPtest'™
vizsgalat alapjan egy betegnél észleltiink homozigéta (CYP2C9*2/*2) mutacidt, emiatt a
valproat-kezelést kontraindikaltuk. A gyermeket a tovabbi vizsgélatokbdl, ill. elemzésbol
kizartuk. Az el6z6 vizsgalati adatokkal 6sszhangban a polimorf allélt nem hordozo betegek
2/3-a gyengén expresszalta a CYP2C9-enzimet. Igy Gsszességében a CYP-sziirt csoportba
tartozo betegek 74,5%-andl alacsonyabb dozisu (10-20 mg/kg) kezelést iranyoztunk eld,
ellentétben a normdl expressziot mutatd betegekkel (30-40 mg/kg). Annak ellenére, hogy a
kontrollcsoporthoz képest a CYP-sziirt betegek egy része joval kevesebb gyogyszert kapott, a
gyogyszer klinikai hatdsdban nem volt kiilonbség, a két csoportban azonos
rohamgyakorisagot €szleltiink.

Bar a betegek 1 hoénapos gydgyszerszedést kovetd stabil valproat-szintjei nem
mutattak szignifikans kiilonbséget, a terapias vérszinttdl (40—-100 pg/ml) vald eltérés mértéke
lényegesen kiilonbozott a két csoportban (2,98 vs 21,2 pg/ml), sét a terapias vérszinttdl valo
eltérés szignifikansan ritkdbb volt a CYPtest csoportban (9/51 vs. 21/47).

A biokémiai ill. hematologiai paramétereket monitorizdlva probaltuk észlelni mindkét
csoportban a mellékhatasok kialakuldsanak els6 jeleit. A laborértékeket (majfunkcids
paraméterek, kalcium, foszfor, fehérvérsejt, vorosvértest, thrombocyta) a gydgyszerszedés
kezdetekor mért kiinduldsi szintekhez viszonyitottuk. A kiindulasi laborértékek minden
betegnél a normal tartomanyban voltak. Egy honappal a terdpia megkezdését kovetden mért
hematoldgiai paraméterekben a csoportok kozott nem volt kiilonbség. A biokémiai markerek
koziil egyediil az alkalikus foszfatdz szintjében volt eltérés. A kontrollcsoportban

szignifikdnsan magasabb alkalikus foszfatdz-szinteket észleltiink, mely akar hepatotoxicitasra,
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akar csontanyagcsere-zavarra is utalhat. Mindemellett a transzamindz, a kalcium-, ill.
foszforszintekben sem észleltiink kiilonbséget a csoportok kozott. Az alkalikus foszfataz
szintje gyermekeknél az életkorral jelentdsen valtozik, azonban az altalunk észlelt, egy honap
alatt bekovetkezett valtozas inkdbb a valproat-kezelésnek tudhatd be, mintsem életkorbol
ad6do enzimemelkedésnek, hiszen a betegek életkoreloszlasa hasonld volt mindkét
csoportban. Emelkedett szérum alkalikus foszfataz szinteket taldltunk a kontroll betegek
csaknem felénél, mig a CYPtest csoport betegeinek csupan 4 %-anal észleltiik emelkedett
alkalikus foszfataz értékeket.

Valproathoz kotheté sulyos mellékhatasok kevésbé fordultak eld a CYPtest csoportban. A
kontrollcsoport leggyakoribb (17%) sulyos mellékhatasa a hyperammonaemia (>50 umol/l, de
100 umol/l is el6fordult!) mindig magas alkalikus foszfatdz szintekkel (>750 U/1, de 1200 U/l
is eldfordult!) tarsult, és a magas ammoniaszintek mellett aluszékonysag, faradékonysag,
eszméletvesztés, vagy viselkedészavar is kialakult. Az egyes mérsékelt mellékhatasok
tekintetében szignifikans gyakorisagbeli kiilonbség nem volt a két csoport kozott, bar az
megjegyzendd, hogy az Osszes mérsékelt mellékhatas gyakorisagat tekintve szignifikans

kiilonbséget talalunk a két csoport k6zott (P=0,05).
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5. Kovetkeztetések

crcr

képessége. Az adott pillanatban tapasztalhatd metabolizacids-képesség kovetkezménye a
megfeleld terapias valasz, vagy ennek elmaradasa, ill. adott esetben a toxikus mellékhatasok
kialakulasa is. Jelen tudasunk szerint a felndtteknél nem a CYP2C9-medialta metabolikus ut
az elsédleges a valproat lebontasdban. Vizsgalatunkban igazolni tudtuk, hogy a 15 év alatti
korosztalyban a CYP2C9 kiemelkedd jelentdséggel bir a valproat metabolizmusaban. A
hagyomanyos dozirozéassal szemben a CYP2C9-genotipizaldsnak van valamennyi jelentdsége
a valproat-kezelés inditasa el6tt, azonban kizardlag a genotipusra tamaszkodo
gyogyszerbedllitas sordn konnyen tuldozirozhatjuk a beteget. A tuldozirozds oka az lehet,
hogy a valos gyogyszerlebonto-kapacitdshoz képest a genotipus alapjan sokkal tobb normal
metabolizmust beteget varunk. A CYP2C9*I1/*1 genotipus ellenére észlelt gyenge
metabolizmus oka az epilepszias betegeknél a rohamok soran felszabadulo6 citokinek okozta
CYP2C9 ’down-regulacio’ miatt kialakuld CYP2C9-fenokonverzio. Ezért a gyerekek
antiepileptikus kezelése eldtt a genetikai- €s nem genetikai faktorok ereddjeként kialakult
aktudlis CYP2C9-statusz feltérképezése kiemelkedd jelentdséggel bir.

A személyre szabott, CYP2CO-statusz vezérelte gyodgyszeres kezelés epilepszids
gyermekek esetén segiti a megfeleld gyogyszervalasztast és a valproat célddzisanak helyes
meghatarozasat. Az idedlis terapids vérszint kialakulasa csOkkenti a toxikus mellékhatdsok
(pl. hyperammonaemia, emelkedett alkalikus foszfatdz-szint) kialakuldsanak kockazatat. A
személyre szabott gyogyszeres kezelés noveli a valproat alkalmazhatosaganak biztonsagat az
egyik legsériilékenyebb betegcsoport, a gyermekek esetében.

A celkitlizésekben felvetett kérdéseinkre az alabbi valaszokat kaptuk vizsgalataink

soran:

* Epilepszias gyermekek esetében a CYP2C9-genotipizalas onmagédban csak a betegek
30 %-andl jelzi elére a gyenge valproat-metabolizmust. A CYP2C9-enzim aktuélis
expressziojanak ismerete kiemelkedd jelent0ségli ebben a populacioban. Kizarolag a
CYP2C9-genotipizalas eredményére tamaszkodva az aktudlis gyogyszerlebontd-
képesség tulbecstilhetd.

* A magyarorszagi epilepszids gyermekpopulaci6 CYP2C9 genetikai polimorfizmusa
megegyezik az eurdpai fehér populdcidoban mért irodalmi adatokkal.

* Epilepszias gyermekek esetében a CYP2C9 fenokonverzidja igazolhatd, vagyis a

mutaciomentes  (CYP2C9*1/*]  genotipusu)  betegek  2/3-4ndl  alacsony
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enzimexpresszid mérhetd, mely oka maga az epilepszia-betegség (ill. a rohamok soran
felszabadul¢ citokinek) lehet.

Epilepszias gyermekekben szoros korrelacio figyelheté meg a CYP2C9-statusz, €s a
kialakult normalizalt valproat vérszint kozott, mely egyben azt is bizonyitja, hogy a
valproat metabolizmusanak legfontosabb enzime gyermekkorban a CYP2C9.

A CYP2C9-genotipizalas és CYP2C9-expresszid egyiittes értékelése elore jelezheti a
megfeleld valproat dozissziiksegletet.

A CYP2C9-statusz vezérelt, egyénre szabott gyogyszeres kezelés klinikailag
ugyanolyan hatékony, mint a hagyomanyos gyogyszerbedllitds (azonos
rohammentesség).

A CYP2C9-statusz alapjan végzett gyodgyszerbedllitds csokkenti a terapias valproat
vérszint-tartomanytol jelentdsen eltérd koncentraciok, valamint a valproat okozta

mellékhatasok kialakulasanak kockazatat.
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