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1. BEVEZETES

Mikbézben egyre tobb ¢€s hatasos készitmény jelenik meg naprdl napra a
gyogyszerpiacon, a nem kivant mellékhatdsok (Adverse Drug reaction, ADR) szama
kiemelkedéen magas: a rendelkezésre allo irodalmi adatok szerint 1994-ben tobb mint
100.000 hospitalizalt személy vesztette €letét gyogyszer mellékhatdsok miatt. Tovabbi,
tobb mint 2 millid gyodgykezelés alatt all6 beteg szenvedett el sulyos, nem fatalis
gyogyszer mellékhatast ugyanabban az évben. Az ADR-eket a statisztikdk a haldlozasi
listak 4. - 6. helyére helyezik. A legvisszafogottabb becslések szerint is az ADR-ek a
tiidogyulladas és a diabetes mellitus el6tt helyezkednek el a haladlok szamat illetGen.
Annak érdekében, hogy megelézni vagy csokkenteni lehessen a gyogyszerek okozta
nemkivanatos hatdsokat, elengedhetetlen az ADR-ekhez vezetd mechanizmusok teljesebb
megismerése. Bar a pontos szdzalékos arany nem ismert, a genetikai faktorok jelentds
szerepet jatszanak a mellékhatasok kialakuldsdban. Mindezek figyelembevételével az
egyes betegek gyogyszer metabolizmusaban 1évo kiilonbozdségeK hatterében allo okok
pontosabb megismerése dontd fontossagu lehet. Egyebek mellett a kiilonb6zd
gyogyszerek metabolizmusaban fontos szerepet jatszik a citokrom P450 enzimrendszer,
valamint a P-gylcoprotein.

Az egyes gyogyszerkészitmények biotranszformacidja hagyomanyosan két kiilonb6zo
enzimatikus folyamatra, 1. és II. fazisra bonthatd. Az 1. fazis reakcidknak dontd szerepiik
van a gyogyszer detoxifikalasban. Az 1. fazis reakciok jelentds része a citokrom P450
(CYP450) enzim szupercsaldd kozremiikddésével torténnek. Négy human CYP450
enzimcsalad ismert. A gydgyszerek lebontdsanak nagy szazaléka a CYP3A4, CYP2D6,
CYP2C9 és CYP2C19 alegységeken torténik. Régota ismeretes, hogy az egyes egyének

rendkiviil valtozatos, esetenként eldre megjosolhatatlan variabilitdst mutatnak mind az I.,



mind a II. fazisu gydgyszer metabolizmust illetden. A kiilonbozdségek okai szamosak €s
valtozatosak, és dontéen harom csoportra oszthatok: kornyezeti, fizioldgiai és genetikai
tényezOkre. A CYP2D alcsoport minddssze 2%-at alkotja a human hepatikus CYP450-
nek, de az 1. fazisu gyogyszer lebontas jelentds részéért felelds. A citokrom P450 2D6
(CYP2D6) alegység a napjainkban felirt gyogyszerek metabolizmusanak mintegy 25%-at
végzi. Ezek a gyogyszerek kiillonbozo hatastani csoportokban tartoznak, igy ide sorolhatok
tobbek kozott antiarrhytmias szerek, triciklikus antidepresszansok, szerotonin-szelektiv
reuptake gatlok és opioid analgetikumok. A citokrom P450 enzimek koziil a CYP2D6
mutatja a legnagyobb genetikai polimorfizmust, és ezaltal a legszélesebb individualis
variabilitdst mind az expresszidt, mind a funcidt illetden. Eziddig tobb mint 75 allél
varidnst irtak le, ugyanakkor ezen variansoknak csupan toredéke jar teljes enzim aktivitas
hiannyal. A kaukdzusi populdcié mintegy 3-10%-a rendelkezik csokkent CYP2D6
aktivitassal, ezen egyéneket ,,csokkent metabolizalok-nak (,,poor metabolizer”, PM)
nevezik. Ezek ismeretében fontos lehet a PM kategoridba tartozé egyének identifikalasa a
szamukra potencidlisan toxikus gydgyszerek adasat megelézéen. A PM fenotipus
genetikai hatterének tisztdzasa érdekében szdmos vizsgalat tortént, melynek soran tobb
mint 50 kiilonb6z6 génmutaciot talaltak. Ugyanakkor az is vildgossa valt, hogy a PM
fenotipusért az esetek 98%-aban minddssze Ot pontmuticid, valamint a gén teljes
delécioja tehetd feleldssé. Mivel az eddigi vizsgalatok szerint a genotipus onmagaban nem
minden esetben hatarozza meg a CYP2D6 fenotipust, a messenger RNS (mRNS)
kopiaszamat vizsgaltdk, mint az enzim aktivitas tovabbi lehetséges markerét. Egy
megfeleld érzékenységgel bird6 CYP2D6 mRNS enzim assay alkalmas lehet a funcionalis
ilyen tipust médszer a - humén populacidban nagymértékben polimorf - CYP2D6 enzim

expresszidjanak vizsgalatat nagyban segitené. Ahhoz, hogy a CYP2D6 genotipus, mRNS



kopiaszdm ¢és enzim aktivitds koOzotti Osszefiiggéseket megfelelden vizsgalhassuk,
mindharom paramétert egyazon majszovetben sziikséges vizsgalni. Mig a kifinomult
laboratériumi modszerek a PCR-alapt genotipizalas és mRNS szam meghatarozasat mar
egy miligramm szovetbdl is lehetové teszik, az enzim aktivitds méréséhez rendszerint ez a
mennyiség kevésnek bizonyult. Az ismert és gyakran alkalmazott CYP2D6 szubsztratok,
mint a dextrometorphan, bufuralol vagy metoprolol az enzim aktivitds meghatarozasahoz
relative nagy mennyiségli szovetmintat igényelnek. Egy gyorsan lebonthatd szubsztrat
alkalmas lehet a CYP2D6 aktivitds megfeleld érzékenységli méréséhez néhany mg-os
majbiopszids szovetmintakban is. Az R-568, egy els0 generdcios kalcimimetikum
rendelkezik ezekkel a tulajdonsagokkal a vizsgalataink alapjan. Ha emellett egy megfeleld
mRNS becslésre alkalmas modszer is rendelkezésre all, lehetové valhat a CYP2D6 mRNS
¢s enzimaktivitds kozotti kapcsolat mindségi €s mennyiségi vizsgalata. Vizsgalataink
soran a CYP2D6 genotipus, teljes-hossziisagh mRNS szam és in vitro R-568 demetilacio
kozotti 0sszefliggést vizsgaltuk kiillonbozo koriilmények kozott gylijtott human majszovet
mintdk segitségével.

Egy masik — a gyogyszer metabolizmusban fontos szerepet jatszo6 — faktor, a P-
glikoprotein (Pgp) az ATP-kot6 membrantranszporterek csaladjaba tartozik, és emberben
az MDRI (Multidrug-resistance, MDR1, ABCBI1) gén kodolja. Ez a teljes egészében a
sejtmembranban elhelyezkedd protein egy energia-dependens efflux-protein pumpaként
koz¢é tartoznak a vinca alkaloidak, anthraciklinek, taxolok, aktinomicin D, kardialis
glikozidok, immunoszuppressziv agensek, glukokortikoidok ¢és HIV-ellenes protedz
gatlok. Mivel szamos gyogyszer szubsztratuma a Pgp-nek, az utdbbi expresszidja és
funkcionalitasa kozvetleniil befolydsolja ezen dgensek terapids hatasat. Az MDRI gén a 7-
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exonbol all. Bar régota vizsgalat targyat képezi, a gén tényleges hossza tovabbra is
bizonytalan volt az elmult 16 év soran. Az online elérheté adatbazisok 6.3 és 210 kb
kozotti nagysagot jelolnek meg. A rendelkezésre allo adatok a gén strukturdjat illetéen
limitalt szdm® vizsgalt szdvetmintakon alapulnak. Osszehasonlitdé és bizonyitd erejii
vizsgalatok kiilonb6zo human szovet- €s sejttenyészetekkel nem allnak rendelkezésre az
irodalomban. A tényleges MDRI gén hossz meghatarozasa alapvetd fontossaggal birhat,
ezaltal lehet6ség nyilna kiilonbdzd tovabbi, a Pgp-hatds okozta gyogyszer rezistencia
hatterében all6 gén strukturalis vizsgalatok elvégzésére.

A jelen munka kdzéppontjaban a gyogszermetabolizmusban szerepet jatszo két fontos
faktor, a CYP450 2D6 és a P-glikoprotein allt. Célja részben a kiilonb6zd gyogyszerek
metabolizmusaban kulcsszerepet jatsz6 CYP2D6 interindividualis variabilitdsanak
hatterében all6 mechanizmusok és befolyasold tényezok, valamint a Pgp-t kédolo MDRI

gén strukturalis vizsgélata volt.

2. CELKITUZESEK

A CYP450 2D6 ¢és a Pgp vizsgalata soran a kovetkezd vizsgalatokat végeztiik:

1. Egy 10j, konnyen kivitelezheté modszert fejlesztettiink ki, melynek soran teljes
hosszusagua CYP2D6 messenger RNS kopia szdmot tudunk meghatarozni

2. A fenti modszerrel meghatarozott teljes-hosszi mRNS szdmot tdredék-hosszisag
meghatdrozasara alkalmas ,,real-time” PCR-ral kapott eredményekkel vetettiik 0ssze

3. Kiilonbozd koriilmények kozott nyert méj szovetmintdk esetében CYP2D6
genotipizalast végeztiink, melyeket az irodalmi adatokkal vetettiink dssze

4. Az igy megismert genotipusii mintdk CYP2D6 enzim aktivitdsat mértik egy 1j,

érzékeny szubsztraton alapuld modszerrel



5. A genotipus, messenger RNS és enzimaktivitas kozotti osszefliggéseket vizsgaltuk
6. A human MDRI1 gén tényleges hosszat vizsgaltuk kiillonbozd szdvet- és sejttenyészet

mintak segitségével

3. ANYAGOK ES MODSZEREK

A mintdk gylijtéséhez minden esetben a sziikséges Etikai Bizottsag engedélyét kértiik
¢s kaptuk meg. A majszovet mintdkat négy kolonbozé modon gyijtottik és
csoportositottuk az alabbiaknak megfeleléen: kontroll csoport (I. csoport),
majbiopszias csport (II. csoport), mdj transzplantacids csoport (III. csoport), és ma4j
bank csoport (IV. csoport). A majbiopszids csoport esetén a genotipizalashoz a
rendelkezésre all6 minta korlatozottsdga miatt human limfocitakat hasznaltunk, melyet
a vérbank bocsatotta rendelkezésiinkre. A kiillonb6z6 human sejttesnyészeteket [Messa
Dox (ovarium karcinéma), CaCo2 (kolon karcinéma) és UW 228 (medulloblasztoma)]
az Amerikai Sejttenyészet Gylijteménybdl (American Type Culture Collection)
szereztiik be.

Az R-568-al és dextrometorphannal végzett inkubaciok utdn a nyert mintakat
folyadék-kormatografias tomeg spektrograf (LC-MS) segitségével analizaltuk. Az in
vitro enzim aktivitasok eredményeit két mintas T-probanak vetettiik ala. A 0.05, vagy
annal kisebb P- értékeket tekintettiik statisztikailag szignifikansnak.

A majszovetekbdl (kontroll, maj bank és transzplantacids csoportok), valamint a
limfocitdkbol (majbiospzias csoport) torténd DNS extrakciojat a Qiagen DNeasy
Tissue Kit-tel (Qiagen Inc., Valencia, CA) végeztiik az alkalmazasi eldiras szerint. A
leggyakoribb CYP2D6 varians allélek genotipizalasat PCR modszerrel végeztik. Az

altalunk vizsgalat allélek a *3, *4, *5, *6, *7 és *8 voltak.



A majszovetmintakbol torténd RNS szeparalasat a Totally RNA Isolation Kit-tel
(Ambion Inc., Austin, TX) végeztik és fluorometridsan kvantitaltuk. A reverz-
transzkripcids polimerdz lancreakcios (RT-PCR) kisérletekhez sziikséges CYP2D6
standard eldallitdsahoz pUC19 plazmidot hasznaltunk, mely a teljes hosszusagu
human CYP2D6 cDNS-t tartalmazta. A CYP2D6 ¢cDNS-bdl Stul (Promega, Madison,
WI) restrikcios enzim segitségével végzett hasitas soran egy 475 bazispar hosszisagu
részt vagtunk ki. A megmaradt linearis DNS szalat ezt kdvetden ismételten cirkularis
plazmidda ligaltuk. Az igy nyert - delécidval birdé — gén fragmentumot tovabbi
amplifikacionak vetettilk ala PCR segitségével, majd tisztitas utan egy uj, pSP73
(Promega, Madison, WI) vektorba klonoztuk. Ez a vektor tartlamazta az in vitro
transzkripcidhoz sziikséges T7 promotert. A CYP2D6 gén ¢és a delécioval rendelkezd
(korabban részletezett, A2D6-nak nevezett) gént linearizaltuk, majd in vitro RNS
transzkripcidnak vetettiik ald. Ahhoz, hogy az egyes mdj mintakban 1évé CYP2D6
koncentraciot becsiilni tudjuk, a mintadkbdl szdrmazé RNS-t (rendszerint 0.5-2 pg-ot)
A2D6 kompetitor jelenlétében vetettiik ala ismételt RT-PCR-nek, mely utan a
produktumokat 1%-o0s agar6z gélen futtattuk és ethidium bromiddal festettiik és igy
hataroztuk meg a mintankban 1évé CYP2D6 kopiaszamot. A mintakat rovid-fragmens
real-time kvantitativ RT-PCR modszerrel is meghataroztuk TagMan PCR (ABI 7900,
Foster City, CA) segitségével.

A Southern Blot kisérletekhez 10 pg genomialis DNS-t BamHI/Pacl és BamHI/Kpnl
restrikciés endonukleaz parok (New England Biolabs, Beverly, MA) segitségével
hasitottuk. A DNS-t 0,8%-o0s agardz gélen elektroforetizaltuk, majd nitrocelluloz

membranra helyeztiik 4t és **P- al jeldlt probakkal hibridizaltuk.



4. EREDMENYEK

A human majszovetbdl izolalt total RNS vizsgalatat kompetitiv szemikvantitativ RT-PCR
segitségével végeztiik egy ismert kopiaszamu belsé standard hasznalata mellett. A nativ
CYP2D6 és A2D6 belsé standarddal ekvivalens szignalt ado higitott RNS mintakat hasznaltuk
az eredeti majmintaban 1évé CYP2D6 mRNS transzkriptumok szaméanak meghatarozasahoz.
Az eredményeink szerint a detektalhatosag alsd hatdra majban 1évé teljes RNS-re
vonatkoztatva kb. 2500 masolat/pg.

Ezt kovetden az mRNS masolatok ¢s a CYP2D6 enzim aktivitds kozotti Osszefliggést
vizsgaltuk. Az RNS transzkriptum és enzim aktivitds kapcsolatanak meghatdrozasa céljabol
elészor Osszehasonlitottuk a 2D6 teljes hosszusdgi mRNS-ek szdmat az in vitro mért enzim
aktivitassal. Eredményeink azt tiikrozik, hogy az arany viszonylag konstans (0.59 + 0.09) a
vizsgalt CYP2D6 vad genotipusti majszovet mintakban. Ezzel szemben, ugyanazon tipusokra
vonatkozoan a CYP2D6 rovid fragmentumok vizsgalata Q-RT-PCR-ral nagy eltérést mutattak
(2.79 £ 1.75). Minden egyes huméan méjszovet minta CYP2D6 genotipizalasat végeztiik PCR
modszer segitségével. A mintdkat a mintavétel koriilményeinek ¢és genotipusuknak
megfelelden csoportositottuk.

Osszességében a négy kiilonbozé betegcsoportban 16vS egyének életkora 7-76 év kozott
valtozott. A betegek zomében fehérek voltak és a nemek eloszlasa hasonld volt. A kontroll
csoportba (n=11) hasi tumor miatt kezelt, majérintettség nélkiili betegek keriiltek, a
majszovettan mindegyikiik esetében negativ volt. Ezen majszdvet mintakat a betegek eldzetes
beleegyezésével laparoszkopos miitétek soran nyerték. A maj biopszids csoportba tartozo
mintdk dontéen kronikus hepatitis C fert6zott betegekbdl szarmaztak, és mindegyik beteg
esetén a szOvettani mintavétel a klinikai diagnosztika és kezelés része volt (n=21).

Megjegyzendd, hogy az igy nyert szOvettani minta igen kevés volt, atlagosan 6 mg, €s ennek



igen kis része, mindossze 1-2 mg allt rendelkezéslinkre a kisérletek kivitelezéséhez. A
vették (n=11). A m4j bank csopotba tartozd6 mintdk olyan donor majakbdl szarmaztak,
amelyeket kiilonb6z6é okok miatt nem voltak alkalmasak transzplantaciora (n=9). Figyelembe
véve az altalunk észlelt genotipusokat, a *4 varians 32.7% frekvenciaval fordult eld, amely jol
egyezik a korabban nagyobb betegpopulacidoban észlelt, és az irodalomban rendelkezésre allo
adatokkal.

A teljes-hosszusagi CYP2D6 transzkriptumok szamat a majban minden egyes beteg esetén
meghatdroztuk. Azon mintdk kozott, ahol mRNS-t detektaltunk, két nagysagrendbeli
kiilonbséget észleltiink a mérhetd mRNS szintekben. A CYP2D6 enzim aktivitdst majszovet
homogenizdtumban hatdroztuk meg. Az inkubéciokat és az LC-MS vizsgalatokat
tirplikatumban végeztiik, és az RNS meghatarozdshoz is maradt még elegendé mintank.
Oszehasonlitottuk az R-568 ¢és dextrometphorphan metabolizmust a human m4j
homogenizatumokban és a két modszer kozott kitling korrelaciot tapasztaltunk (r°=0.94). Az
atlagos CYP2D6 aktivitdsokat az egyes csoportok esetében az 1.4bran tiintettiik fel. A m4j
biopszids csoportban tapasztalt csokkent CYP2D6 aktivitast - gy tlinik - a majbetegségek
befolyasoljak, bar nem talaltunk korrelaciot az érintettség sulyossagat jelz6 Batts & Ludwig
skala és az enzimaktivitas kozott. A fenti csoportban tapasztalt enzim aktivitas szignifikdnsan
kiilonbozott a kontroll csoportndl tapasztalttol (p<0.005). Mindezek alapjan feltételezheto,
hogy a sulyos majbetegségek befolydsoljak a CYP2D6 aktivitast ezekben a mintdkban. Ezt
kovetden Osszefiiggést kerestiink a CYP2D6 mRNS masolatok szdma ¢€s az in vitro mért
enzimaktivitas k6zott mind a négy csoport esetében.

Az mRNS madsolat szam-enzim aktivitds arany allandonak bizonyult az egyes csoportokon
beliil, viszont a csoportok kozott koriilbeliil 10-szeres eltéréseket tapasztaltunk. A kontroll

csoportban mért atlag figyelemre méltéan alacsonyabb volt a tobbi csoporthoz képest. A



kontroll csoport adataival regresszid analizist végeztiink, kapcsolatot keresve az mRNS
masolatok szama és az enzim aktivitas kozott. Ehhez a vizsgdlathoz csak a két funkcionalis
alléllal rendelkezOket hasznaltuk fel (2. abra, p=0.032). Erdekes modon egyediil a kontroll
csoportban talaltunk megfeleld korrelaciot (1’=0.54). Ha az egyetlen kiviil esé adatot

figyelmen kiviil hagyjuk, a korrelacios koefficiens 1°=0.93 lesz.
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Csoportok (funkcionalis allélek szdma)
1. abra. A mdj homogenizatumokban mért CYP2D6 aktivitdsok Osszehasonlitisa a négy
vizsgalat beteg populacidban genotipus szerint. Az egyes oszlophoz tartozd beteg szamot
feltiintettiik az abran. *p<0,05, **p<0,005
Az MDRI gén PCR analiziséhez egy kritikus régidt valasztottunk (8-21 exont lefedd
génhossz, 43 kb), amelynek vizsgalataval a P-glikoproteint kodolo MDRI tényleges
génhosszat kivantuk meghatarozni az irodalomban fellelhetd 6.3 és 209 kb kozotti értekek

koziil. Ehhez a DNS-t mdjszévet mintakbol, illetve egyéb, Pgp-t expresszald sejtekbol

(Messa-Dox-petefészekrak, CaCo2-vastagbél  rak, ¢s  UW228-primer  huméan
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medulloblasztoma sejtek), valamint huméan lymphocitdkbdl izolaltunk. A DNS mintékat az

crer

a vizsgalni kivant gén szakaszt PCR moddszerrel amplifikdltuk annak érdekében, hogy

megallapitsuk az MDR1 gén tényleges hosszat.
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2. abra. CYP2D6 mRNS szintek és enzimaktivitds kozotti Osszefliggés. Az adatok 2
funkcionalis all¢llal rendelkezd egyedektdl szarmaznak a kontroll csoportbol. A korrelacios
koefficiens 0.93-ra nd, ha az egy kirivo értéket kihagyjuk

A 6.3 kb hossznak megfelel6 MDRI gén produktumot nem tudtuk kimutatni. Ezzel szemben,
minden maj szdvet, limfocita tenyészet €s sejtvonal esetében a 209 kb MDRI gén hossznak
megfeleld amplikont talaltunk. A PCR-ral kapott eredményeket késébb Southern blot
analizissel vizsgaltuk a 8-21. intronok kozotti terjedelemben. A sdvok megfelelnek a tobb

mint 200 kb hosszusagu gén hossznak. Ugyantugy, mint a PCR esetében, nem talaltunk olyan

DNS produktumot, amely megfeleltetheto lett volna a 6.3 kb teljes gén hosszisagnak.
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5. MEGBESZELES

Munkank egyik célja az volt, hogy egy olyan analitikai médszert dolgozzunk ki, mely
alkalmas a citokrom P450 2D6 teljes hosszusdgi mRNS szint meghatarozdsara. Szamos
modszert irtak le a CYP2D6 mRNS rovid szakaszainak meghatarozasara, beleértve a Q-RT-
PCR-t, de a teljes hosszusagu transzkriptumok szamszerii meghatarozasara ezidaig nem volt
mod. Nekiink sikertilt el6szor kidolgozni olyan moédszert, amely lehetévé tette a teljes
hosszusaga CYP2D6 mRNS transcriptum szamszeri meghatirozasat. Az emberi
majszovetben altalunk észlelt CYP2D6 RNS eredmények hasonldak voltak az irodalmi
adatokban szereplékkel. Erdekes, hogy a rovid szakaszi CYP2D6 RNS transzkriptek
ugyanazon mdj esetén real-time quantitativ RT-PCR (Q-RT-PCR) moddszerrel tortént
meghatdrozasa harom nagysagrenddel alacsonyabb értékeket mutatott. A révid és hosszi
CYP2D6 mRNS kozotti eltérés tovabbi vizsgélatokat igényel. Jelentds elénye az alkalmazott
modszernek, hogy a teljes hosszisaga CYP2D6 mRNS-t mutatja ki. Mig a kisebb szakaszok
detektalhatdak, korabbi tanulmanyoknak megfelelden a teljes hossziisagh mRNS kimutatasa
¢s kvantifikdlasa a funkciondlis CYP2D6 enzim jobb mutatdja. Megjegyzendd, hogy mig mi a
teljes hosszisagt CYP2D6 mRNS kimutatisara és mérésére fejlesztettiik ki a modszert, ez a
metodika alkalmazhat6 mas mRNS transzkriptumok kimutatasara is. Fontos lehet, hogy ez a
modszer nem csak a gyogyszert metabolizald enzimek (mint a CYP) esetén alkalmazhato. A
tovabbiakban egy 1) CYP2D6 szubsztratot haszndlva (R-568) amely magas intrinsic
clearence-cel rendelkezik (és 20-szor szenzitivebb mint az eddigi dextromethorphan-t
szubsztratként hasznalé modszer) és a fent emlitett RT-PCR modszer segitségével, amellyel a

teljes hosszisagh mRNS kopiaszam becsiilhetd, meghataroztuk a sejten beliili mRNS szintet,
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a genotipust és CYP2D6 aktivitdsat human majszdvetben négy kiilonbdz0 minta csoportban.
A vizsgalataink sordn hasznalt Uj szubsztrat, az R-568 segitségével lehetové valt a CYP2D6
mRNS szam és az in vitro enzim aktivitas kozotti 0sszefliggések vizsgalata a kiillonbozo
koriilmények kozott gylijtott maj szovetmintak esetében. Eredményeink azt igazoljak, hogy
fiziologias koriilmények kozott az R-568 szenzitiv és szelektiv CYP2D6 enzim szubsztratnak
bizonyult.

Ha a CYP2D6 aktivitast a négy kiilonbozo vizsgalt csoportban hasonlitjuk Gssze,
szignifikans kiilonbség mutatkozott a maj bank, a majtranszplantaciés és a majbiopszias
csoportokban észlelt eredmények és a kontroll csoportban kapott adatok kozott (azon egyedek
esetében, akik két funkcionalis allélt hordoznak). Erre magyarazatot adhat, hogy a méjbank
csoportban 1évé mintdk olyan agyhalott donoroktdl szarmaztak, akiknek a majat
transzplantaciora alkalmatlannak itéltek, igy a madjenzimeik alulszabalyozott allapotban
lehettek az agykarosodas, a zsirinfiltracié és a kiilonb6zd beavatkozasok miatt. Az atiiltetett
m4j jobb allapotban lehet mint a méjbank mintdk, bar a zsir infiltracié kivételével a fenti
kiilonbozé behatasok itt is érvényesiilhettek. Ha a mdjbetegségek jelenlétét vizsgaljuk a
majbiopszids csoportban, még a stlyosabb madjérintettség esetén sem lattunk a CYP2D6
mRNS szamok szintjében megnyilvanulé hatast. Ennek ellenére ezen esetekben 4-szer kisebb
CYP2D6 aktivitast tapasztaltunk a kontrollhoz viszonyitva. Ez a megfigyelés megfelel a
rendelkezésre 4all6 irodalmi adatoknak. Osszehasonlitva a CYP2D6 aktivitast és az mRNS
transzkriptumok szintjét, azt tapasztaltuk, hogy azon majszovetekben, ahol csak egy
funkcionalis allél talalhatd, alacsonyabb mRNS szinttel és enzim aktivitassal birnak a két
funkcionalis alléllal rendelkez6khoz képest. Az altalunk vizsgalt esetekben a CYP2D6 mRNS
szoveti koncentracidja megegyezett a mas vizsgalatokban észleltekkel. Osszehasonlitva a két
funkcionalis alléllal rendelkezdket, csak a majtranszplantalt csoportban észleltiink

alacsonyabb CYP2D6 mRNS transcriptum szinteket a kontrollokéhoz képest. A CYP2D6
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mRNS szint és az in vitro enzimaktivitas hanyadosa indirekt jele a messenger RNS CYP2D6
proteinné torténd atirasanak, amely enzimaktivitasban mutatkozik meg.

Amennyiben a CYP2D6 mRNS transzlacioja megfeleléen szabalyozott, a két mérés aranya
konstans minden minta esetében. A vizsgalataink azt mutatjak, hogy az egyes csoportokon
belill ez az arany relative alland6. Ha az aktivitdis-mRNS aranyat az egyes csoportok kozott
vizsgaljuk, azt talaljuk, hogy ez az arany magasabb a kontroll csoportban a tobbi haromhoz
viszonyitva. A magasabb enzim aktivitas effektivebb CYP2D6 mRNS proteinné torténd
transzlaciéra és/vagy lassabb fehérje turnover-re utalhat. Az arany eltéréseinek hatterében
tobbféle ok allhat. Lehetséges, hogy ezen mintdk a tobbi csoportban szerepld egyénekhez
képest egészségesebbektdl szarmaznak, tovabba mentesek a mintagylijtésbol fakado
szennyezddésektdl vagy behatasoktol, mint a zsirinfiltracid, majbetegség, ischaemia, és igy
ezekben a kontrollcsoportba tartozé6 majszovetekben a CYP2D6 magasabb katalitikus
aktivitasa illetve a fehérje csokkent lebontasa figyelhetd meg. A relative konstans aktivitas-
mRNS transzkriptum ardny mind az in vivo, mind az in vitro CYP2D6 funcki6 jellemzésére
alkalmas, foként azon m4j mintdkban, amelyek gylijtése soran az enzim aktivitds és RNS
integritas intakt marad. Megjegyzendd, hogy a fenti allitasok két funkcionalis allél jelenléte
esetén igazak, és a minddssze egy funkcionalis gén jelenléte esetén kevéssé érvényesiilnek.
Munkénkban a CYP2D6 genotipus, mRNS transzkriptum és in vitro méjenzim aktivitas
kozotti kapesolatot vizsgaltuk. A teljes hossziisagh CYP2D6 transzkriptum kimutatdsa és
kvantifikalasa egy tokéletesitett modszer a mRNS monitorizalasara, mivel az egyéb — igy real-
time modszerrel kimutathatdé - csonka fragmentumok nem irédnak at CYP2D6 proteinné.
Adataink bizonyitjak, hogy a mRNS szint jol korreldl az in vitro enzim aktivitassal olyan
majmintakban, amelyek egészséges, 2 funkciondlis alléllal rendelkezé egyénekbdl

szarmaznak.

14



Munkank masik célja az MDR1 gén hosszusaganak meghatarozasa volt PCR
modszerrel és Souther blot technika segitségével kiilonb6zé human szovet- és sejtkultarak
felhasznalasaval. Mivel a génbank adatai sokszor kis szdmu DNS minta adatain alapulnak,
ezért kiilonféle human sejtvonalat, igy limfocita- és majsejteket hasznaltunk, hogy az MDRI
gén lokuszat vizsgaljuk. Mindkét kisérlet sorozat azt igazolta, hogy az MDRI gén hosszabb,
mint 6,3 kb, és 209 kb hosszal bir, az adatbazisok adatainak megfeleléen. Eredményeink
hasonléaknak bizonyultak kiilonb6z6 huméan szdvet kultardkon, sejtvonalakon ¢és
limfocitdkon, ezzel alatamasztva azt, hogy az interindividualis kiilonbségek — ha egyaltalan
léteznek az MDRI génhosszt illetden - minimalisak. Eredményeink segitséget nyujthatnak a
gyogyszer rezisztencia hattérmechanizmusanak tovabbi genetikai vizsgalataihoz. Az intron-
exon strukturdlis és a tényleges gén hosszlisagara vonatkoz6 adatok hasznosak lehetnek az
aberrans mRNS, , splicing” és géndeléciok vizsgalatakor a gyogyszerek metabolizmusaban és

a ,,multidrug rezisztenciaban” jelentds szerepet jatszo P-glikoprotein esetében.

6. Osszefoglalas

Kifejlesztettiink egy hatékony és reprodukalhatd modszert a teljes hosszusagu 1,5 kb
CYP2D6 mRNS trasnzkriptumok kimutatasara és kvantifikdlasara, mely barmely szovetminta
¢s sejtkulturan alkalmazhaté. A CYP2D6 aktivitds szorosabb Osszefliggést mutatott a teljes
hosszusaga CYP2D6 mRNS koncentraciéval mint a révid szakasz mRNS meghatarozassal
nyert eredménnyel, amelyet real-time PCR segitségével hatdroztunk meg. Ez a hatékony
szemikvantitativ modszer hasznos lehet egyéb mRNS transzkriptumok kimutatasara is.

A kiilonboz6 koriilmények kozott nyert majszoveteket, igy a kontroll (méjbetegséggel nem
rendelkezd egyének), majbiopszian atesett, maj transzplantalt, és maj bankbol szarmazo maj

homogenizatumok CYP2D6 aktivitasat egy 0j szubsztrat, az R-568 segitségével vizsgaltuk,
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mely 20-szor szenzitivebbnek bizonyult mint a CYP2D6 enzim aktivitas jellemzésére
korabban hasznalt dextromethorphan. Az 0j moddszer segitségével lehetdové valik néhany
milligrammnyi szovet mennyiségbdl is az enzim aktivitds meghatarozasa.

A négy csoportba sorolt majmintakat a 6 leggyakoribb genetikai varidnsnak megfelelden
genotipizaltuk (*3, *4, *5, *6, *7 és *8). Az allélok elofordulasa az irodalmi adatokkal
megegyezO0 volt. Az eredményeink alapjan a genotipus és a mRNS szint egyiittes
meghatarozdsa a CYP2D6 aktivitds kvantitativ becslésére biztonsaggal alkalmazhatd
egészséges majszovetmintak esetén.

Human sejtvonalakbdl szarmazo DNS felhasznéaldsdval PCR és Southern blot alkalmazaséaval
jellemeztiik az MDR1 gén szekvenciat ¢és igazoltuk, hogy a gén nagy valdszintiséggel 209 kb

hosszu.
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