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Roviditések jegyzéke

ALP: alkalikus foszfataz

cDNS: komplementer (complementary) dezoxiribonukleinsav

CYP: citokrém P450

EEG: elektroencephalogram

EM: gyors (extensive) metabolizalo

GABA: gamma-amino-vajsav (gamma-aminobutyric acid)

GAPDH: gliceralaldehid 3-foszfat dehidrogenaz (glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase)

GGT: gamma-glutamil transzferaz (yGT)

GOT: glutamat-oxalacetat aminotranszferaz

GPT: glutamat-piruvat transzaminéz

IM: atlagos (intermedier) metabolizal6

LC-MS: folyadékkromatografia —tomegspektrometria (liquid chromatography—mass
spectrometry)

mRNS: hirvive (messenger) ribonukleinsav

NADPH: nikotinamid adenin dinukleotid foszfat (nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate)

PCR: polimeraz lancreakcio (polymerase chain reaction)

PM: gyenge (poor) metabolizalo

SNP: egypontos nukleotid-polimorfizmus (single nucleotide polimorfism)

UGT: uridin 5'-difoszfo (UDP)-gliikuronoziltranszferaz (uridine 5'-diphospho
glucuronosyltransferase)

UPL: Universal Probe Library

VPA valproat (valproic acid)



DOI:10.14753/SE.2017.1974

1. Bevezetés

A betegek gyodgyszer-hatdéanyagokra adott valasza nagymértékben eltér azonos dozisu
hatdanyag alkalmazéisa mellett is. Raadasul nemcsak az egyes betegek, hanem a gyermekek és
a felndttek gyogyszerre adott valasza kozott is markans kiilonbség mutatkozik. Ez az eltérés
megmutatkozhat csokkent gydgyszerhatékonysagban, ill. ellenkezdleg, toxikus mellékhatasok
fokozott megjelenésében is. A kiilonbség tobb tényezOnek is tulajdonithatd, egyik
legfontosabb a gydgyszerlebontdsban szerepet jatszo enzimek genetikai €s expresszids
variabilitdsa. A gyogyszer-metabolizmus legfontosabb helye a m4j, azonban sok mas
szervben is torténik biotranszformécid lényegesen kisebb intenzitassal (tiido, bélfal, vese,
agy). A lipofil gyogyszer-vegyliletek a metabolizmus sordn vizoldékonyabba valnak, igy
konnyebben kiiiriilnek a vizelettel vagy az epével. A biotranszformacid elsd fazisu reakcioit
elsddlegesen a citokrom P450 (CYP) csaladba tartozd enzimek katalizaljak. A lebontas nagy

A molekularis diagnosztikai modszerek, vagyis - mas néven - a farmakogenetikai
vizsgalatok célja kideriteni, hogy miért is hatnak kiilonbozéképpen a gydgyszerek az egyes
van az, hogy a sokaknal jol mikodd gyogyszerek egyes pacienseknél nem kelléen, vagy
egyaltalan nem hatékonyak, esetleg sulyos mellékhatasokat okoznak. Kiilondsen olyan
¢leten at tartd - gyogyszeres kezelést kap. Ilyen tartés gyogyszeres kezelés a gyermekek
antiepileptikus terapidja is.

A gyermekkori epilepszidk egyik elsoként valaszthatdo gyodgyszere a valproat.
Felndttekben e szer lebontédsa leginkabb gliikkuronidacio (40%), ill. mitokondrialis B-oxidacio
(30-40%) Uutjan torténik, a CYP-enzimek csak kismértekben katalizaljak a valproat
metabolizmuséat. Gyermekekben azonban, kiilondsen a kicsiknél, a gliikkuronidacié nem
miukodik, a B-oxidaciot a tartds valproat-szedés gatolja, ennek megfeleléen a CYP2C9-enzim
miikodése keriil eldtérbe. Ugyanakkor a CYP-enzimek expresszidja gyermekekben
lényegesen magasabb, mint felndtteknél.

fgy gyermekeknél, a szinte kizarolagos CYP2C9-metabolizmus miatt a valproat
szedése sordn igen sulyos, akar életet veszélyeztetd toxicitas is felléphet, ha az enzimaktivitas
valamilyen okbol kifoly6lag csokkent. Ehhez nagyban hozzdjarul az, hogy a szer terapids és
toxikus vérszintje kozott viszonylag kicsi a kiilonbség, emellett a testsulyra vonatkoztatott

doézisok igen nagy egyéni kiilonbséget mutathatnak a kiilonb6zd korosztalyokban.
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A konvencionalis valproat-adagolads szimptéma-fiiggd, vagyis addig emeljiik a doézist,
ameddig elmulnak a tiinetek, ¢és visszavesziink az adagbol, amennyiben mellékhatast
észleliink. Kutatdsaink sordn azt vizsgaltuk, hogy molekularis diagnosztikai modszer
segitségével - még a valproat-kezelés inditasa el6tt - megjosolhatd-e az egyéni valproat-
szilkséglet. Igy elkeriilhetnénk az aluldozirozast és a tuladagolds okozta toxicitast, a

kezeldorvosok, €s nem utolsd sorban a beteg gyermekek, ill. sziileik megelégedésére.
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1.1. A xenobiotikumok biotranszformdcidja

Az €10 szervezetbe jelentds mennyiségli, valtozatos kémiai szerkezetli anyag keriilhet
be, melyeket xenobiotikumoknak (testidegen anyagoknak) neveziink. E vegyiiletek nagy része
apolaros, ezért konnyen atjuthatnak a sejtmembranokon (fazis 0. folyamat). A
biotranszformacid a testbe jutott idegen anyagok atalakitdsat, eliminaldsat jelenti, ami
létfontossdgi folyamat, hiszen a szervezetet az adott szer kdrositdé hatdsatol megovja
(Handschin és Meyer, 2003).

A méregtelenités soran e vegyiiletekbdl polaris, hidrofil anyagok képzddnek, melyek
az epével, vizelettel konnyen kivalaszthatoak. A testidegen anyagok metabolizmusa két
fazisra oszthato: a fazis I. és fazis II. folyamatokra (1. &bra). Az 1. fazisban elsdsorban a
monooxigenazok csoportjaba tartoz6 CYP-enzimek vesznek részt. A gybdgyszer-
metabolizmusban résztvevd CYP izoenzimek aspecifikusak, tobb kiilonb6z0 szerkezetli
szubsztrat atalakitasat is végzik. Tobbnyire oxidaljak a vegyiileteket, azonban redukcio ¢€s
hidrolizis is eléfordulhat (Ziegler és mtsai, 1994). Az els6 fazisban atalakult anyagok részben
kozvetleniil, részben konjugacidt kovetden kiiirithetdvé valnak a szervezetbdl. A fazis II.
folyamatok sordn maguk a xenobiotikumok, valamint a fazis 1. reakciok sordan képzodott
metabolitok kiilonb6z6 endogén vegyliletekkel konjugalodnak. A konjugacios folyamatok
soran keletkezett vegyiiletek polaritdsa ill. vizben valé oldékonysdga novekszik, ami a
szervezetbdl valo kiiirithetoséget tovabb fokozza (Jakoby €s mtsai, 1994).

A xenobiotikumok eliminaciojaban transzporterek is részt vesznek. A transzporterek
transzmembran fehérjék, szamos kiilonféle kémiai szerkezetli anyag (pl. lipidek, szteroidok,
gyogyszerek polipeptidek) széllitasat végzik az extra- ¢€s intracelluldris membranokon
keresztiil. Ezeket nevezziik fazis III. folyamatoknak (Stieger és Meier, 1998; Suzuki és

Sugiyama, 2000).
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1. abra. A biotranszformacio szakaszai (sajat abra)

1.1.1. A CYP-enzim szupercsalad

Omura ¢és Sato 1962-ben irtak le egy kiilonleges citokrém molekulat, melyet késdbb
»citokrom P450” enzimnek neveztek el. A P a pigment sz6 roviditése, a hem-tartalomra, a
szam pedig a redukalt enzim szén-monoxiddal alkotott komplexének 450 nm-nél képzett
jellegzetes abszorpcidés maximumara utal (Omura és Sato, 1964). A CYP-enzimek hem
tartalmi monooxigenazok, a hem-tiolat enzimcsaldd tagjai. A CYP-enzimek a molekularis
oxigénbdl szdrmazo egyik oxigénatomot épitik be a szubsztritba és ezzel parhuzamosan a
masik oxigénatom vizkilépéssel tavozik. A folyamathoz az elektronokat a NADPH-rdl a
NADPH-citokrém P450-reduktaz szallitja (Okita és mtsai, 1992).

A kutatasok kezdetén csak egyetlen CYP-enzim Iétezését feltételezték, de késdbb
szamos CYP format azonositottak, attdl fiiggden, hogy ezek szubsztrat-szelektivitisa ¢€s
bizonyos fizikokémiai sajatsdgaik mennyiben tértek el. Kideriilt, hogy szamos, kiilonb6z6

tulajdonsaggal rendelkez6 CYP-enzim létezik az €16 szervezetekben, jelenleg koriilbeliil 8000
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CYP izoenzim ismert, az emberi genomban 57 CYP-gén, valamint 58 pszeudogén van jelen
(Zanger, 2013).

A CYP szupercsaladot az enzimek aminosav-sorrend homoldgidja alapjan szamos
csaladra, ill. alcsalddra oszthatjuk. 40%-nal nagyobb aminosav-szekvencia egyezés esetén a
CYP izoenzimek azonos csaladokba, 60%-nal nagyobb homoldgia esetén azonos
alcsaladokba sorolhatoak (Lewis, 2001). Jelenleg 18 csaladot és 44 alcsaladot kiilonboztetnek
meg (Nelson, 20006).

A CYP betlijel utani els6 arab szam jeldli az enzimcsaladot, a kdvetkezd betli az
alcsaladot, végiil egy Gjabb szam jeldli magat a konkrét izoenzimet (pl.: CYP2C9).

A magasabb rendi allati szervezetekben legnagyobb mennyiségben a méj sima felszinii
endoplazmas retikuluméban, 1ill. a sejtmag ¢és a mitokondrium membranjaiban
expresszalodnak az enzimek. Kisebb mennyiségben megtalalhatok egyéb szervekben is,
példaul az agyban, a vesében, a tiidében, a 1épben ¢s a vékonybélben is (Waterman, 1992;
Schenkman és Griem, 1993).

Egy adott CYP-enzim egy vegyiiletbdl tobb metabolitot is képes eldallitani, ill.
ugyanazon szubsztrat atalakitasat kiilonbozé CYP-enzimek is végezhetik egyidejiileg (Porter
€s Coon, 1991; Juchau, 1990). Emberek esetében a gydgyszerek metabolizmusaban foként a
CYP3A4, CYP3AS5 CYP2D6, CYP2C9 ¢és CYP2C19, CYP1A2, CYP2B6, CYP2EI

izoenzimek vesznek részt.

1.1.2. A CYP — metabolizmus egyéni kiilonbségei, geno-
fenotipus

A gyodgyszerlebontasi—képesség egyéni kiilonbségeiért leginkdbb a fenti enzimek
genetikai polimorfizmusa felel6s. Néhany CYP-gén (CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP3A5)
rendkiviili genetikai variabilitast mutat, ami kiillonb6z6 (csokkent avagy fokozott miikddésii)
enzimvariaciok  1étrejottéért  felelds (Solus ¢és mtsai, 2004). 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) (Ingelman-Sundberg, 2001).

A muticiot nem hordozd genotipus a miikddoképes enzim expresszidjanak a
lehetéségét hordozza magéban, azonban a genetikusan determinalt enzimaktivitasokat

atmenetileg moduldlhatja szamos valtozo; kiilonb6z6 endogén (kor, hormonok, citokinek,
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majfunkcio, betegségek) és exogén tényezok (tdplalkozas, gyogyszerek, mérgek) kiillonbozo
génexpressziot eredményezhetnek, €s atmenetileg eltérd gyogyszermetabolizalo - képesség
kialakulasdhoz vezetnek (Monostory és Pascussi, 2008).

Egy olyan egyén, aki funkciovesztd mutaciot hordozé allélokkal sziiletett, csokkent
miikodésti vagy teljesen funkcioképtelen 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 eldbbiekben 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 1s eldfordulhat, a
génexpresszio fokozasaval (high expresser; pl. szteroidok, rifampicin ill. orbancfii-tea
hatdsara) atmeneti hyperexpresszio, ill. hypermetabolizmus is kialakulhat.

Fokozott metabolizmus (EM) Iétrejohet genetikus okok miatt is. A kaukézusi
populécidban pl. a CYP3AS enzim egy igen elterjedt mutacido (CYP3A45*3) kovetkeztében a
legtobb embernél miikodésképtelen. Mivel a CYP3AS és a CYP3A4 enzimek szubsztratjai
igen hasonldak, ha az adott egyén az atlagtol eltéréen a miikodoképes CYP3A45*1 allélt
hordozza, a méjban a CYP3AS5 enzim is miikkodOképes lesz, igy genetikusan determinalt
fokozott metabolizmusra lehet szadmitani a CYP3A szubsztratok vonatkozasdban (Monostory

¢és Pascussi, 2008).

1.1.3. Gyogyszerinterakciok, gatlas, indukcio

A CYP-enzimek csokkent vagy fokozott expresszidja jelentdsen befolyasolja a
xenobiotikumok sorsdt a szervezetben, ill. a vegyiilet farmakologiai €s toxikoldgiai
sajatsagait. Ebbdl kovetkezik, hogy a gyogyszerfejlesztés €s a gyogyszeres kezelés soran
egyarant lényeges ismerni a gyogyszer, ill. a kezelésben alkalmazott egyéb szer CYP-
indukdlo és gatlo tulajdonsagait (1. tablazat). A CYP-enzimindukcio tobbféle
mechanizmussal valdésulhat meg. Valodi indukcionak nevezziik, ha egy vegyiilet a nuklearis
receptorokon keresztiil fokozza valamely CYP-gén expresszigjat, ami a CYP mRNS, tovabba

az enzimfehérje mennyiségi novekedéséhez vezet. Az expresszid fokozdsanak masik



DOI:10.14753/SE.2017.1974

lehetséges mechanizmusa, ha a CYP mRNS, vagy az enzimfehérje életidejét valamely
vegylilet megnoveli, amely ugyancsak a CYP-enzim mennyiségi novekedéséhez vezet. Ez
utobbi hatast latszolagos indukcidnak nevezziik (Monostory és Pascussi, 2008). Az
enzimindukcid altaldban késleltetett hatasa, dozisfiiggd és az indukcids hatds lassan sziinik
meg az induktor vegyiilet eliminalasat kovetden (Handschin és Meyer, 2003).

A gyogyszer-interakciok egy része az adott hatdbanyag metabolizmusdban résztvevo
CYP-enzim miikodésének gatlasara vezethetd vissza. A gydgyszer-metabolizmusban
meghatarozo szerepet jatszd CYP-enzimek azonositasdval, a gyogyszer-kolcsonhatdsok
feltarasaval szamos mellékhatas kikiiszobolhetd. A gatlas lehet reverzibilis (kompetitiv és
nem kompetitiv), valamint irreverzibilis. A kompetitiv reverzibilis gatlas esetében a gatlo
anyag a szubsztrat enzimhez vald kotodését akadalyozza meg, ilyenkor a szubsztrat és az
inhibitor kozott versengés jon 1étre az enzimért (leggyakrabban az enzim aktiv helyéért). A
kompetitiv  inhibitor csokkenti az enzim-szubsztrdt komplex kialakuldsat adott
szubsztratkoncentracional, azonban a szubsztratkoncentracidt novelve az enzim-szubsztrat
komplex mégis kialakul. A nem kompetitiv reverzibilis gatlasnal a gatl6 anyag nem az enzim
aktiv centrumahoz, hanem valamely, a katalizisben szerepet jatsz6 oldallanchoz kotédik, vagy
katalizist. Az irreverzibilis gatlas sordn a gatlészer a gatlo hatdst az enzim irreverzibilis,

gyakran kovalens atalakitasaval éri el.

10
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1. tablazat. CYP-enzimek jelentésebb szubsztratjai, inhibitorai és indukalo dgensei (forras:

http.://medicine.iupui.edu/clinpharm/ddis/main-table/)

CYP -
Szubsztratok Inhibitorok Indukalé agensek
enzim
diclofenac, ibuprofen, phenytoin, rifampicin,
flukonazol, )
CYP2C9 | S-warfarin, tolbutamid, valproat, phenobarbital,
metronidazol
szulfametoxazol, trimetoprim orbancfii-tea
ticlopidin,
rifampicin,
S-mephenitoin, R-warfarin, ketokonazol,
) phenobarbital,
CYP2C19 | protonpumpa-gatlok, diazepam, | protonpumpa- .
szteroidok, orbancfii-
imipramin gatlok,
‘ tea
chloramphenicol
fentanyl, alfentanyl, lidocain,
benzodiazepinek, szteroidok,
makrolidok, daganatellenes grapefruit,
szerek (vincristin, etoposid, csillaggytimdlcs, rifampicin, barbiturat,
irinotecan, cisplatin, ketoconazol, carbamazepine,
CYP3A4/5 .
doxorubicin) ciclosporin A, fluconazol, szteroidok, orbancfii-
tacrolimus, carbamazepin, norfloxacin, tea
clonazepam, Ca-csatorna clarithromycin
blokkoldk, antihisztaminok,
statinok
B-blokkolok, antidepresszansok,
CYP2D6 | antipszichotikumok, lidocain, fluoxetin, kinidin dexametazon
kodein
CYP2E1 |isofluran, sevofluran, halotan disulfiram etanol
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1.1.4. Fenokonverzio klinikai jelentosége

A fenokonverzio definicid szerint azt jelenti, hogy a genetikusan determindlt normal
metabolizmus valamilyen okbol kifolydlag megvaltozik és a beteg gyenge (vagy ritkdn
fokozott) metabolizalo fenotipusu lesz. Ilyenkor, annak ellenére, hogy a genotipus valtozatlan
marad, az enzimaktivités illetve az expresszalodd enzimek mennyisége atmenetileg csokken.
Ennek oka leggyakrabban tarsult betegség, vagy a szervezetbe keriilt gyodgyszer, esetleg
taplalkozas soran bejuto vegyiilet lehet. Meg kell emliteni azt is, hogy az ¢€letkorral is valtozik
a CYP enzimek expresszidja. Az irodalmi adatok szerint, kisgyermekeknél lényegesen
magasabb, mint a pubertds kor utan, vagy mint a felnétt korban mérhetd érték, majd 1dds
korban jelentds csokkenés kovetkezik be (Ginsberg és mtsai, 2002). Osszességében
mindezeket a folyamatokat, melyek a mutécid nélkiili, varhatéan atlagosan metabolizalo
egyének gyogyszerlebonto-képességét megvaltoztatjak, egyiittesen nevezziik
fenokonverzionak (Shah és Smith, 2015-1).

A CYP-enzimeket kodolo gének szabalyozasdban és igy az aktudlis enzimkészlet
kialakitdsaban dontd szerepe van a szervezet homeosztazisanak fenntartdsaban kozremitk6do
endogén anyagoknak (hormonok, -citokinek, interleukinek stb.), valamint az exogén
vegylileteknek (gyogyszerek) is (Tang és mtsai, 2005). Ezen anyagok ereddjeként a CYP-
gének transzkripcidja valtozhat, mely végiil emelkedett, vagy akar csokkent enzimszinteket
eredményez (Waxman, 1999). Kiilonbozé betegségekben, gyulladdsos folyamatokban
szamos immunmodulans fehérje szabadul fel. Ezek koziil a proinflammatorikus citokinek

koziil a legjelentdsebb az IL-1, IL-6 és a TNF-a, melyek a majsejtek CYP enzimfehérje-

expressziojat csokkentik. Ennek pontos mechanizmusa nem teljesen ismert minden esetben,
egy biztos, hogy a citokinek a CYP enzimek transzkripcidjdban meghatarozo szerepet jatszo
nukledris receptorok (PXR, CAR) expresszigjat gatoljak. A folyamatok ereddjeként, tobbek
kozott a gyogyszermetabolizalo-enzimek expresszidja csOkken, vagyis a CYP-enzimek
,down-reguldcigja” zajlik (Aitken és mtsai, 2006).

Erre vonatkozdlag szamos in vitro, ill. in vivo bizonyiték gyiilt 6ssze. Human

majsejtekben a CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2C18, CYP2C19 ¢és a CYP3A4

expressziojat szamos gyulladdsos mediator, tobbek kozott az IL-1, IL-6 és a TNF-a

csokkentette (Aitken €s Morgan, 2007). Anti-IL-6 monoklonalis antitesttel pedig az IL-6
szuppresszios hatdsa a CYP3A4, ill. CYP1A2 enzimek esetén részlegesen kivédhetd volt

(Dickmann és mtsai, 2011). In vivo kisérletekben bakteridlis endotoxinokkal, infekciokkal
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(Citrobacter rodentium) valtottak ki gyulladdsos reakciokat. Ezek a vizsgalatok az in vitro

kisérletekkel azonos eredményekre vezettek, vagyis az IL-1, IL-6 és a TNF-a szintjének

emelkedése a CYP-enzimexpresszid csokkenéséhez vezet (Sanada ¢és mtsai, 2011).
Egészséges felndtt Onkénteseken végzett kisérletek bebizonyitottdk, hogy bakterialis
lipopoliszacharidokkal indukalt enyhe gyulladdsos reakcio is szignifikansan csokkentette
(atmenetileg) a CYP-medidlta gyogyszermetabolizmust (Shedlofsky és mtsai, 1994, 1997).

A gydgyszermetabolizmus valtozasat irtdk le infekcioban (HIV, szepszis), illetve
olyan nem fertézéses eredetli gyulladasos folyamatokban is, mint pl. majbetegség, daganatos
betegségek, ill. rheumatoid arthritis (Levy, 1997; Mayo és mtsai, 2010; Aitken és mtsai, 2006;
Morgan ¢és mtsai, 2008; Kruger és mtsai, 2009; Gandhi és mtsai, 2012). Ezek a kézlemények
azonban feltehetéleg a tobbi CYP-enzim is alacsony expresszioju lehet e betegségekben.
Raadasul a tobbi, citokin-emelkedéssel jar6 kronikus betegség (mint pl. diabetes,
szivelégtelenség, epilepszia) jelenléte esetén feltehetdleg hasonld hatdsokkal kell szdmolnunk,
mely miatt a gyulladas-indukalta fenokonverzid valdsziniileg joval gyakoribb, mint ahogyan
gondolnank (Shah és Smith, 2015-2).

fgy a jovében a fenokonverzio lehetdségével szamos kronikus betegség soran
szamolnunk kell. Egyénre szabott gyogyszeres kezelés tervezésekor nem elegendd csupan a
genetikai hattér (a beteg genotipusanak) ismerete, szamolnunk kell a kronikus betegségek
enzimexpressziot hatranyosan befolyasold hatasaval, hiszen a csokkent enzimaktivitds a

toxicitas kialakulasanak esélyét novelheti.

1.1.5. Uj molekuldris genetikai vizsgdalémédszer: CYPtest™

A farmakogenetikai vizsgalomoddszerek a gyogyszerek hatasat befolyasold genetikai
tényezok feltarasaval foglalkoznak. Egy beteg gyogyszermetabolizalo - képességét elsésorban
a genetikai hattér hatdrozza meg. A populdcioban egy adott gén €s az altala kodolt fehérje
kiilonbozé valtozatokban lehet jelen. A polimorfizmus oka genetikai szinten Iehet
pontmutéacio: (SNP -Single Nucleotide Polimorfism), amely egyetlen nukleotid eltérést jelent

a vad és mutans CYP gén kozott, de lehet inzercid, delécio, ill. duplikacido/multiplikacio (az
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adott gén tobb kopidban valo eléforduldsa) is. A mutacidk fenotipus szinten (enzim funkcio
szinten) vald megjelenése egyrészt csokkent miikodoképességili, inaktiv, mikodésképtelen
enzim kifejez0dését, vagy akar az enzim teljes hianyat is eredményezheti (pl. CYP2C9*2,
CYP2C19*2, CYP2D6%*5), masrészt a mukodOképes allél fokozott transzkripcidjdhoz 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 hatdsok miatt 1étrejové expresszids valtozasok (CYP-enzim indukcié/gétlas) is.
Mindezeket figyelembe kellene venni az Un. személyre szabott gyogyszeres terdpia
kidolgozasa soran. Feltérképezve az egyéni kiilonbségeket a gyodgyszer-hatékonysag ¢és
toxicitds terén, a paciens gyogyszerlebonto-képességéhez illeszkedd gyogyszeres terdpia
kidolgozasaval elkeriilhetd a kedvezdtlen mellékhatdsok megjelenése.

Jelenleg a modern orvosi gyakorlat részeként elterjedében van a személyre szabott
gyogyszeres kezelés. Ehhez megbizhato diagnosztikai hattér all rendelkezésre a megvaltozott
enzim-milkddést eredményezd mutaciok kimutatdsidra. Az elmult években a genetikusan
determindlt  gyogyszerlebonto-képesség meghatarozdsara irdnyuld  farmakogenetikai
vizsgalatok (ill. a szolgaltatd cégek) szama jelentdsen megnovekedett vilagszerte
(Brockmoller és mtsai, 2000; Wilke €s mtsai, 2005). Ezek a szolgéltatasok csak genetikai
okokra visszavezethetd megvaltozott mikodoképességli CYP-enzimek meghatarozasara
iranyulnak - a paciens CYP genotipusdnak meghatarozasaval - igy nem biztositanak teljes
informaciot az aktualis gyogyszerlebonto-kapacitasrdl olyan betegek esetében, akik nem
rendelkeznek CYP mutacioval.

Az egyes CYP-enzimek aktivitasainak hagyoméanyos mérése majszdvetet igényel,
amely jelentds hatranynak tekinthetd klinikai szempontbol. Rdadasul az invaziv majbiopszia
(tlibiopszia) esetében rendelkezésre 4allo szovet mennyisége nem elegendd a CYP-
enzimaktivitasok meghatarozasahoz. A majban levd CYP mRNS szintek és az egyes
enzimaktivitasok kozotti kapcsolatrol ugyan mar kordbban is szdmos esetben beszamoltak
(Sumida és mtsai, 1999; Rodriguez-Antona és mtsai, 2001), de a vér (ill. a vérbdl izolalt
leukocitdk) CYP-expresszios profilja €s a md) gyogyszerlebontd-kapacitasa kozotti
Osszefiiggésekre Temesvari €s munkatdrsai vilagitottak ra (Temesvari és mtsai, 2012).
Ugyanis a vérbdl izolalhato fehérvérsejtek CYP expresszidja tiikrozi a maj CYP-aktivitasat, igy
egyszerl vérvizsgalattal informacidt nyerhetiink a maj aktualis gyogyszerlebonto-képességérol. A
leukocitakbol torténd CYP-expresszié meghatarozasa egy 1j tényezdvel jarul hozza a piacon

elérhetd farmakogenetikai diagnosztikai eljarasokhoz.
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Hogy pontosan meg tudjuk becsiilni egy beteg aktualis gydgyszerlebonto-képességét,
kétiranya megkozelitést alkalmazd, vérmintat felhasznalé diagnosztikai rendszer, a
CYPtest™ eredményei alapjan lehetdség van a gyogyszeres terapia személyre szabott
beallitasdra. A komplex diagnosztikai rendszer lehetdséget biztosit a CYP-enzimdefektusok
vagy a jelentdsen megnovekedett/lecsokkent CYP-expresszidé meghatarozdsara, amely
ravilagithat a gyoégyszeres terdpia modositasanak sziikségességére (Temesvari és mitsai,
2012). A beteg ¢életmindségét jelentOsen javithatja, ha az esetleges gyogyszer-metabolizmust
érinté hidnyossagokat még idében észleljiik, ¢és egyedi terapiat dolgozunk ki az adott beteg
szamara. A CYPtest'™ tehat kombinalija a CYP-genotipizaldas és CYP-expresszio
meghatarozasanak eszkozeit a paciens gyogyszerlebonto-képességének feltérképezéséhez.

1. Els6 1épcsdben a klinikailag jelentds CYP-aktivitascsokkenéssel jar6 mutans CYP-allélek
feltérképezése torténik (genotipizalas).

2. Ezt kovetden megbecsiiljiik az aktualis CYP-expresszio szintjét azokban az esetekben,
amikor vad tipusu CYP-alléleket azonositunk.

A két eredményt egyiittesen értékelve megbecsiilhetjiik a beteg aktualis gydgyszerlebonto-
képességét. Ha ezeket az adatokat még a gyogyszer adagolasa eldtt megkaphatjuk, az nagyban

hozz4jarulhat a megfeleld terapias sikerhez, ill. a toxicités elkeriilés¢hez.

1.1.6. CYPtest™ a jelenlegi gyakorlatban

A CYPtest™-et egyre szélesebb korben alkalmazzak a klinikumban Magyarorszagon.
Gyakorlati jelentdségét egyre tobb intézmény ismeri fel. A legtdbb tapasztalat ez idaig a
transzplantaciok (ma4j, vese, sziv, csontveld) kapcsan gyllt 6ssze.

A transzplantdlt szervek kilokddésének megakadalyozasaban a legfontosabb
immunmodulans gyogyszerek a kalcineurin-gétld ciklosporin és takrolimusz. Hatékonysaguk
ellenére e szerek sziik terapias indexiiek, raadasul igen nagy egyéni variabilitast mutat a
farmakokinetikdjuk. Aluldozirozas esetén megnd a rejekcid esélye, mig taldozirozas esetén
vese- ill. majtoxicitassal kell szamolni. Ezek az immunszupprimald gyogyszerek leginkabb a
CYP3A4, ill CYP3AS enzimeken metabolizdlodnak. Az enzimaktivitas a genetikai varidciok
miatt, ill. enzimexpresszios okokbol adéddan tobb mint szdzszoros kiilonbséget is mutathat a

populacioban. A CYPtest™ alkalmazasaval hatékonyan sikeriilt csokkenteni a kalcineurin-
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gatlok alul- ill. taldozirozésat, igy a graft toxikus karosodasa is megeldzhetd a diagnosztikai
modszer segitségével (Monostory €s mtsai, 2015).

A keépet arnyalja, hogy mind a donor, mind a recipiens szovetei kiilonbozd genetikai
kodot hordozhatnak, melynek kiillondsen majtranszplantacidban van nagy jelentésége. Az
immunmoduldnsokon kiviil a transzplantalt betegek szdmos egyéb gyodgyszert is kapnak,
melyek egy része CYP-metabolizmusi (pl. antibiotikumok, antifungélius szerek,
protonpumpa-gatlok). Ha olyan gydgyszert adunk a betegnek a posztoperativ szakban, melyet
a transzplantdlt m4) nem, vagy csak kis mértékben metabolizal, az a graft toxikus
karosodasdhoz vezethet. A recipiens és a donor CYP-stituszanak felmérése, az egyénre
szabott gyogyszeres kezelés bedllitasa hozzajarul a graft és a recipiens tuléléshez, a sulyos
gyogyszermellékhatdsok esélye, €s nem utols6 sorban az egészségiigyi raforditds is

csokkenthetd (Kobori és mtsai, 2008).
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1.2. Az epilepszia

Az epilepszia a viselkedés megvaltozasaval jard, koros agyi miikodések okozta
tiinetegyiittes. A diagnodzis kimondasahoz legalabb két, egymastol fliggetlen, nem provokalt,
lezajlott rohamra van sziikség. Felnbttekben az agyi vérellatdsi zavarok utan a madsodik,
gyermekeknél pedig a leggyakoribb ideggyogyaszati korkép. Kronikus betegség, sokszor az
egész ¢leten at tart, bar a gyerekkorban kialakul6 epilepszidk egy része serdiilokorra eltiinhet.
A betegség gyakorisaga az 6sszpopulacioban atlagosan 0,3-0,6%, Magyarorszagon kb. 50-
60.000 epilepszids beteg ¢l. A betegek 60-70%-a gyogyszeres terapiaval rohammentesithetd,
a farmakorezisztens betegek 10-15%-a pedig miitéti Giton sikeresen gyodgyithaté (Haldsz és
mtsai, 2004).

Az epilepszia incidencidja a legnagyobb az 1 év alatti korosztalyban (Cowan, 2002).
Az elsé életévben ez a gyakorisag szamszerlien 1,5/1000-et jelent, mely fokozatosan
lecsokken 0,6/1000-re az 5 - 9 év kozotti korosztalyban. Nagyobb gyerekekben ez az
incidencia 0,45-0,5/1000 koril allandosul. Fejlett orszagokban a gyermekkori epilepszia
Osszprevalenciaja 4-5/1000 koriil van, azonban fejletlenebb allamokban ennek a dupléja is
eléfordul (Forsgren, 2004). Magyarorszdgon ez a szam a becslések szerint még ennél is
nagyobb lehet, 1-1,5 % koriili prevalenciaval (Fogarasi és mtsai, 2003).

Az epilepszia legjellemzdbb tiinete az epilepszias roham, vagyis az ingeriileti folyamat
elféktelenedése, melynek alapja az agyi miikodés hirtelen, atmeneti feler6sodése, az izgalmi
folyamatok fokozddasa, ritkadbban a gatld folyamatok csokkenése. Attol fliggden, hogy a
l1étrejové roham melyik agyteriiletet milyen mértékben érinti, tobbféle rohamtipust
kiilonboztethetiink meg. Ebbdl kovetkezik, hogy nemcsak a rohamok valtozatosak, hanem az
egyes korképek is jelentdsen eltérhetnek a tiinetek jellege, stlyossaga, ezenkiviil a progndzis
¢s a terapias lehetdségek szempontjabal is.

Az epilepszidk alapvetden kétfélék lehetnek. Idiopathids (20-25%), ill. symptomas
(75-80%) csoportokat kiilonithetiink el. Az idiopathids (primer) epilepszids betegeknél
altalanos, hogy az agyi elvaltozas genetikai eredetli (mono- vagy poligénes), 6roklodo. Agyi
képalkotd eljarassal kimutathatdo elvaltozds nincs. Az eltérések molekularis szinten
¢szlelhetoek, az idegsejtek ingerlékenységét szabalyozo ioncsatorndk vagy receptorok hibas
miukodeése, ill. a jelatvitelben vagy a sejtek anyagcseréjében bekovetkezd koros valtozasok
miatt. E korképek jellegzetessége a generalizalt elektroencephalogram (EEG)- minta, vagyis

az epilepszids miikodészavar kezdettdl fogva az agy egészét érinti. Az idiopathids csoportba
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tartozo betegek altaldban jol kezelhetdek és az életkor eldrehaladtaval gydgyulnak. A masik
nagyobb csoportba tartoznak a symptomas epilepszidk, ahol az agyat érintd velesziiletett vagy
szerzett struktiralis karosodasok (trauma, agydaganat, gyulladas, fejlodési rendellenesség
stb.) kovetkeztében alakul ki az epilepszias miitkodészavar. Az EEG eltérések focalisak vagy
diffuzak lehetnek, ami azt jelenti, hogy az epilepszias miikodészavar egyidejlileg az agy egy
vagy tobb jol kortlirt tertiletét érinti, de bizonyos koriilmények kozott az agy egész teriiletére
kiterjedhet. A klinikai tiinetek barmely életkorban jelentkezhetnek, a korlefolyas és a
kezelhetdség sz€les hatarok kozott valtozhat (Edward, 2001; Szirmai, 2001).

Az epilepszia osztalyozdsa szamos szempont alapjan torténhet: a klinikai
rohamtipus(ok), az életkor, melyben az elsé epilepszids roham jelentkezik, az EEG-n latott
eltérés, a neuroldgiai és mentalis statusz, a képalkotd vizsgalatokon megfigyelhetd eltérések.
A tiinetegylittes osztalyozéasa azért fontos, mert ezek figyelembevételével kell megvalasztani a
kezelés modjat. A tiinetek alapjan az aldbbi leggyakoribb rohamtipusokat kiilonithetjiik el:
tonusos-clonusos nagy roham (grand mal); absence romhamok (korabbi sz6hasznalattal petit
mal — kis roham - ,elrévedés”); parcialis rohamok (az agy egy teriilete érintett); komplex

parcialis roham (tudatzavar is tarsul) (Szupera, 2004, Szirmai, 2001).
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1.2.1. A gyermekkori epilepsziak tipusai

Az 5. - 6. gesztacios héten indul meg a neuronok proliferacidja, majd migracioja,
amelyet a sejtek Osszekapcsolodasa kovet. Az ezt kovetd myelinizacid lassu folyamat, a
sziiletést kovetd egy évig tart. Barmelyik folyamat zavara epilepszidhoz vezethet. Koros
neuronproliferacié all pl. a sclerosis tuberosas betegek epilepszidjanak hatterében. A
myelinfejlédés zavardnak epileptogén hatasa feltételezhetd pl. a Lennox-Gastaut-
szindromaban; szinaptikus zavarok pedig myoclonusos epilepsziat, mentalis retardaciot
okozhatnak, mely megfigyelhetd congenitalis rubeolaban, ill. a phenylketonuridban is. Egyes
az alkohol a dendritkapcsolatok, ill. a szinaptikus halozat kialakulasanak gatlasaval okozhat
epilepsziat (Szirmai, 2001).

A fenti okok miatt a gyermekek epilepsziainak jelentds része velesziiletett, sokszor a

hattérben all6 konkrét okot kimutatni nem lehet (idiopathias).

A leggyakoribb gyermekkori epilepszia tipusok az alabbiak:

1. Benignus centrotemporalis (parcialis) epilepszia: A leggyakoribb, legjobb kimenetelii
gyermekkori epilepszia. Legtobbszor 2-10 éves kor kozott kezdddik alvasbol induld
rohamokkal. Altaldban az arcizmokra terjed ki, féloldali szaj- és nyelvzsibbadas,
nyalfolyas, majd arc- és karrangas jelentkezhet, mely grand mal tipust rohamba is
atmehet. A rosszullétet &tmeneti beszédzavar €s az egyik szdjzug 16gasa kovetheti. A

prognozis jo, a rohamok 15 éves kor el6tt altalaban megsziinnek.

2. Absence epilepszidk: Néhany masodpercig tartd, tudatzavarral, megrekedéssel,
idonként ritmusos pislogassal jard6 rohamokat észleliink ebben az epilepszia
formakdrben. 4-10 éves kor kozott a leggyakoribb. Altaldban az elsd antiepileptikumra
(valproat vagy ethosuximid) rohammentessé valnak a gyogyszer nélkiil akar napi 100
rosszullétet is produkald betegek. A kisgyermekkori forma kindhetd, a serdiilékorban
indulo6 juvenilis absence viszont legtobbszor egy életen at tartd gyodgyszeres kezelést

igényel.
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3. Juvenilis myoclonusos epilepszia: Mioklonusos (izom megrandulasos) és grand mal
(eszméletvesztéses rangd nagyroham) rohamok jellemzdéek ebben a genetikailag
meghatarozott epilepszidban. Serdiilékben, 12-16 éves kor kozott, a reggeli felkelést
kovetd elsd oraban jelentkeznek kisebb-nagyobb végtagrandulasok. Tipusos panasz,
hogy a reggeli ital kilottyen a csészébdl, vagy a reggeli fogmosas kozben nagyokat
randul a kéz. Gyogyszer szedése mellett rohammentessé valik a betegek jelentds része,
de a gyogyszert életik végéig szedni kell. Ujabb roham jellemzéen bulik alatt vagy
utan jelentkezik, ahol az alvasmegvonas, az alkoholfogyasztis, az alkohol miatti
gyogyszerkihagyas, ill. a diszkd villogd fénye egyszerre szerepelhet mint kivalto
tényezd. Terdpiarezisztens esetekben a gyermekek elbutulhatnak, vagy csokkent

intelligencia alakul ki.

4. West szindroma: Tipikusan életkorfiiggd forma, barmilyen agykarosodéas, a néhany
cm-es fejlddési rendellenességtdl a nagy kiterjedésli oxigénhidnyig vagy vérzésig
barmi allhat a hattérben. A szindroma elsé tiinete, hogy a csecsemd fejlodése 4-8
honapos kor kozott leall, majd spazmusokbdl 4ll6 rohamsorozat jelentkezik. A
spazmus rovid Osszeranduldsok sorozatabol all, ami vallemelések, fejbiccentések
sorozataként jelentkezik. 10-50 ilyen spazmus koveti egymast néhdny percen
keresztiil. Az életkor, a lelassul6 fejlodés, az epilepszias spazmusok és a tipusos EEG-
kép (Gn. hypsarrhythmia) egyiitt adjak a West szindroma diagnozisat. A terdpia
gyogyszeres, ritkabban sebészi. A gyogyszerrel altaldban le tudjuk allitani a
rohamokat és rendezni az EEG-eltérést, de sajnos az agyi fejlodés igen aktiv

szakaszaban indul6 epilepszia gyakran meglassult fejlodéssel jar.

5. Lennox-Gastaut szindroma: 2-7 éves korban indul 0j epilepsziaként vagy kordbban
masféle epilepszias (pl. West szindrémas) betegekben. Lelassul6 fejlodéssel, specidlis
EEG-képpel, tonusos ¢€s atonids absence rohamok valtakoznak egymassal.
Gyogyszerekkel nehezen befolydsolhatdo betegség. A kivaltd okot gyakran nem
ismerjiik (Szirmai, 2001; Fogarasi, 2015).
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1.2.2. Az epilepszia diagnosztikaja és az ehhez sziikséges

eljarasok

A beteg kortorténetének a gorcs megitélésében rendkiviil nagy jelentosége van,
ezenkiviil igen fontos maganak a rohamnak a megfigyelése és leirdsa is. A diagndzis egyrészt
egy EEG-vizsgalaton alapul. Az EEG-vizsgalat soran a késziilék az agykéregben keletkezd
paranyi elektromos fesziiltségeket a fejbOrre helyezett elektrodakkal elvezeti, felerdsiti €s
kordbban mozg6 papirra, ma mar a szamitogép képernydjére rajzolja ki. Az igy felrajzolt
gorbék alapjan elemezhetd az agy elektromos miikodése. Az epilepszia diagnosztizalasa soran
jellegzetes eltéréseket lehet ekkor megfigyelni mind a rohamok k6zott, mind a rohamok alatt.
A rohamtipusoktol fiiggetleniil, a rohamokat kovetden a betegek 50 %-aban varhatd pozitiv
EEG-lelet. A rohamok kozo6ti idészakban az epilepszias jelek hianyozhatnak. Az epilepszidra
jellemzo jellegzetesen meredek hulldmok utalnak a szomszédos idegsejtek nagy tomegének
egyszerre torténd mukodésbe lépésére, koros szinkronitdsara. Ezek a jellegzetes eltérések
azonban nem minden beteg esetében észlelhetdek, a vizsgalatok ismétlésével a koros eltérések
kimutatasanak valoszinlisége ndvelhetd. Az un. rutin EEG éber, csukott szemmel készitett 15-
20 perces felvétel, melynek sordn a beteget 3 percen at terhelésnek tessziik ki, hiperventillal,
ill. valtozd frekvencidju fotostimulaciot alkalmazunk. Kétség esetén a vizsgalat
megismételhetd, de két-harom negativ eredmény utdn mar nem érdemes ismételni. Tovabbi
informaciot adhat az alvas alatti EEG vizsgalat, amely lehet az alvasmegvonas utani révid
alvas vizsgalata, vagy teljes €jszakai természetes alvas vizsgalata, melynek sordn az agyi
elektromos tevékenységet 12-24 oran at folyamatosan regisztraljak.

Az epilepszidk egyes formait foként magneses rezonancias (MRI), ill. esetenként
komputer tomografias (CT) vizsgalattal kimutathat6 agyi karosodasok okozzak. Ezért az MRI
vizsgalat fontos diagnosztikai eljaras az epilepszia korisméjének megallapitasaban.

Fontos rész az epilepszia kivizsgalasdban a neuropszichologiai vizsgalat is, amely a
szellemi tevékenység felmérésére iranyul, és a beszéd, az emlékezet, ill. az agyi mikddések
Osszehangoléasanak eltéréseit tudja kimutatni.

A diagndzis soran nemcsak az epilepszia fennallasat, hanem annak tipusat is célszerti
meghatarozni, mert a késébbiekben ez fontos szerepet jatszik a megfeleld, célzott

gyogyszeres kezelés megvalasztasdban (Szirmai, 2001).
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1.2.3. Az epilepszia kezelése

Az epilepszia ma mar - az esetek tobbségében - kezelhetd betegség. Legfontosabb
kezelési modszere a folyamatos gyogyszeres terapia. A betegek tobb mint kétharmada a
gyogyszeres kezeléssel rohammentesithetd, ilyen allapotban pedig az epilepszidval €lok teljes
értéki ¢életet €lhetnek. A gydgyszeres kezel€s célja a mellékhatas nélkiili rohammentesség, ill.
az elérhetd legjobb életmindség biztositasa a beteg szamara.

Magardl a korfolyamat kialakulasardl keveset tudunk, de valoszinli, hogy heterogén
uton jon létre. Az epilepszias miikodészavar kialakuldsa (epileptogenezis) soran egy kronikus
izgalmi allapot fejlédik ki az idegrendszerben. Ez sokaig rejtve maradhat és csak akkor
manifesztalodik epilepszids roham formajaban, ha ideiglenesen rovid iddre felerdsodik €s az
agy jelentds részére vagy akar egészére kiterjed. Az antiepileptikumok az epileptogenezis
soran kifejlodott koros izgalmi allapotot csokkentik, ennek kdvetkeztében gatoljdk a roham
kialakulasat (antikonvulziv hatds). Ez az antikonvulziv hatds valamely ioncsatorna
forgalmanak befolyasolasaval johet I1étre, kozvetlen vagy kozvetett moddon. Ezen
mechanizmusok gatlasa visszaszorithatja a koros izgalmi allapotot és igy megakadalyozhatja
az epilepszias roham kifejlddését. Hatasuk csak a roham visszaszoritasara korlatozodik, a
betegséget nem gyogyitjak és kialakulasat sem elézik meg (Loscher és Schmidt, 2002).

Az antiepileptikumok hatasmechanizmusa tobbféle lehet, ennek alapjan négy fébb
csoportba sorolhatoak (Michael és Loscher, 2004):

1. Fesziiltségfiiggd ioncsatornak befolyasolasa

2. Ligandfiliggd ioncsatorndk befolyasolasa

3. Neurotranszmitterek szintézisének, felszabaduldsanak és/vagy visszavételének
modositasa

4. Egyéb mechanizmusok

Az epilepszia hatékony gyogyszeres kezelése a XIX. szdzad kozepén kezdddott a
brom, ill. a bromidok alkalmazasaval. Ezeket késébb szamos 1j antiepileptikum kovette.
pedig koriilbeliil husz jelentésebb vegyiilet van forgalomban. Az antiepileptikumokat
tobbféleképpen is csoportosithatjuk, szokds manapsag az 1980-as évek végéig forgalomba

2

keriilt szereket elsd generdcids vagy Un. “régi antiepileptikumoknak™ nevezni, az ezeket

kovetdeket pedig masodik generaciés vagy un. 70j antiepileptikumoknak”. Ez a
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megkiilonboztetés azon a feltételezésen alapult, hogy az 0j szerek hatékonyabbak a régieknél
¢és kevesebb mellékhatasuk van, azonban ezeknek a kivanalmaknak nem felelt meg minden
masodik generacios szer. A 2. tablazat a jelentOsebb antiepileptikumokat és azok klinikai
bevezetésének datumat mutatja, ill. tartalmazza a vegylilet kémiai nevét és a kémiai

szerkezetébdl adodo tulajdonsagait is (Szupera, 2004).

2. tablazat. Az antiepileptikumok klinikai bevezetése és a kémiai szerkezettel kapcsolatos

tulajdonsaguk (Szupera, 2004)

Antiepileptikum | Kémiai szerkezet | Bevezetés Kémiai szerkezettel kapcsolatos tulajdonsag
éve
Bromidok* brémsoé 1857 esszencialis anion, a szervezetben a
kloridionhoz hasonldan viselkedik

Phenobarbiturat | etil- 1912 a barbituratokhoz hasonlé metabolizmus,
fenilbarbitursav szedativ €s kognitiv mellékhatasok

Phenytoin difenil- 1937 a barbituratokhoz hasonl6 heterociklikus
hidantoin gylrd, de eltérd klinikai profil

Primidon pirimidindion | 1952 f6 metabolitja a phenobarbiturat, igy a

barbituratéhoz hasonlo profil

Ethosuximid szukcinimid 1958 a barbituratokhoz hasonl6 heterociklikus
analog gylrl, de egyedi klinikai profil

Sulthiam szulfonilamid- | 1963 a szulfatcsoport miatt karboanhidraz-gatlo,
szarmazek nincs antibakterialis hatasa

Karbamazepin | karboxamidaze | 1963 a triciklikus antidepresszansokhoz hasonlo
pin szerkezet €s tulajdonsagok

Klonazepam 1,4- 1963 a benzodiazepinekhez hasonl6 szerkezet és
benzodiazepin tulajdonsagok

Valproat 2- 1970 elagazo rovid szénlancu telitett zsirsav
propilpentansav
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Klobazam

Vigabatrin

Oxkarbazepin

Lamotrigin

Zonisamid

Phelbamat

Topiramat

Gabapentin

Tiagabin

Levetiracetam

Pregabalin*

DOI:10.14753/SE.2017.1974

1,5-
benzodiazepin

v-vinyl GABA

karbamazepin-
ketoanalog

feniltriazin-
szarmazék

szulfonamid-
szarmazék

karbamoiloxi-

fenilpropil-
karbamat

fruktopiran6z-
szulfamat

ciklohexan-
GABA

nipekotinsav-
szarmazék

pirrolidin-
acetamid

izobutil-GABA

1978

1979

1990

1991

1992

1993

1996

1997

1997

2000

2002

csak a norklobazam metabolit aktiv, a
szedativ hatasra egy 1d6 utan tolerancia
alakul ki (gyakran az antikonvulziv
aktivitasra is)

y-aminovajsav (GABA)-analog,
irreverzibilis agyi GABA-transzaminaz-gatlo

csak a monohidroxi-metabolit aktiv, a
karbamazepinhez hasonl¢ klinikai profil, de
tole eltérd (kedvezdbb) farmakokinetikai
tulajdonsagok

folsav-antimetabolit, de nem befolyasolja a
folsav metabolizmusat

a szulfatcsoport miatt gyenge karboanhidraz-
gatlo is

meprobamat-analdg, hasonlo
farmakokinetika, de nincs anxiolitikus hatasa

frukt6z-analog, a cukoranyagcserére nem
hat, gyenge karboanhidraz-gatlé

GABA-analdg, de nincs kozvetlen hatésa a
GABA-metabolizmusra

GABA-transzporter enzim-gatlo

S-pirrolidin-derivatum, ismeretlen a
hatasmechanizmusa

GABA-analdg, de nincs kozvetlen hatésa a
GABA-metabolizmusra

*Magyarorszagon jelenleg nincs tdrzskonyvezve
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Az antiepileptikum bedllitasat egyénileg kell mérlegelni. Figyelembe kell venni a
roham ismétlédésének kockazatat és a beteg szempontjait. Alapvetd elvaras a monoterapiara
valo torekvés, mely a betegek 50%-anak rohammentességét eredményezi. Sikertelen
monoterdpia esetén gyogyszer-kombinaciokat kell alkalmazni, ami az esetek tobbségében
biterapia vagy olyan politerdpia, ahol raciondlis gyogyszer-kombinaciok adagoldsa a cél
(Halész, 1997).

A jelenlegi kezelési gyakorlatban a régi antiepileptikumok az els6ként valasztando
szerek, igy 1diopathids generalizalt epilepszidban valproattal, mig fokalis, parcialis
epilepszidban karbamazepinnel kezdddik a kezelés. A benzodiazepinek (clonazepam,
nitrazepam) mind generalizalt, mind fokalis epilepszidban adhatok, de hasznalatukat
mellékhatasaik (hypotonia, fokozott nyéalelvalasztas) korlatozzak. A diazepam tartos kezelésre
nem hasznalhat6. A régebbi szerek (phenobarbital, phenytoin, primidon) terapiarezisztencia
esetén johetnek szoba. A legujabb fejlesztésti szerek (lamotrigin, felbamat, gabapentin,
oxkarbazepin, topiramat) hossza tava hatékonysagarol és megbizhatosagardl ma még keveset
tudunk, ezenkiviil viszonylag dragék is, ezért hasznalatuk szintén terdpiarezisztens esetekben
meriil fel. Vannak azonban olyan epilepszia-szindrémak, ahol az 0j szerek hatékonysaga joval
felilmulja a régi szerekét, ill. olyan helyzetek, amikor a gyogyszeres kezelés igen nagy
rizik6ji (majbetegség, terhesség, szoptatas stb.), igy ilyen esetekben elsdsorban ezek
alkalmazhatdéak. Amennyiben a gyogyszeres kezelés még két megfelelden megvalasztott
szerrel is eredménytelennek bizonyul, a mutéti megoldas lehetdségét is szdmba kell venni
(Mattson, 1998; Halasz, 1997).

A kivélasztott gydgyszer bevezetését kis dozissal érdemes kezdeni, majd adagja a
megfeleld hatas eléréséig novelhetd. Az alkalmazhatd maximalis doézist elsdsorban nem az
antiepileptikum vérszintje, hanem a toxicitds klinikai és laboratoriumi jelei szabjak meg.
Fontos, hogy az antiepileptikum-valtas, -elhagyas €és doziscsokkentés egyarant fokozatosan
torténjen. A vérszintmérés, vagyis a szérumkoncentracié meghatarozasadnak azon gyogyszerek
esetében van jelentésége, amelyek vérszintje szoros Osszefliggést mutat a terapias hatassal

(pl.: karbamazepin, valproat, fenytoin, phenobarbital) (Halasz, 1998).
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1.2.4. A valprodat metabolizmusa

A valproat (valproic acid - VPA) egy elagaz6, rovid szénlancu zsirsav, a természetben
(pl. a macskagyokérben) is el6forduld valeridnsav szarmazéka, mely az egyik leggyakrabban
felirt antiepileptikum a gyermekellatasban. 1882-ben szintetizalta Beverly S. Burton
valeriansav-analogként. Inert anyag, sokdig oldoszerként volt ismert, antiepileptikumként -

egy véletlen felfedezés eredményeként - 1967 6ta hasznalt vegyiilet (Perucca E, 2002; 2.4bra).

CHg

CH3— CHQ_ CH2/

CH,
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CH——-C
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2. abra. A valproat kémiai szerkezete

A valproat a GABA-hatast fokozza, valamint a serkentd transzmitterek és a fesziiltség-
fliggd natrium-csatorndk  mikodését  gatolja.  Széles  spektrumi  antiepileptikum,
gyermekeknél, generalizalt epilepsziaban az elsOként valasztandd. Antiepileptikus hatdsa
mellett felhasznalhat6 extrapiramidalis mozgaszavarok, migrénes fejfajas, bipolaris zavarok
¢s agressziv viselkedészavar kezelésére is. Elonye széles spektruma, emellett jol toleralhato,
igen ritkan valt ki allergids reakciot és hangulat-stabilizal6 hatdssal is rendelkezik. Gyakoribb
mellékhatasai enyhék (testsulynovekedés, hajhullds), azonban ritkan, de el6fordulhat stlyos
mellékhatas, tgymint hepatotoxicitas, pancreatitis, hyperammonaemids encephalopathia,
csontvelddeplécio, ill. tartdés kezelés esetén a csontok metabolikus zavarat is okozhatja
(Nanau és Neuman, 2013).

90%-ban plazmafehérjékhez kotodik, ezért gyakran 1€p interakcioba olyan
gyogyszerekkel, amelyek szintén kotddnek a plazmafehérjékhez. Nem enziminduktor, a

majban metabolizalodik, felezési ideje felndtteknél 13-16 ora (Perucca és mtsai, 1978).
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Gyermekeknél valamennyivel rovidebb a valproat féléletideje (atlagosan 11,6 6ra - Cloyd és
mtsai, 1993), mely magyarazatot adhat arra a tényre, hogy a gyerekek testsulyra vetitve
alkalmanként nagyobb dozisu gyogyszert igényelnek. Az 0jsziildttekben a felezési id6 akar
20-40 ora is lehet (Gal P és mtsai, 1988).

Emberekben harom f6 metabolikus uton bomlik le a valproat: gliikuronidacio,
mitokondrialis B-oxidacio, ill. citokrom P450- medialt oxidacio (3. abra). Az elsé két
folyamat felnéttekben dominans, gliikuronidacioval artalmatlanitott vegyiilet akar 50 %-a is
kitiriilhet vizelettel, mig a mitokondridlis folyamatok 30-40 %-ot artalmatlanitanak.
Felndtteknél a CYP-dependens folyamatok a maradék kb. 10-20 %-ot teszik ki (Abott és
Anari, 1999).

Gyermekeknél a CYP-katalizalt folyamatok a f6 metabolikus utvonalat jelentik. Ennek
hatterében tobb folyamat is all. Elészor is a gliikuronidacio aktivitdsa igen alacsony
gyermekeknél, kiilondsen 2 év alatt. A valproat glilkuronidacidjaban elsdsorban a UGT1A®6,
UGT1A3, UGT2B7 enzimek vesznek részt (Sakaguchi és mtsai, 2004), melyek csak 2 éves
kor utan lesznek aktivak. A felndttekére jellemzd aktivitasi maximumot csak 10-15 éves korra
érik el (Strassburg és mtsai, 2002; Reith és mtsai, 2000). Emellett gyermekkorban a valproat,
ill. néhany valproat-metabolit gatolja a mitokondridlis B-oxidéacidt (Ponchaut €s mtsai, 1992;
Silva és mtsai, 2008). Rdadasul a CYP-enzimaktivitas joval nagyobb gyermekkorban, mely
csak a pubertast kovetden csokken le a felndttekre jellemzd szintre (Stewart és Hampton,
1987, Ginsberg ¢s mtsai, 2002). A fentiek ereddjeként a valproat sokkal nagyobb hanyada
keriil a CYP-enzimek “kezei koz¢”, mely magyardzza a kisebb féléletidot, ill. a toxikus

metabolitok képzddésének nagyobb kockazatat.
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3. dabra. A valproat lebontasaban részt vevo enzimek aktivitasanak életkori kiilonbségei.
Gyermekkorban a valproat eliminalasaban a CYP-enzimeknek igen jelentos szerepiik van.

A CYP-enzimek altal katalizalt folyamatban inaktiv hidroxi-metabolitok, ill.
hepatotoxikus valproat 4-én metabolit (4-ene VPA) képzddik. Mitokondrialis B-oxidacidval
jon Iétre a valproat 2-én metabolit, amely egy farmakoldgialiag aktiv (antikonvulziv hatasa)
metabolit. Az agyban lassan felhalmozddik, ¢€s kiiirlilése sokkal lassabb, mint az
anyavegyiilet¢ (Kiang és mtsai, 2006; Kumar és mtsai, 2000, Shorvon ¢és mtsai, 2015).
Valodszinilileg ez adja a magyarazatot arra, hogy a valproat kialakult szérumszintje és az

antiepileptikus hatas megjelenése kozott jelentds a kiillonbség.

A metabolizmus igen szertedgaz6 (4. dbra) folyamatainak nem minden Iépése ismert,
€s az sem, hogy pontosan hogyan alakul ki a hepatotoxicités, ill. a hyperammonaemia, de
feltehetden mind a valproatnak, mind a telitetlen metabolitoknak szerepiik van benne (Siemes
¢€s mtsai, 1993). Egyes tanulméanyok szerint ebben valosziniileg a legtoxikusabb metabolitok
artalmatlanitasaban részt vevé mitokondrialis folyamatok kimeriilése jatszhat leginkabb

szerepet (Kassahun és mtsai, 1991, Ghodke-Puranik €és mtsai, 2013).
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4. abra. A valproat (VPA) lebontdsdban szerepet jatszo folyamatok

(PharmGKB; http://www.pharmgkb.org/pathway/PA165964265; ACADSB: 2-methyl-branched chain
acyl-CoA dehydrogenase; ACSM: medium-chain acyl-CoA synthase; IVD: isovaleryl-CoA dehydrogenase;
ECSH: enoyl-CoA hydratase; HADH: hydroxyacyl-CoA dehydrogenase; HSD17B10: hydroxysteroid (17-
p) dehydrogenase 10; GSH: glutathione)
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1.2.5. A valproadt lebontdasaban részt vevd citokrom enzimek

Az el6zOekben részletezettek alapjan, a gyermekeknél a valproat detoxikalasdban a
CYP-enzimeknek van kiemelkedd szerepilk. A folyamatban elsddlegesen a CYP2C9
miukodése meghatarozo, azonban a CYP2AG6 és a CYP2B6 enzimek is, kisebb sullyal, de részt
vesznek (Ho és mtsai 2003, Kiang és mtsai, 2006).

A gyermekek valproat metabolizmusaban nélkiilozhetetlen CYP2C9-génnek szamos
mukodésti enzim képzddik. E varidciok koziil a kaukézusi populacidban leggyakrabban a
CYP2C9%*2 ¢és CYP2C9*3 lelheto fel (Zhou és mtsai, 2010). Ho és munkatarsai irtdk le, hogy
a valproat-metabolizmus sokkal alacsonyabb olyan majsejtekbdl izolalt mikroszomakban,
ahol a CYP2C9*2 vagy CYP2C9*3 mutacio fellelhetd, ellentétben olyan mintakkal, ahol vad
tipusu (CYP2C9*1), mutacid nélkiili all¢l van jelen (Ho és mtsai, 2013).

A CYP2C9*2 (430C>T) mutaci6 egy arginin>cisztein aminosav cserét okoz a 144-es
pozicidban (3. tablazat). Az Argl44-es aminosav fontos szerepet jatszik a CYP2CO9 és a
NADPH-citokrom-P450 reduktaz kozotti kolcsonhatas kialakitdsdban. A CYP2C9*2 allél a
CYP2C9-enzim csokkent affinitdsat eredményezi a NADPH-citokrom-P450 reduktazhoz,
mert a bazikus aminosav-oldallainc cseréje miatt gyengiill az enzimek kozott follépd
elektrosztatikus kolcsonhatds. Ezen aminosavcsere nem esik bele a szubsztratfelismerd-
helyek egyikébe sem, igy a szubsztratok kotddését nem befolyasolja, csak a NADPH-P450-
reduktdzhoz vald csokkent affinitast eredményezi. A CYP2C9*3 mutacio (1075A>C) egy
izoleucin>leucin cserét eredményez a 359-es aminosavnal (3. tablazat). Az aminosavcsere az
0t0s szubsztrat-felismerd helyen talalhato, €s jelentdsen lecsokkenti a tolbutamid és phenytoin
hidroxilaciot, de a pl. a diclofenac hidroxilaciot nem befolyasolja (Miners és Birkett, 1998;
Lee és mtsai, 2002).

3. tablazat. Az eurdpai fehér populaciokban leggyakoribb CYP2C9-génvariaciok és
kovetkezményeinek osszefoglalasa. (hups://www.cypalleles.ki.se)

CYP- Allél | cDNS Gén Poszt-transzkripeits €| p Lo wtivitas
enzim fehérje szintii hatasok
redukalt NADPH-
citokréom P450

* 430C>T  |Exon3 [R144C reduktazhoz val6
CYP2C9 affinitas

szubsztrat specifitas

*3 1075A>C |Exon7 |I359L valtozds
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2. Célkituzések

CYP2C9 funkcidveszté mutacioval rendelkezd betegeknél ugyan expresszalodik a
CYP2C9, de hibas, csokkent miikodoképességli enzim termelddik, igy az ilyen betegeknél
lassti valproat-metabolizmus figyelhetd meg. Kisérletes koriilmények kozott egyértelmiien
bebizonyosodott, hogy mar heterozigdta mutacié esetén is lecsokken a majsejtek valproat-
metabolizmusa (Ho €s mtsai, 2013).

A képet nagyban szinesitheti, hogy a mutaci6 nélkiili, “vad” alléllel rendelkez6
betegek kornyezeti hatasok, betegségek kapcsdn a fenotipus (génexpresszid) atmeneti
megvaltozdsa miatt atmenetileg gyenge, vagy akar extenziv metabolizalokka valhatnak
(Monostory ¢és Pascussi, 2008). Epilepszia esetében a rohamokat kovetden jelentdsen
megemelkedik az inflammatorikus citokinek mennyisége (Aitken €s Morgan 2007; Yu és
mtsai, 2012; Uludag és mtsai, 2013), mely anyagok felszaporodasa a CYP2C9-expresszio
csokkenéséhez, fenokonverzidohoz vezethet.

Ezek tudataban felmeriil, hogy célszeri az epilepszia kezelésében rutinszertien adott
antiepileptikumok terapias alkalmazisa el6tt a beteg CYP2C9-statuszanak (CYP2CY-
genotipus és CYP2C9-expresszio) feltérképezése €s ez alapjan az eddigi hagyomanyos

gyogyszeres terapia észszerli modositasa.

A fentiek alapjan az alabbi kérdésekre kerestiik a valaszt:

» Epilepszidas gyermekek esetében a CYP2(C9-genotipizaldas Onmagéiban elGre

jelezheti-e a gyenge valproat-metabolizmust? Van-e jelentdsége a CYP2C9-expresszidnak?

* A magyarorszagi epilepszids gyermekpopulacido CYP2C9 genetikai polimorfizmusa

hasonlit-e az eurdpai fehér populaciohoz?

» Epilepszidas gyermekek esetében van-e Osszefliggés a CYP2C9-statusz (CYP2CY-

genotipus, CYP2C9-expresszio) €s a valproat kialakult vérszintje kozott?

* CYP2C9-genotipizalas és CYP2C9-expresszid kombinacidja eldre jelezheti-e a

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

* Ha igen, csokkenti-e a mellékhat4sok kialakuldsanak lehetdségét?
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3. Modszerek

A célkitizéseknek megfelelden két vizsgalatot terveztiink. Ez els6 vizsgalat soran az
epilepszias gyermekek CYP2CO9-genotipusanak €s CYP2C9-expressziojanak feltérképezése
mellett Osszefliggést kerestiink a betegek CYP2CO9-statusza és a valproat kialakult
szérumszintje, illetdleg a terapids vérszint elérése¢hez sziikséges dozis kozott. A masodik
vizsgalat sordn pedig arra kerestiik a valaszt, hogy a valproat-kezelés inditasa elott
feltérképezett CYP2CO9-statusz, ill. az ez alapjan tervezett gydgyszeres kezelés jelent-e elonyt
az optimalis vérszint elérésében, ill. csokkenthetok-e a gyogyszer mellékhatasai.

A vizsgalatokba a Semmelweis Egyetem II. sz. Gyermekklinikajan, ill. a Heim Pal
Gyermekkorhaz Madarasz utcai részlegén kezelt 15 évesnél fiatalabb gyermekeket vontunk
be. A gyermekek ujonnan felismert epilepszids betegek voltak, akik valproat monoterapiaban
részesiiltek. 2006-2010 kozott diagnosztizalt betegek alkottak a kontrollcsoportot, mig 2010
utdn, minden soron kd&vetkezd, még a valproat monoterapia bedllitdsat megelézden
CYPtest™-vizsgalaton atesett beteget bevontunk. A vizsgalatok elvégzéséhez a Heim Pal
Gyermekkorhaz Etikai Bizottsaga (SZFG/2010/00167) ill. az Egészségiigyi Tudomanyos
Tanacs Tudomanyos és Kutatasetikai Bizottsaga (13189-1/2011 ETT TUKEB ) jarult hozza.
A gyermekek sziilei vagy torvényes képviseloi részletes szobeli, ill. irasbeli felvilagositasban
részesiiltek, és a betegek csak a sziilok/képviseldk irasbeli hozzajaruldsat kovetden kertiltek

be a vizsgalatba.

3.1. Az 1. klinikai vizsgadlat

Az 1. vizsgalat a betegek CYP2(C9-stitusza és a valproat vérszintje, valamint
alkalmazott dozisa kozti sszefiiggéseket tarta fel (Toth €s mtsai, 2015).
A vizsgalatba 58, generalizalt vagy fokalis epilepszidban szenvedd, valprodtot szedd
gyermeket vontunk be. Tarsult betegséggel, vagy egyéb gyodgyszer szedése mellett beteg a
vizsgalatba nem kertilhetett be. A CYP-polimorfizmusra vonatkoz6 adatokat mindegyikiiknél
feldolgoztuk, azonban azokat a gyerekeket, akik a valproaton kiviil végilil méas gyogyszert is
kaptak, vagy akiknél a valproat-kezelés idokozben felfiiggesztésre keriilt, vagy hidnyos
adataik voltak, a tovabbi vizsgalatbol kizartuk.
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A fennmarado6 50 beteg demografiai adatait, ill. az antikonvulziv kezelés részleteit rogzitettiik.
A csoportba igy 30 lany és 20 fiu kertlt be, atlagéletkoruk 6,75 (0,5-15) év volt (4. tdblazat).
Minden beteg a kaukazusi rasszba (europai fehér populdcidhoz) tartozott. A betegektdl a
valproat monoterapia megkezdése el6tt vérmintat vettiink CYPtest'™ elvégzése céljabol, majd
a szokasos klinikai protokoll alapjan, a testtomeghez igazitott célddzis fokozatos beallitdsa
tortént (Guerrini, 2006). A kezelést alacsony valproat adaggal (10-15 mg/kg) kezdtiik, majd
fokozatosan emelve, 5-10 nap alatt értiikk el a céldozist. A gyogyszeradagot a megfeleld
klinikai valasz (rohammentesség) eléréséig emeltiik (az adag egyes esetekben tobb vagy
kevesebb is lehetett a tervezett célddzishoz képest); mellékhatas, ill. magas szérumszint
¢szlelése esetén a dozist csokkentettiik. A szérum valproat-szintjét a kezelés kezdetét
kovetden kettd ill. négy hét elteltével ellendriztiik. A 4. héten mért gyogyszerszintet
tekintettiik a stabil steady-state vérkoncentracionak. A vérszint, ill. az aktualisan adagolt
valproat-mennyiség adatait, valamint a CYPtest'" vizsgalat eredményeit retrospektive

dolgoztuk fel.

3.2. A Il. klinikai vizsgdlat

A 1I. vizsgalatban Osszehasonlitottuk a klasszikus valproat-terapidban, valamint a
CYP2(C9-statusz vezérelt terapidban részesiilo betegek klinikai adatait, eredményeit (Biidi és
mtsai, 2015). Ebbe a vizsgalatba 99 epilepszids, 15 év alatti gyermek keriilt be. A vizsgalatbol
kizartuk azokat a betegeket, akiknél valamilyen okbdl kifolydlag megszakitasra keriilt a
valproat-kezelés. A retrospektiv adatgylijtés soran a 2006 ¢és a 2014 kozott ujonnan
diagnosztizalt epilepszias betegek adatat dolgoztuk fel. 2010 elétt (kontrollcsoport, 47 beteg)
konvencionalis, tiinet-vezérelt valproat-kezelés tortént, mig 2010-t6l kezddédden 52 beteg
CYP2C9-statuszanak felmérése (CYPtest'™) alapjan tortént meg a gyogyszerbeallitas (az L.
klinikai vizsgalat eredményei szerint, a CYP-statusz alapjan kalkuldltuk a megfelel6 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 fiut valogattunk be, atlagéletkoruk 8 év volt (5. tablazat).

A CYP-statusz alapjan végzett gyogyszerbeallitas elott, ill. ezt kovetden rendszeresen tortént
vérvétel a haematologiai (fehérvérsejt-, vorosvértest-, thrombocyta-szam), ill. az egyéb
biokémiai paraméterek (ALP, GOT, GPT, GGT, kalcium, foszfor) ellendrzésére. A szérum

valproat-szinteket kéthetente vizsgaltuk. Ammoniaszint meghatarozasa csak akkor tortént, ha

33



DOI:10.14753/SE.2017.1974

azt a tiinetek indokoltdk. Minden, a kezeléssel kapcsolatos mellékhatast feljegyeztiink, ill.
sulyos (hyperammonaemia, haematoldgiai eltérések, zavartsag) €s enyhe (aluszékonysag,
faradtsag, enuresis, hajhullas) csoportba soroltuk azokat.

A CYPtest csoport betegei az . vizsgalat megallapitdsai alapjan kaptdk 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 gydgyszeradagolast az adott CYP2CO-
expresszio varhatd gyogyszersziikséglete alapjan kalkulaltuk: normal expresszio esetén 30-
40 mg/kg-ot, alacsony expresszio 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.

3.3. A vérmintik feldolgozdsa, valprodtszint-mérés, CYPtest™™

A levett vérmintakbol a biokémiai, haematoldgiai paraméterek, ill. a valproatszint-
meghatarozas az adott intézet helyi laboratériumaban tortént (Heim Pal Koérhaz, ill.
Semmelweis Egyetem).

A wvalprodt vérszintjének meghatarozdsahoz a vért a reggeli gyogyszerbevételt
megelozden vettiik le. Valproat-meghatarozast kéthetente végeztiink, fluoreszcencia
polarizacidés immunoassay modszer segitségével (AxSYM Valproic Acid Assay, Abbott
Laboratoties, IL). A 2. heti mérés alapjan, ha sziikséges volt, modositottunk a valproat
adagoldsan, azonban stabil vérszintnek a 4. heti eredményt tekintettiik. Normal (terapias)
szérum valproat-szintnek a 40 ¢s 100 pg/ml kozotti értéket tekintettiik (Guerrini, 2006).

A CYP2C9-genotipizalas ¢és CYP2C9-expresszid6 meghatirozasa az MTA
Természettudomanyi Kutatokézpontjaban tértént, ahova hiitve, a vérvételt kovetden 4 oran
beliil szallitottuk 4t a levett mintakat. Itt a vérmintakbol fehérvérsejt, majd DNS-izolalast
kovetden, meghataroztuk a betegek CYP2C9-genotipusat, tovabba a fehérvérsejtekbol RNS-
izolalast €s mRNS mennyiségi meghatarozast kdvetden meghataroztuk a betegek CYP2C9-
expressziojat. A CYP2C9-genotipizalasra “hydrolysis single-nucleotide-polymorphism
analysis” moddszerrel, TagMan-probdk (BioSearch  Technologies, Novato CA)
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felhasznalasaval keriilt sor (Temesvari ¢és mtsai, 2012). A CYP2C9-expresszio
meghatarozasara a leukocytak teljes RNS-tartalmat reverz-transzkripcioval, egyszala ¢cDNS-
re irtuk at. Az igy nyert cDNS-t real-time PCR modszerrel vizsgaltuk CYP2C9 UPL-proba
alkalmazaséaval (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany). A CYP2C9 mRNS mennyiségét a
standard “house-keeping” gén, a GAPDH (glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase)
szintjé¢hez viszonyitottuk.

A kapott értékek alapjan a CYP2C9-expressziot Temesvari és munkatarsai szerint
(Temesvari és mtsai, 2012) harom csoportba soroltuk: 5%¥107 érték alatt alacsony expresszioji
csoportba (low expresser); 2,5%107 felett magas expresszidju csoportba (high expresser); a
két értek kozott pedig atlagos expresszidju csoportba (intermediate / normal expresser)

kategorizaltuk a betegeket.

3.4. Valprodt mennyiségi meghatdarozdsa

Az AxSYM Valproic Acid Assay egy Fluoreszcens Polarizacios Immunoassay
(FPIA), mely mérési mddszer a fluoreszcencia jelenség sajatos vonasan alapszik. Ha a
fluoreszcenciat egy oldatban sikban polarizalt fénynyalabbal idézziik eld, akkor a
fluoreszcens fény lehet tovabbra is sikban polarizalt, de el is veszitheti a polarizalt jellegét. Ez
annak fliggvénye, hogy a molekulak milyen gyorsan képesek forogni. Ha ugyanis a gerjesztés
¢s a fénykibocsatas kozotti idoben a molekuldk nem valtoztatjak térhelyzetiiket, akkor a
kibocsatott fény polarizacids sikja megegyezik az elnyelt fényével. Ellenkezd esetben a
molekula elfordulasdnak megfeleléen, mas iranyban lesz polarizalt a kibocsatott fény. Mivel
az egyes molekulak egymastdl fiiggetleniil forognak, a kibocsatott fény Osszességében mar
nem polarizalt.

A molekuldk forgéasi sebessége nagyban fiigg a méretiiktdl. A néhany szazas
moltdmegli fluoreszcensen jelzett mintamolekuldk olyan gyorsan forognak, hogy a
fluoreszcens fény polarizacioja eltlinik vagy nagyon lecsokken. Ha viszont egy ilyen
molekula egy nagy fehérjéhez, pl. ellenanyaghoz kotddik, akkor az igy létrejott komplex
forgasi sebessége olyan kicsi, hogy a fluoreszcens fény polarizalt marad. Ha tehat a kis
molekuldju fluoreszcensen jelzett antigén €s a nagy molekuldju ellenanyag oldatat elegyitjiik,
€s ezutan mérjik a polaros fény altal kivaltott fluoreszcencia polarizacids fokat, akkor azt
tapasztaljuk, hogy a reakcié idébeni elérehaladasdval a polarizacios fok egyre nd. Ilyen

modon kovethetd a reakcid kinetikdja is, majd az egyensuly bedlldsa utan a keletkezett
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komplex mennyiségére is kovetkeztetni lehet. Adott mennyiségli ellenanyag alkalmazéasa
esetén ¢s kompeticiot alkalmazva, az egyensulyi polarizacios fok €s a fluoreszkalé anyag
koncentracioja kozti kalibracids 6sszefliggés mérheto.

A kompetitiv eljaras sordn a mesterségesen jelzett antigén verseng a mérendd
antigénnel az antitestek kotohelyeiért, a jelzett antigén szabad ill. kotott formdjanak nem
egyforma a jelintenzitasa. Mivel ilyenkor a szabad és a kotott forma egyarant ad jelet (eltérd
intenzitassal), ezért az ilyen modszerek viszonylag nagy koncentraciok mérésére alkalmasak

(Horvai, egyetemi jegyzet).

3.5. A CYP-expresszio meghatdarozdsa reverg transzkripcios real-

time PCR-rel

A real-time PCR (RT-PCR) technika kifejlesztésével lehetové valt az amplifikacios
gorbek felvétele, vagyis az amplikonok mennyiségének ndvekedése (relativ fluoreszcencia)
ciklusrol ciklusra nyomon kovethetd. A detektalas fluorimetrias uton torténik. A PCR reakcio
exponencialis szakaszara igaz a 2" kinetika, mely szerint a termékek mennyisége minden
ciklusban megduplazodik. Tehat, ha egy bizonyos fluoreszcencia értéket két kiilonbozo
reakcid egy ciklus kiilonbséggel ér el, akkor az egyik reakcioban kétszer annyi kiindulasi
templat volt, mint a masikban.

Mivel a PCR vizsgdlat DNS-t haszndl templatként, az izolalt RNS-t reverz
transzkripciéval cDNS-re irjuk at, és a RT-PCR sordn a cDNS relativ mennyiségét mérjiik. A
reverz transzkripcid linedris kinetikat kovet, a keletkezd6 cDNS mennyisége egyenesen
aranyos a kiinduldsi mRNS mennyiségével. A technikai pontatlansagbol ad6do hibak
kikiiszobolésére a kivalasztott gén expressziojat egy belso standard, az in. house-keeping gén
expressziojahoz viszonyitjuk. House-keeping génként egy olyan gént valasztunk ki, melynek
expressziojat sem a vizsgalat, sem egyéb kornyezeti hatdsok nem befolyasoljak. Erre a célra
mi a GAPDH-t hasznaltunk. A ciklusonkénti relativ termékmennyiség meghatdrozasara
fluoreszcensen jeldlt oligonukleotid probakat hasznaltunk.
juthatunk a vizsgalni kivant nukleinsavat illetéen. Az adott mérési rendszeren beliil ezt az
informaciot az attorési pont (Cr) adja meg. A Cr azt a ciklusszamot jelenti, ahol a
fluoreszcens jel exponencidlisan novekedni kezd. Jelen esetben a mennyiségi
meghatarozashoz komparativ Cr metodikat alkalmaztunk, amely az 4ttorési pontok kozvetlen

Osszehasonlitasat teszi lehetdvé. A moddszer soran a house-keeping gén és a vizsgélt gén
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atirdsa egyiitt torténik, majd RT-PCR segitségével meghatdrozzuk az &ttérési pontokat,

melyekbdl relativ értekek kiszamitasaval kovetkeztethetiink az eredeti mennyiségre. A relativ

expresszio mértékének meghatirozdsahoz kiszamitjuk a célgén és a house-keeping gén

attorési ciklusszamainak kiilonbségét, majd az eredményt az exponencidlis kinetikanak

megfelelden, kettd hatvanyaként helyettesitjiik be.

3.6. CYP-genotipus meghatdarozdsa hidrolizis SNP analizissel

Az SNP (Single Nucleotide Polimorphism)
analizist TagMan probak segitségével végeztiik
(Biosearch Technologies Novato, CA). Az eljaras
soran a PCR primereken kiviil a PCR mix-hez a
mutaciohoz specifikusan ko6tddd, fluoreszcens
festékkel jelolt oligonukleotid probdkat (mutans és
vad tipusu) adunk, amelyek a DNS amplikonon a
mutaci6  kornyékére, egy belsé rovidebb
szakaszhoz kotodnek be (5. abra). A muténs ¢€s a
vad probak 5' vége (R=reporter) és 3' vége
(Q=quencher) eltérd fluorofér festékkel jeldlt. A
fluorofor festékek eltéré hulldamhossza fényt
emittalnak, 1igy lehet a késdbbiekben a

fluoreszcencia alapjan kiilonbséget tenni kozottiik.

L

o

5. abra. A PCR reakcio lépései

A megfeleld proba a fragmentum belsd szakaszahoz hibridizalodik, ekkor a két jelzés

(reporter €s quencher) kozel van egymashoz, igy a reporter és a quencher kozott 1étrejon a

Fluorescence Resonance Energy Transfer (FRET) folyamata, vagyis a reporter altal emittalt

fluoreszcens fényt a quencher képes elnyelni, igy nem kapunk fluoreszcencia jelet. A templat

amplifikicidja sordn a proba 5’ végével taldlkozo Taq polimeraz (5>3' exonukleaz aktivitasa

révén) bazisrdl bazisra lebontja a probat, a proba két végén levo festék ezaltal tavol kertil

egymastol, és a reporter jelzés emisszidja detektalhatova valik.
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Az allél diszkrimindcié lényege, hogy a vad tipust, ill. a mutans allélra tervezett
specifikus TagMan probakat két eltérd fluoreszkalo festékkel jeloljiik: FAM vagy CAL Fluor
Gold 540 (vad tipushoz); CAL Fluor Red 610 vagy Quasar 670 (mutans tipushoz). A mutacio
helyére tervezett probaszekvencidk kozépsd része csak egy bazisban tér el. A vad tipusu
TagMan proba koétddésének hatékonysaga a mutans allélhoz joval alacsonyabb, mint a vad
tipusu allélhoz, a TagMan proba é€s a célszekvencia kozott kialakult mismatch kovetkeztében.
Ez forditva is igaz: a mutans tipus TagMan proba joval nagyobb hatékonysaggal kotddik a
mutans allélhoz, mint a vad allélhoz. Homozigota vad genotipus esetén csak a vad tipusu
proba ad fluoreszcens jelet, heterozigotandl a vad és a mutdns proba fluoreszcens jele
egyiittesen észlelhetd, mig homozigdta mutans esetén csak a mutans proba fluoreszcens jele

jelenik meg.

3.7. Statisztikai analizis

1 Vizsgalat

A valproat szérumszintjeit a dozissal, ill. testtomeggel normalizaltuk és(ug/ml)x(dozis mg /ttkg)”
értekben fejeztiik ki. A kiilonb6zé CYP2C9-statuszhoz tartozd normalizalt valproat-szinteket,
€s a terapias vérszint (40-100 pg/ml) eléréséhez sziikséges, ttkg-szerinti dozisokat
meghataroztuk. A kiilonb6z6 CYP2C9-statusza csoportok kozotti kiillonbségeket Kruskal-
Wallis-, ill. Dunn-teszt segitségével hataroztuk meg. A P< 0,05 értékeit 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
terdpids tartomanyon beliili valproat-szintek ¢s hematologiai, biokémiai paraméterek
Osszehasonlitdsaval 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.
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4. Eredmények

4.1. A gyermekek CYP2C9-statusza

Az 1. vizsgélat soran 58 Ujonnan diagnosztizalt epilepszids gyermeknél (életkor < 15
¢v) meghataroztuk a CYP2C9 genetikai hatteret €¢s a CYP2C9-expresszidt. A betegek kozel
30%-a polimorf CYP2C9 allelt (CYP2C9*2, CYP2C9*3) hordozott, azonban csak egy
betegnél taldltunk homozigdta mutans genotipust (CYP2C9*2/*2) (6. abra). A betegnél a
CYP2C9 véarhatd6 miikddésképtelensége miatt nem valproat-alapu antiepileptikum terapiat
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 minddssze két betegnél detektaltunk magas CYP2C9 mRNS
szintet (7.abra). Ez utobbi két gyermeket a tovabbi vizsgalatokbol ki kellett zarnunk, mivel
1d6kozben a valproat hatastalansaga — feltehetdleg a valproat fokozott metabolizmusa - miatt
mas antikonvulziv gyogyszer keriilt beallitasra. Tovabbi 0t beteget szintén kizartunk a
vizsgalatbol hidnyos adatok, ill. nem valproat monoterapia beallitasa miatt. A fennmaradd 50
beteg kozel egyharmadandl egy allélt érintd mutacido igazolddott (CYP2C9*2 vagy
CYP2C9%*3) (4. tablazat). Az 1. vizsgalatba bevalasztott betegeknél a polimorf allél-
gyakorisdg (CYP2C9*2 - 9%; CYP2C9*3 - 6%) hasonl6 a kaukdzusi populaciora jellemzd

irodalmi adatokhoz (11 és 7 % - Zanger és mtsai, 2008; Kurose és mtsai, 2012).

| /%3 *2/%2
12% 2%

—

6. abra. A betegek CYP2C9-genotipusainak megoszlasa.
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7. dbra. A betegek CYP2C9-expresszios adatai. (EE: magas expresszio, IE: atlagos
expresszio, PE: alacsony expresszio)

4. tablazat. Az I. vizsgalatba bevalasztott betegek CYP2C9-statusza, ill. demogrdfiai adataik

CYP2C9-statusz Betegszam  Kor (évek)? TeStS‘fy Fit/lany
(kg)
Atlagos 12 4(05-15)  25(6-60) 4/8
CYP2C9%*]/*] expresszio
Alacsony 23 7(15-15)  27(14—-65) 10/13
expresszio
Atlagos 11 43-14)  19(14-52) 5/6
CYP2C9*1/mut expresszio
Alacsony 4 75(4-15)  22.5(15-60) 1/3
expresszio
50 675(05— 21.5(6-65  20/30
Ossz.
15)

7. atlag (min; max); CYP2C9*1/mut: CYP2C9*1/*2 vagy CYP2C9*1/*3
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A CYP2C9-génexpresszios vizsgalatok alapjan megallapitottuk, hogy a mutacioval
nem rendelkezd betegek kozel kétharmadadnal alacsony expresszid volt kimutathatd, és az
alacsony CYP2C9-expresszalok ardanya a teljes betegcsoportra vetitve is igen magasnak
tekinthetd (tobb, mint 50%) (4. tablazat). Ez kiilondsen szokatlan, hiszen a gyermekeknél
altaldban tapasztalhatdé CYP-expresszid Iényegesen magasabb a felndttekhez képest.
Temesvari és munkatarsai (2012) altal meghatarozott CYP2C9 alacsony expresszios cutoff
értek (<5*10°) a felnbtt, egészségesnek tekinthetd populacid 25%-at mindsiti alacsony
expresszalonak.

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

Bar azt gondolnank, hogy a polimorf allélt nem hordozé betegek normalis, atlagos
gyogyszer-metabolizald képességgel rendelkeznek, mégis a homozigota “vad genotipust”
csoport minddssze 12 betege bizonyult atlagos gyogyszerlebontd-képességlinek. A 4.
tablazatbol az is kideriil, hogy a CYP2C9*1/mut csoportban is megfigyelhetd alacsony, ill.
normal CYP2C9-expresszio. Ez nem meglepd, hiszen a mutans allélek is atirodnak mRNS-re
befolyésoljak a korabban mar emlitett endogén ¢és kornyezeti hatasok (pl. életkor, betegség,
gyogyszeres terapia), mint a vad tipusu allél atir6éddsat. Azonban hidba latunk normal
CYP2C9-expressziot a polimorf allélt hordozo betegeknél, fenotipusosan csokkent

gyogyszer-metabolizmust varhatunk.

4.2. A betegek valprodt-szintjei, ill. dozissziikségletei

Az 1. vizsgalatba bevont 50 gyermeknél a statisztikai analizis szignifikans kiilonbséget
mutatott a kiilonb6zé CYP2C9-statuszi betegek dozissal és testtomeggel normalizalt szérum
valproat-szintjei kozott. A normalizalt szérum valproat-koncentraciok szignifikansan
alacsonyabbak voltak az atlagos enzimexpressziét mutatd, homozigoéta vad genotipust
(CYP2C9*1/*]) gyermekek esetében (2,12 (ug/ml)x(dézis mg/ttkg)"), mint alacsony
expresszidji  gyermekeknél (5,13 (ug/ml)x(dozis mg/ttkg)'). Szintén magasabb
gyogyszerszintek alakultak ki a polimorf allélt hordozd betegek (CYP2C9*2 vagy
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CYP2C9*3) esetén, akar normal expressziot (4,33 (ug/ml)x(dozis mg/ttkg)™), akar alacsony
expressziot mutatott az illeté beteg (5,54 (ug/ml)x(dozis mg/ttkg) ™) (8. 4bra).

*
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8. dabra. A normalizalt valproat vérszintek a kiilonbozé CYP2C9-genotipusu (CYP2C9*1/*1,
CYP2C9*1/mut), ill. -expresszioju (alacsony, normal) betegeknél (*: szignifikans kiilonbség a
csoportok kozott, P<0,05).

Ha a homozigdta vad genotipusu (CYP2C9*1/*1), de alacsony génexpresszioj,
illetéleg a polimorf all¢lt hordozd (CYP2C9*I1/mut) betegeket Osszehasonlitjuk a
CYP2C9*1/*1 genotipusu, normal mértékben expresszald csoporttal, 2-3-szor magasabb
gyogyszerszintet észleliink azonos mennyiségii gyogyszer bevitele mellett. Amennyiben a
polimorf alléllal rendelkezd heterozigota csoportokat az alacsony CYP2C9-expresszidju
homozigéta vad CYP2C9-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 pg/ml kozott tartja optimalisnak. E terapias tartoményt a 30-
40 mg/kg céldozis bedllitasaval javasolt elérni (Guerrini 2006). Megfigyelésiink szerint az

alacsony expresszioju CYP2C9*]1/*] genotipust, ill. a mutdciét hordozo heterozigota
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(CYP2C9*1/*2 vagy CYP2C9*1/*3) péciensek szignifikansan alacsonyabb valproat-dozist
igényeltek a terapids vérszint eléréséhez, szemben a normal expresszidji homozigota

csoporttal (9. abra).

60 - I CYP2C9*1/*1
. [ ]CcYP2co*1/mut
50 - | |
k
o5 | |
7 *k
~ 40-
£ ' '
g ns
(7))
N 0 | 1 ns
© 1
‘g 20 - I [
o
2 10-
0- ] 1 1

Alacsony

CYP2C9 expresszio

Normal

9. abra. A valproat terapias veérszintjének eléréséhez sziikséges gyogyszeradagok a kiilonbozo
CYP2C9-statuszu betegek esetében (ns: nem szignifikans, *. szignifikans kiilonbség a
csoportok kozott, P<0,05).

A megfeleld szérumszint eléréséhez sziikséges dozis hasonld 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 expresszioji, homozigdta CYP2C9*]1/*] genotipusii betegek
esetében azonban mar atlagosan 33 mg/kg-ra volt sziikség. Ezek alapjan a hagyomanyos, 30-
40 mg/kg-os céldozis csupdn a betegeink negyedének (24 %) volt megfeleld, azoknak, akik

mutacioval nem rendelkeztek és a CYP2C9-enzimet normal mértékben expresszaltak.
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4.3. CYP-statusz alapjan bedllitott gyogyszeres kezelés

A 1II. vizsgalat soran a gyogyszeres kezelés inditasa elétt a CYPtest csoportban (N=52)
meghataroztuk a CYP2C9-genotipust, ill. CYP2C9-expressziot, €s ez alapjan allapitottuk meg
a valproat céldozisat. A kontrollcsoportban a gyodgyszeres kezelés bedllitasa, valamint a
céldozis megallapitasa konvencionalis médon, testtdmeg alapjan tortént. A CYPtest'
vizsgalat alapjan egy betegnél észleltiink homozigota (CYP2C9*2/*2) mutéaciot, emiatt a
valproat-kezelést kontraindikéaltuk. A gyermeket a tovabbi vizsgalatokbdl, ill. elemzésbdl
kizartuk. A gyogyszeres kezelést megel6z6 CYP2C9-genotipizalas €s CYP2C9-expresszio
mérés eredményeit az 5. tdbldzatban gyiijtottiik ossze. Hasonloan az el6z0 vizsgalathoz, a
gyermekek tobb, mint negyedénél észleltink CYP2C9-génmutaciot, a polimorf allélek
eléfordulasi gyakorisaga (CYP2C9*2 : 6,75 %; CYP2C9*3 : 5,75%) a kaukazusi populaciora
jellemzd gyakorisdgi mutatoknak megfelel (Zhou és mtsai, 2010). Az el6z0 vizsgalati
adatokkal Osszhangban a polimorf allélt nem hordozd betegek 2/3-a gyengén expresszalta a
CYP2C9-enzimet. Igy Osszességében a CYP-sziirt csoportba tartozo betegek 74,5%-anal
alacsonyabb dozisu (10-20 mg/kg) kezelést iranyoztunk eld, ellentétben a normal expresszidt
mutat6 betegekkel (30-40 mg/kg). Annak ellenére, hogy a kontrollcsoporthoz képest a CYP-
szlirt betegek egy része joval kevesebb gyogyszert kapott, a gydgyszer klinikai hatdsaban nem
volt kiilonbség, a két csoportban azonos rohamgyakorisagot észleltiink.

Bar a betegek 1 hoénapos gydgyszerszedést kovetd stabil valproat-szintjei nem
mutattak szignifikans kiilonbséget (6. tablazat), azonban a terépias vérszinttdl (40—100 pg/ml)
valo eltérés mértéke Iényegesen kiilonbozott a két csoportban (2,98 vs 21,2 pg/ml) (10. abra),
sOt a terapids vérszinttdl valo eltérés szignifikansan ritkdbb volt a CYPtest csoportban (9/51

vs. 21/47; 6. tablazat).
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5. tablazat. A Il. vizsgalat betegeinek CYP2C9-statusz ill. demografiai adatai.

Betegek  Kor (&v) * (Tllegs)tfuly Fit/lany
Kontroll- 47 8(0.13-15) 27 (4.6-62) 31/16
csoport
CYPtest 52 6.25(0.5—15) 21 (6—67.5) 24/28
csoport
Normdl 12 4(05-11) 15(6-32) 4/8
expresszid
CYP2C9*1/*1 Alacsony 25 7 (0.6 — 15) 25(7-67.5) 12/13
expresszio
Magas 1 4.5 15 1/-
Expresszio
Normal 19 (145 -
expresszio 9 4(3-15) 52) >/4
CYP2C9*1/mut
Alacsony 4 7.5 (4 -15) 225 (15 - 1/3
expresszio 60)
CYP2C9*2/*2 1 7 25 1/-

*: atlag (min; max); CYP2C9*1/mut. CYP2C9*1/*2 vagy CYP2C9*1/*
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6. tablazat. A betegek klinikai paraméterei egy honappal a valproat-kezelés megkezdését
kovetden.

Paraméter CYPtest Szignifikancia
Kontroll -
csoport
csoport (N=47)
(N=51)
Valproat szérumszint (pug/ml) 85.0+36.02 72.0£21.05 ns
Valproat terapias tartomanyan kiviil es6
21/47 9/51 P=0.004

betegek aranya

Valproat optimalis terapias szintjétdl valo
21.2416.17 2.98+1.90 P<0.001

eltérés (nug/ml)
Alkalikus foszfataz (ALP; U/1) 545.14235.81  236.0+138.76 P<0.001
ALP fels6 normalértékét meghalado

23/47 2/51 P<0.001
betegek aranya
Glutamat-oxalacetat aminotranszferaz

27.3£9.77 27.5+8.66 ns
(GOT; UN)
Glutamat-piruvat transzaminaz(GPT;U/1) 16.1£7.93 15.8£8.50 ns
Gamma-glutamil transzferaz (yGT; U/l)  15.6£7.02 14.3£8.51 ns
Kalcium (mmol/l) 2.23+0.434 2.41+0.121 ns
Foszfor (mmol/1) 1.64+0.533 1.52+0.297 ns
Vordsvértest szam (x10'%/1) 4.5+0.48 4.6+0.46 ns
Fehérvérsejt szam (x10°/1) 7.042.19 7.943.22 ns
Vérlemezke szam (x10°/1) 227.1+£88.06 245.4+£70.81 ns

ns: nem szignifikans, P > 0,05
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10. dbra. A betegek stabil valproat-szintjei a ket kiilonbozo csoportban. (Kontrollcsoport
N=47; CYPtest csoport N=51; valproat terapias vérszintje 40 és 100 ug/ml kézott megjelélve)

A biokémiai ill. hematologiai paramétereket monitorizalva probaltuk észlelni mindkét
csoportban a mellékhatasok kialakulasanak els6 jeleit. A laborértékeket (majfunkcids
paraméterek, kalcium, foszfor, fehérvérsejt, vordsvértest, thrombocyta) a gyogyszerszedés
kezdetekor mért kiinduladsi szintekhez viszonyitottuk. A kiinduldsi laborértékek minden
betegnél a normal tartomanyban voltak. Egy honappal a terapia megkezdését kovetden mért
hematoldgiai paraméterekben a csoportok kozott nem volt kiilonbség. A biokémiai markerek
koziil egyediil az alkalikus foszfatdz szintjében volt eltérés (6. tablazat). A kontrollcsoportban
szignifikdnsan magasabb alkalikus foszfatdz-szinteket észleltiink, mely akar hepatotoxicitasra,
akar csontanyagcsere-zavarra is utalhat. Mindemellett a transzamindz, a kalcium-, ill.
foszforszintekben nem észleltiink kiilonbséget a csoportok kozott. Az alkalikus foszfataz
szintje gyermekeknél az életkorral jelentdsen valtozik (Shaw és mtsai, 2014), azonban az
altalunk észlelt, egy honap alatt bekdvetkezett valtozas inkabb a valproat-kezelésnek tudhato
be, mintsem ¢letkorbdl adédo enzimemelkedésnek, hiszen a betegek életkoreloszlasa hasonlo
volt mindkét csoportban. Emelkedett szérum alkalikus foszfataz szinteket talaltunk a kontroll
betegek csaknem felénél, mig a CYPtest csoport betegeinek csupan 4 %-anal észleltiik
emelkedett alkalikus foszfataz értékeket.

Valproathoz kéthetd sulyos mellékhatasok kevésbé fordultak eld a CYPtest csoportban
(7. tablazat). A kontrollcsoport leggyakoribb (17%) stlyos mellékhatdsa a hyperammonaemia
(>50 pmol/l, de 100 umol/l is el6fordult!) mindig magas alkalikus foszfataz szintekkel (>750
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U/1, de 1200 U/l is eld6fordult!) 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 mellékhatds gyakorisagat tekintve

szignifikans kiilonbséget taldlunk a két csoport kdzott (P=0,05; 7. tablazat).

7. tablazat. A két csoportban az egyes mellékhatasok elofordulasi aranya

Mellékhatasok Kontroll CYPrest Szignifikancia

csoport (N=47) csoport (N=51)

Sulyos: 14/47 2/51 P<0.001
Hyperammonemia 8/47 1/51 P=0.01
Hanyinger 1/47 1/51 ns
Thrombocytopenia 2/47 0/51 ns
Borkiiités 1/47 0/51 ns
Zavartsag, eszméletvesztés 2/47 0/51 ns

Meérsékelt 18/47 10/51 P=0.05
Hajhullas 3/47 2/51 ns
Aluszékonysag 6/47 4/51 ns
Bevizelés 2/47 1/51 ns
Féradtsag 3/47 1/51 ns
Evéskényszer, sulygyarapodas 3/47 2/51 ns
Hangulatzavar 1/47 0/51 ns

ns: nem szignifikans, P > 0,05
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4.4. Esetismertetés

Egy 10 napos csecsemd (1850 grammal sziiletett a 31. gesztacidés héten) kertilt
felvételre a Heim Pal Gyermekkérhaz Madarasz utcai Korhazéba (Budapest). A Perinatalis
Intenziv Centrumban elvégzett vizsgalatok szerint perinatdlisan a subependymalis régio
bevérzett (,,intraventricularis vérzés kamratagulat nélkiil - grade II”’), a jobb felkaron észlelt
mioklonusos epizodok, ill. az EEG-eltérések alapjan phenobarbital kezelést (2 mg/kg)
inditottak nala a hetedik napon. Mivel a hosszitava phenobarbital kezelés figyelem- ill.
memoriazavarokat okozhat, ezért a beteg felvételét kovetden a phenobarbitalt valproatra
cseré¢ltiik le. A céldozis 30 mg/kg volt. 17 nappal a valproat-kezelés inditdsa utdn a
gyermeknél csontvelddeplécido (haematocrit: 17,7%; haemoglobin: 59 g/l, fehérvérsejt:
5,1x10%1, thrombocyta: 39x10°/1) és hyperammonaemia jeleit (92 pmol/l) észleltiik, ill.
emelkedett alkalikus foszfatdz (1695 U/l) szintet mértiink. A toxicitas egyértelmiien a
valproatnak volt tulajdonithat6, ezért adasat azonnal felfiiggesztettiik. Tiz nappal a valproat
leallitasat kovetden a valprodt vérszintje még mindig 19,5 pg/ml (LC-MS meghatarozas
alapjan) volt. A gyermek vordsvértest transzfuziora szorult, azonban a vérlemezke-, ill.
fehérvérsejt-szam 6 nap alatt spontan normalizdldédott. A magas alkalikus foszfataz-szint 1
honap alatt, mig a magas ammoniaszint fokozatosan, 10 nap alatt rendez8dott.

Mivel felmeriilt benniink, hogy esetleg enzimhiany allhat a toxikus tiinetek hatterében,
ezért CYPtest' V- vizsgalatra, az MTA Természettudomanyi Kutatokézpontjaba (Budapest)
kikiildtiik a beteg vérmintajat. A CYP-analizist kovetéen bebizonyosodott, hogy a beteg
CYP2C9*3/*%3 (homozigoéta mutdns) genotipust hordoz, amely magyarazatul szolgal a
rendkiviil lassu valproat-metabolizmusra, igy a valprodtnak tulajdonithatd sulyos toxicitasi
tiinetek megjelenésére is. KésObb a gyermek csalddjaban is elvégeztiik a farmakogenetikai
vizsgalatot, édesanyja, édesapja, ill. testvére is CYP2C9*1/*3 heterozigdta genotipustinak
bizonyult.

Ahogy az el6z6 fejezetekben szerepel, gyermekeknél, de kiilondsen az 0jsziilotteknél
a valproat metabolizmusat elsdédlegesen a CYP2C9 katalizélja, igy a két, funkciovesztd
mutaciot hordozo alléllel rendelkezd betegeknél a valproat metabolizmusa csokkent
intenzitassal zajlik. A klinikai protokoll szerint a betegeknél alacsony (10-15 mg/kg) dozissal
indul a valproat-kezelés, majd fokozatosan, a tiinetek alapjan (epileptikus tiinetek
megsziinése, valproadt mellékhatadsok hianya) érheté el a terdpias dozis. A valproat

vérszintjének ellendrzésére (a protokoll alapjan) csak a kezelés megkezdését kovetden 3-4
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héttel kertil sor, ezalatt a kezel6orvos csak a tiinetek és a mellékhatasok alapjan tdjékozddhat
az antiepileptikus terapia helyességérdl. A CYP2C9-genotipus ismerete azonban mar a
kezelés megkezdésekor segitséget nyujthat a terdpia megtervezéséhez. A két funkciovesztd
allélt hordozok (CYP2C9*2/*2, CYP2C9*3/*3, CYP2C9*2/*3) el6fordulasi gyakorisaga
viszonylag magas az europai fehér populdcidoban (2-10%), igy a CYP2C9-genotipus
vizsgalatot érdemes elvégezni még a valproat-kezelés inditasa elott. A két funkciovesztd
alléllel rendelkezd betegeknél valproat helyett egyéb alternativ antiepileptikus terapia
alkalmazasa javasolhato.

Esetiinkben, amennyiben a gyermeknél a valproat-kezelés inditasa eldtt megtortént
volna a CYPtest™ vizsgalat, valosziniileg elkeriilheté lett volna a stlyos, életet veszélyeztetd

toxicitas (Nagy és mtsai, 2015).
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5. Megbeszéles

A gybgyszerlebonto-képesség nagyban befolyasolja a betegek terapias valaszat, ill. a
mellékhatasok kialakulasdnak kockéazatat. A gyogyszerlebontdsban igen nagy jelentOséggel
birnak a CYP-enzimek, melyek genetikai polimorfizmusai alapjan a populacié gyenge-,
atlagos- és gyors metabolizalokra oszthatd fel (Ingelman-Sundberg, 2001). A képet tovabb
szinesiti, hogy endogén, ill. exogén hatasokra a génexpresszid folyamatosan valtozik az egyén
¢lete folyaman, mely miatt kialakulhat az adott enzimkészlet alacsony, atlagos, vagy fokozott
expresszioja (Monostory ¢€s Pascussi, 2008). Az elterjedt farmakogenetikai vizsgalatok
kizarélag genetikai polimorfizmusokat vizsgalva probaljak megbecsiilni az egyéni gydgyszer-
metabolizmus szintjét. A génexpresszid vérmintabol torténd meghatirozasa csak az elmult
években valt lehetévé (Temesvari és mtsai, 2012).

Az egyéni gyogyszerigényt a fentieck mellett szintén befolyasoljak az életkori
kiilonbségek. Az ujsziilottek CYP-dependens gydgyszer-metabolizmusa alacsony (a felnott
szint 50-70 %-a), azonban igen hamar megugrik, két éves korra a felndtt szintet joval
meghaladja, és csak a pubertas utan csokken a felndttekre jellemzd szintre (Stewart és
Hampton, 1987). Ezzel ellentétben 0jsziilotteknél a gyogyszerek gliikuronidacidja egyaltalan
nem milkddik, vagy igen alacsony szintli. A gliikuronidaciés folyamatok aktivitdsa igen
lassan novekszik, pubertasra sem éri el a felndttekre jellemzd szintet (McCarver és Hines,
2002).

Ha a wvalproat vonatkozdsdban nézziik e folymatokat, gyermekek esetében
egyértelmiien CYP-dependens valproat-metabolizmussal kell szdmolnunk, riadasul tartos
valproat adagolas mellet a mitokondrialis B-oxidacid is zavart szenved (Ponchaut és mtsai,
1992.). fgy értheté, hogy miért van nagy jelentésége gyermekkorban a CYP-enzimeknek a
valproat lebontasa soran, ill. a CYP-enzimek genetikai eltéréseinek a valproat indukalta
toxicitas kialakulasaban (Ho és mtsai, 2003; Kiang és mtsai, 2006)

A CYP2C9, mely a valproat-degradacié legfontosabb enzime, igen nagy genetikai
polimorfizmust mutat. A CYP2C9*2 ¢és a CYP2C9*3 a leggyakrabban el6fordulo
allélvariaciok a kaukazusi népcsoportban (Zanger €s mtsai, 2008, Kurose és mtsai 2012).
Ezek, a funkciovesztést okozd mutaciok in vivo is bizonyitottan gyengébb metabolizmushoz
vezetnek (Ho €és mtsai, 2003).

Néhany tanulmany megprobalt mar  Osszefliggést taldlni a  valproat

szérumkoncentracioja, ill. a CYP2C9-genotipus kozott (Tan és mtsai, 2010, Guo €s mtsai,

51



DOI:10.14753/SE.2017.1974

2012), tobb-kevesebb sikerrel. Statisztikailag szignifikans, de relative kicsi kiilonbséget
észleltek CYP2C9*3 allél jelenléte esetén, Osszehasonlitva a mutéacio nélkiili betegekkel (Tan
¢s mtsai, 2010). A szerzOk csupan kisfoku normalizalt valproat vérszint-emelkedést észleltek
a CYP2C9*1/*3 genotipusi betegeknél, mely feltehetdleg két tényezd figyelmen kiviil
hagyasa miatt lehetett: a szerz6k nem vették szdmitasba sem a CYP2C9-génexpressziot, sem
a lebontas korspecifikus kiilonbségeit. Guo és munkatarsai viszont semmilyen Osszefliggést
nem talaltak a CYP2C9*3 allél jelenléte €s a valproat szérumszintek kozott (Guo és mitsai,
2012). Ennek oka feltehetéleg az volt, hogy a szerzok csak genotipus alapon vontak le
kovetkeztetéseket és nem vették figyelembe a CYP2C9-génexpressziot.

Az egyén aktudlis gyogyszer-metabolizmusara a genotipizalas adataibol kovetkeztetni
nem egyszert, még a nem indukalhat6é enzimek (mint pl. a CYP2D6) esetében sem (Hicks és
mtsai, 2014). Temesvari és munkatarsai (Temesvari €s mtsai, 2012) 60-szoros kiilonbséget
észleltek a kiilonb6z6é betegek majszovet CYP2C9 mRNS szintjeiben, ami azt jelenti hogy
atmeneti gyenge metabolizalok (poor metabolizer) is vannak a CYP2C9*I/*] genotipust
betegek kozott. Ezért nemcsak a genetikai hattér, hanem az aktualis génexpresszio
feltérképezése is fontos, ha az aktudlis valproat-metabolizmusrol szeretnénk informaciot

kapni.

5.1. Valproat-dozisigény a CYP2C9-stdatusz fiiggvényében

Az 1. vizsgalatba bevalogatott betegeket a CYP2C9-genotipus alapjan két csoportba
osztottuk (CYP2C9*1/*1 és CYP2C9*1/mut), emellett a CYP2C9-expresszido alapjan
megallapitottuk, hogy mindkét csoport tartalmaz alacsony, ill. normal mértékben expresszalo
gyerekeket is. A CYP2C9*1/*1 genotipusu betegeknél altalaban atlagos metabolizmust
feltételeziink, azonban a normal metabolizmus mddosulhat a csokkent enzimexpresszid miatt
¢s a beteg gyenge metabolizalova valhat. Meg kell emliteni azt is, hogy a mutans allélek hibas
fehérjékké irodnak at, ezért csokkent metabolizmushoz vezetnek, még akkor is, ha a hibas
enzim atlagos mértékben expresszalodik.

Jelen vizsgélatunkba 15 év alatti gyermekeket vontunk be, akiknél egyértelmiien
igazoltuk, hogy a valproat normalizalt szérumszintjei tiikrozik a CYP2C9-statusz egyéni
kiilonbségeit. A gyerekek heterozigbta CYP2C9-genotipus mellett (CYP2C9*1/*2 vagy
CYP2C9*1/*3) gyenge valproat-metabolizmust mutattak, melyhez magasabb gydgyszerszint
¢s alacsonyabb valproat-dozisigény tarsult. A homozigdta vad (CYP2C9*1/*1) genotipusu

betegek normal miikddésii enzimet termelnek, azonban a valproat metabolizmusat a CYP2C9-
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expresszioja befolyasolja. Alacsony expresszioju, CYP2C9 polimorf allélt nem hordozo
betegek a polimorf allélt hordozod heterozigota betegekhez hasonléoan alacsony
metabolizmustinak bizonyultak, mig a homozigéta vad genotipust, normal expresszioju
betegek a lényegesen gyorsabb valprodt-metabolizmus miatt szignifikdnsan magasabb
gyogyszerigényt, ill. szignifikdnsan alacsonyabb szérumszinteket produkaltak.

Osszességében tehat elmondhatd, hogy a CYP2C9-stitusz befolyasolja a valproat
szérumkoncentraciot, csakligy, mint az optimalis terapias vérszint eléréséhez sziikséges dozist
epilepszias gyermekek valproat monoterapias kezelése soran. Kovetkezésképpen az alacsony
génexpresszid a valprodt metabolizmusdban (ill. a valproat dozissziikségletében ¢&s
szérumszintekben) ugyanolyan hatast valt ki, mint a gyenge metabolizmust okoz6 mutacio.
Emellett azonban a CYP2C9 polimorf all¢lt hordozo betegek esetén a valproat-lebonto
képesség fiiggetlen a CYP2C9-expressziotol (CYP2C9*1/mut alacsony expresszald, ill.

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

A betegeknél tapasztalhatdé CYP-fenokonverzid altalaban kiils6-belsé hatasokkal
magyarazhato, ugymint gyogyszerhatas, taplalkozas, betegségek, gyulladds, hormonhaztartas,
amelyek a gyogyszerlebontd-enzimek expresszidjat és milkodését befolyasoljak. A valproat
egyes antiepileptikus gyogyszerekkel (phenytoin, phenobarbitdl, carbamazepine) torténd
egyiittes alkalmazéasa fokozott CYP2C9-expressziohoz €s megndvekedett valproat-lebonto
kapacitashoz vezet. Amini-Shirazi és munkatarsai azt észlelték, hogy a valproat egyiittes
adasa egyéb CYP2C9-induktorokkal noéveli a 4-én-valproat képzdodését, a valproat
monoterapiaval 0Osszehasonlitva (Amini-Shirazi és mtsai, 2010). Az altalunk észlelt
expresszios kiilonbségek nem szarmazhattak CYP2C9-indukciobol, hiszen a gyermekek
valproat monoterapiaban részesiiltek. Alacsony CYP2C9-expresszioju betegek furcsa modon
igen nagy aranyban voltak a betegek kozott, a betegek tobb mint fele alacsony expressziot
mutatott, ami valamilyen szupprimal6 faktor jelenlétére utalhat. Az epilepszias betegek roham
utani jelentds citokin-emelkedése logikus magyarazat lehet, hiszen a gyogyszer-metabolizalo
enzimek ’down-regulacidja’ figyelhetdé meg akutfazis-fehérjék hatisara, ami csokkent
gyogyszer-metabolizmushoz vezet (Aitken és mtsai, 2006; Yu ¢és mtsai, 2012; Uludag és
mtsai, 2013). A feltételezések szerint a CYP2C9 ’down-regulécioja’ a CYP-gének
transzkripcidjdban meghatarozd szerepet jatszé nukleéris receptorok (pregnane X receptor;

konstitutiv androstane receptor) szuppresszioja miatt torténik, amely a rohamok sordn
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felszabaduld proinflammatorikus citokinek (IL-6; IL-1P) hatasara jon létre (Pascussi és mtsai

2000; Pascussi €s mtsai, 2003).

Az epilepszids rohamok hatasara bekovetkezd, CYP2C9-fenokonverzidhoz hasonld
jelenség figyelhetd meg mds megbetegedések esetén is. HIV-fertézés, daganatos
megbetegedések, ill. majbetegség esetén a CYP2C19-, CYP2D6-, CYP3A4-enzimek alacsony
aktivitasat tapasztaltadk (Rost és mtsai, 1995; O’Neil és mtsai, 1997; Aitken és Morgan, 2007,
Helsby és mtsai, 2008; Jones €s mtsai, 2010; Burns €s mtsai, 2014).

A mi vizsgalatunk az els6, amely egyértelmi bizonyitékkal szolgal epilepszids betegek
CYP2C9-fenokonverzigjara, ill. a CYP2C9-szuppresszidjara m. sacerben szenvedd
gyermekeknél.

Az altalunk elsoként leirtak (Toth és mtsai, 2015) alapjan kijelenthetd, hogy az
epilepszids gyermekek normalizalt valproat-koncentracioit az aktudlis CYP2C9-statusz
hatdrozza meg, ami azt jelenti, hogy nemcsak a betegek genetikai variabilitasa felelos az
eltérd gyogyszerhatasért és vérszintekért, hanem a lebontasért felelés CYP2C9-enzim aktualis
expresszioja is. A  beteg gyerekek CYP2C9-statuszuktol fiiggben  kiilonb6zo
gyogyszerdozisokat igényelnek. Az alacsony CYP2C9-expresszalok, ill. CYP2C9 polimorf
allélt hordozé betegek a CYP2C9*1/*1 genotipusu, normal expresszalokhoz képest 50%-al
alacsonyabb dozist igényelnek (14-18 mg/kg, vs. 33 mg/kg). A CYP2CO9-statusz felmérése
megfelelden eldrejelzi az egyén adott gydgyszerigényét, ezért ennek a vizsgalatnak elvégzése
javasolhatdo az antiepileptikus kezelés megkezdése elott. Szintén javasolt az alacsony
expressziot mutato, ill. heterozigdta mutaciot hordozo betegek céldozisanak a normal dozis
kb. felére csokkentése. Az alacsony esetszam ellenére az eredmények alapjan a
konvencionalis terapia alkalmazéasa gyermekek esetében aggalyosnak mondhatd, hiszen ez a
dozirozas a betegek tobb mint 70 %-anal a terapiasnal magasabb gyogyszerszinteket
eredményezhet. Az is egyértelmiinek latszik, hogy dnmagaban a CYP2C9-genotipizalas nem
megoldas, hiszen ha csupan a genotipus eredménye alapjan allitandnk be a gydgyszerelést, a
CYP2C9 polimorf allélt nem hordoz6 betegek (CYP2C9*1/*1) kb. 2/3-anak tGldozirozasa
varhato. Osszességében kijelenthetd, hogy az epilepszids gyermekeknél tapasztalhatd
CYP2C9-fenokonverzio miatt a CYP2C9-genotipizalas prediktiv értéke korlatozott a

valproat-kezelés optimizaldsa soran.
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5.2. A CYP2(C9-statusz vezérelt valprodt-terdapia klinikai

jelentdosége

A CYP2C9%*2 és CYP2C9*3 allélokban talalhatd mutaciok funkcidvesztést okoznak,
ami bizonyos drogok (valproat, warfarin, antidiabetikus szerek) metabolizmusat csokkentik,
¢s a mellékhatasok gyakorisagat, stilyossagat novelhetik (Zachara és mtsai, 1988; Kirchheiner
¢s mtsai, 2004; Zhou ¢és mtsai, 2009; Zanger, 2013). Ennek megfelelden az alacsony
CYP2C9-expressziot is hasonld kockazati tényezdnek tekinthetjiik gyermekek valproat
kezelése soran.

Hematologiai eltérések, hepatotoxicitds, hyperammonaemia a valproat-kezelés ritka
mellékhatasai, azonban idOnként életet veszélyeztetoek is lehetnek (Kochen és mtsai, 1983;
Dreifuss és Langer, 1987; Fisher és mtsai, 1992; Nanau és Neuman, 2013). A valproatrdl azt
feltételezik, hogy direkt csontveld-karositd. M4ajtoxicitdsban azonban a valproat mellett a
valproat metabolitjainak is nagy szerepe van (Fisher és mtsai, 1992; Siemes €s mtsai, 1993;
Nanau ¢és Neumann, 2013).

A mellékhatasok megeldzése érdekében nem javasolt valproat alkalmazasa akkor, ha a
CYPtest™ két mutans allélt igazol (CYP2C9*2/*2, CYP2C9*3/*3 vagy CYP2C9*2/*3), mig
egy mutans allél esetén a szokasos dozis csokkentése sziikséges. A konvenciondlis valproat-
kezelés soran a valproat napi céldozisat 30-40 mg kozé allitjuk be. Az el6z6 (I. szamu)
vizsgalat soran ugy talaltuk, hogy ez az adagolads csak abban az esetben alkalmazhatd, ha a
gyermeknél nincs CYP2C9-mutdcid, ¢és normdl CYP2C9-expresszid mutathatdo ki.
CYP2C9*1/*1 genotipusu betegektdl normal metabolizmust varnank, azonban a rohamok
okozta CYP2C9-fenokonverzid miatt alacsony fokli metabolizmus alakulhat ki, mely a
valproat okozta mellékhatasok megjelenéséhez vezethet.

A II. vizsgalat soran, amennyiben a CYPtest csoport betegein hagyomanyos valproat-
dozirozast alkalmaztunk volna, az a legtobb beteg szamara inadekvat lett volna, ami a betegek
tuldozirozasat jelenti. A homozigdta mutans, CYP2C9*2/*2 genotipusu betegnél a
mellékhatasok fokozott kockazataval szamolhattunk, ugyanakkor a betegcsoport 75%-anal is
a kivanatosnal magasabb gyogyszerszintek alakulhattak volna ki. A hagyomanyos klinikai
protokoll szerint a valproat kialakult, “steady-state” vérszintjét 3-4 hét utan ellendrzik, ezért
addig a kezeldorvos az esetleges tuladagolasrol csupan a mellékhatdsok észlelése kapcsan

szerez tudomast.
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A CYP2(C9-statusz vezérelte valproat-kezelés elénye jol lathatd a preciz valproat-
adagolas, ill. a mellékhatasok csokkentése kapcsan. A CYP2C9-statusz ismerete a kezelés
kezdete elott segit a gyogyszervalasztasban (valproat vagy mas alternativ antiepileptikum), ill.
az optimalis dozis meghatarozasaban. Az igy végzett gyogyszerbeallitas alapjan konnyebb a
terapias vérszint bedllitasa és elkeriilheto a sz€élsOséges vérszintek kialakulasa.

Az alkalikus foszfataz szintje sokkal alacsonyabb azoknal a gyerekeknél, akiknél a
gyogyszerbedllitas el6tt a CYPtest'™ elvégzésre keriilt. Az alkalikus foszfatiz abnormalitasai
tarsulhatnak hepatotoxicitashoz, ill. a csontanyagcsere-zavarahoz is. Hosszutava (hat
honapnal hosszabb) valproat-kezelés csokkent csontstirliség kialakuldsahoz vezethet (Guo és
mtsai, 2001). Betegeink az adatok feldolgozasanak idépontjdban csupan 1 hdénapja kaptdk a
valproatot, a szérum kalcium- ill. foszforszintek a normal tartomanyban voltak, ezért a
kontrollcsoportban  észlelt szérum alkalikus foszfatdz emelkedés inkdbb egyéb
patomechanizmusra utal. A hyperammonaemia, amelyet a kontrollcsoport gyermekeinél
gyakrabban észleltiink, az ureaciklus zavaraival is tarsulhat (Aires és mtsai, 2011.). A
hyperammonaemia a betegeinkben mindig magas alkalikus foszfataz és magas valproat-
szintekkel (>100 pg/ml) jelentkezett, igy az alkalikus foszfataz emelkedése inkabb
majérintettségnek tulajdonithatd. A szérum ammoniaszint emelkedésének a hepatotoxicitas
eldrejelzése szempontjabol egyébként gyenge prediktiv értéke van, ezért rutinszerlien nem is
alkalmazzak a hepatotoxicitas felismerése ceéljabol. Mindemellett az emelkedett
ammoniaszintet gyakran tarsitjak valproat indukalta encephalopathiaval. Eppen ezért a
szérum ammoniaszintjét hanyinger, hanyas, étvagytalansag, faradtsag, almossag, zavartsag,
meglassultsag vagy eszméletvesztés esetén célszeri megmérni (Tseng és mitsai, 2014). Az
imént felsorolt mellékhatasok legalabb egyikét észleltiikk a vizsgalt hyperammonaemids
gyermekeknél, igy a hyperammonaemia akar az encephalopathia esetleges kialakuldsanak

prognosztikus jele is lehet.
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6. Kovetkeztetések

crer

A valproat szérumkoncentracidjait nagyban befolyasolja a beteg aktudlis
gyogyszerlebontd-képessége. Az adott pillanatban tapasztalhatdé metabolizacids-képesség
kovetkezménye a megfeleld terapias valasz, vagy ennek elmaradasa, ill. adott esetben a
toxikus mellékhatasok kialakulasa is. Jelen tudasunk szerint a felnétteknél nem a CYP2C9-
medidlta metabolikus Ut az elsddleges a valproat lebontasaban. 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
tamaszkodé gyogyszerbeallitas soran konnyen tildozirozhatjuk a beteget. A tildozirozas oka
az lehet, hogy a valos gyogyszerlebontd-kapacitashoz képest a genotipus alapjan sokkal tobb
normal metabolizmusu beteget varunk. A CYP2C9*1/*] genotipus ellenére észlelt gyenge
metabolizmus oka az epilepszias betegeknél a rohamok soran felszabadul6 citokinek okozta
CYP2C9 ’down-regulacid’ 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 idealis terapids vérszint kialakuldsa csokkenti a toxikus mellékhatdsok
(pl. hyperammonaemia, emelkedett alkalikus foszfatdz-szint) kialakuldsanak kockazatat. A
személyre szabott gyogyszeres kezelés noveli a valproat alkalmazhatdsaganak biztonsagat az

egyik legsériilékenyebb betegcsoport, a gyermekek esetében.

A celkitlizésekben felvetett kérdéseinkre az aldbbi valaszokat kaptuk vizsgélataink

soran:

* Epilepszids gyermekek esetében a CYP2C9-genotipizalds Onmagaban csak a
betegek 30 %-anal jelzi eldre a gyenge valproat-metabolizmust. A CYP2C9-enzim aktuélis
expressziojanak ismerete kiemelkedd jelentdségli ebben a populacioban. Kizéarolag a
CYP2(C9-genotipizalas eredményére tamaszkodva az aktualis gyogyszerlebontd-képesség

talbecstilheto.

* A magyarorszagi epilepszids gyermekpopulaci6 CYP2C9 genetikai polimorfizmusa

megegyezik az eurdpai fehér populdcioban mért irodalmi adatokkal.
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» Epilepszids gyermekek esetében a CYP2C9 fenokonverzidja igazolhatd, vagyis a
mutaciomentes (CYP2C9*1/*1 genotipusu) betegek 2/3-anéal alacsony enzimexpresszio
mérhetd, mely oka maga az epilepszia-betegség (ill. a rohamok soran felszabadulo

citokinek) lehet.

* Epilepszids gyermekekben szoros korrelacio figyelheté meg a CYP2C9-statusz és a
kialakult normalizalt valproat vérszint k6zott, mely egyben azt is bizonyitja, hogy a valproat

metabolizmusanak legfontosabb enzime gyermekkorban a CYP2C9.

* A CYP2C9-genotipizalas és CYP2C9-expresszio egyiittes értékelése eldre jelezheti

a megfeleld valproat dozissziikségletet.

* A CYP2(C9-statusz vezérelt, egyénre szabott gyodgyszeres kezelés klinikailag

ugyanolyan hatékony, mint a hagyomanyos gyodgyszerbedllitas (azonos rohammentesség).

* A CYP2(C9-statusz alapjan végzett gyogyszerbeallitds csokkenti a terapias valproat
vérszint-tartomanytol jelentésen eltérd koncentracidok, valamint a valproat okozta

mellékhatasok kialakulasanak kockazatat.
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7. Osszefoglalas

Az antiepileptikus kezelés els6ként valaszthatd gydgyszere a valproat, amely az esetek
tobbségében egy biztonsagosan alkalmazhatod szer, azonban ritkan sulyos mellékhatasok is
eléfordulhatnak. Felndtteknél a valproat leggyakoribb metabolikus ttja a gliikuronidéacié és a
mitokondrialis B-oxidacid, a CYP-dependens lebontas kevésbé jelentds. Ezzel szemben
gyermekeknél e vegyiilet lebontasaban leginkabb a CYP2C9-enzim vesz részt. Igy, ha a
CYP2C9-enzim aktivitdsa lecsokken, az sulyos mellékhatasok kialakuldsahoz vezethet
gyermekeknél. A CYP2C9-enzim genetikai polimorfizmusa esetenként magyarazatot adhat az
egyéni gyogyszerlebonto-képesség eltéréseire, azonban az aktualis enzimexpresszid 1dordl
idore valtozhat. A CYP2C9-genotipus meghatarozdsa gyermekek esetében mintegy 30 %-ban
tudja eldrejelezni a gyenge valproat - metabolizmust. A CYP2C9-expresszid jelentOsen
csokkent a betegek 2/3-aban, mely feltehetdleg az epilepszia korképben a rohamok soran
felszabadul6 citokineknek koszonhetd. A CYP2C9 fenokonverzidjat, mely a CYP2C9*1/*1
genotipustt gyermekekben gyenge CYP2C9-metabolizmus kialakuldsahoz vezet, elsdként
igazoltuk. Epilepszids gyermekekben szoros korrelacio figyelheté meg a CYP2C9-
enzimexpresszid, ill. a kialakult normalizalt wvalproat vérszint kozott, amely azt is
aldtdmasztja, hogy a valproat metabolizmusanak legfontosabb enzime gyermekkorban a
CYP2C9. A CYP2(C9-genotipizalas ¢és CYP2C9-expresszi6 meghatirozas egyiittes
alkalmazasa eldrejelezheti a beteg aktualis valproat-sziikségletét. Bar a CYP2C9*1/*1
genotipust, atlagosan expresszald betegekben megfeleld a konvencionalis valproat-kezelés
soran alkalmazott gydgyszerdozirozas (30-40 mg/kg), a polimorf CYP2C9 allélt hordozo, ill.
alacsony CYP2C9-expressziot mutatd betegek esetében alacsonyabb, csupan 14-18 mg/kg
napi dozist tartunk kivanatosnak.

A valproat-kezelés megkezdését megelozé6 CYP2CO9-statusz meghatarozas
egyértelmiien eldnyosebb, mint az 6nallo CYP2C9-genotipizalds. A CYP2C9-statusz vezérelt
gyogyszerbedllitas hatékony, annak ellenére, hogy a hagyomanyos kezelési protokollhoz
képest adott esetben kisebb az alkalmazott gyodgyszeradag. A CYPtest'™ vizsgalati
eredményekhez igazitott valproat-dozis alkalmazasaval optimadlis vérszint érhetd el. Ennek
megfelelden a mellékhatasok gyakorisaga is csokken. Az életet veszélyeztetd mellékhatasok
teljes egészében kikiiszobolhetdek, a sulyos mellékhatasok (hyperammonaemia, majtoxicitas)
kockazata szignifikdnsan csokken, és a mérsékelt mellékhatasok kialakulasanak kockazata is
csokkenthetd. Osszességében a modszer minden gyermekepilepszia-centrum szamara

javasolt, remélhetden széles korben elterjed majd a kis betegek megelégedésére.
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8. Summary

One of the first choices of antiepileptic therapy is valproic acid (VPA), which is
generally well-tolerated, and rarely induces serious side effects. In adults, the majority of
VPA dose is eliminated by glucuronidation and mitochondrial B-oxidation, whereas the
cytochrome P450 (CYP) dependent metabolism is less pronounced. In contrast, CYP
catalyzed oxidation may become the principal route of the metabolism in children. Thus,
reduced CYP-enzyme activity can lead to serious side effects in pediatric patients.

Although genetic polymorphism of CYP2C9 may explain some interindividual

differences in pharmacokinetics and dose requirement of VPA, non-genetic factors cause low
or even high CYP2C9 expression, modifying the patient’s VPA metabolizing capacity.
CYP2C9 genotyping alone of pediatric patients was able to predict VPA poor metabolism in
approximately 30% of patients.
CYP2C9 expression was downregulated in two-thirds of children carrying homozygous wild
genotype (CYP2C9*1/*1), probably due to the cytokine release in epilepsy. This is the first
evidence of CYP2C9 phenoconversion in epileptic children. Moreover, we have proven that
normalized serum concentrations of VPA were associated with patients’ CYP2C9-status
determined by CYP2C9 genotyping and CYP2C9 expression. These findings also confirmed
that the most important enzyme in the metabolism of valproate is CYP2C9 in children.

Evaluation of CYP-genotype and current CYP-expression can predict the VPA dosing
appropriate for the therapeutic blood concentration. Although the VPA therapeutic strategy
for the normal CYP2C9 expressers with CYP2C9*1/*1 genotype can follow the conventional
therapy (target VPA dose of 30—40 mg/kg), the low expressers and patients carrying loss-of-
function mutation in CYP2C9 gene require substantial modification of VPA dose (14-18
mg/kg) for achieving the desired target serum concentrations.

Inferring the patients’ valproic acid metabolizing phenotype from the CYP2C9
genotype and CYP2C9 expression can lead to appropriate prediction. CYP2C9-status guided
VPA therapy is safe and effective, despite of lower VPA dosages. The CYP2C9-status guided
strategy leads to optimal VPA levels, and can contribute to the avoidance of misdosing and
potential adverse reactions in pediatric patients.

Overall, the method is recommended for everyone, who treats epileptic children.
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