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2. A gén polimorfizmusok ¢és a betegek gyogyszerekre valo reagalasanak kapcsolata.
2.4.Osszefiiggés keresése a target gén polimorfizmusok valamint a mRNS és fehérje
expresszio kozott.

2.5.A kiilonbozd 5-FU kezelési séméak esetében kialakuld farmakokinetikai paraméterek, va-
lamint a katabolikus enzim a (DPD) aktivitasa és a molekularis target (TS) gén és protein
expresszidja kozotti osszefliggések vizsgalata. A dozis optimalizalasa.

2.6.0sszefiiggés a terapia megkezdése elétt meghatarozott génexpressziok nagysaga, azok
fenotipusos kovetkezményei valamint a betegek kezelésre adott valasza, ¢és a betegség
progndzisa kozott.

l.altéma A Timidilatszintaz (TS) génpolimorfizmusok kombinalt értékelése adjuvans 5-
Sfluorouracil kezelésben részesiilt colorectdlis daganatos betegek esetében

Az 5-fluorouracil (5-FU) molekuléris targetje, a timidilat szintaz (TS) enzim, a timidilat
bioszintézisen tal fontos regulacidés funkcidkat is ellat pl. a nukleotid pool aranyok
szabalyzasat, valamint ribonukleoprotein komplexeken keresztiil tobb sejtciklus szabalyzo
autoregulacigjat is végzi. A fluoropirimidinekkel szembeni egyéni terapids valaszkiilonbségek
egyik lehetséges oka a TS génen fellelhetd tobb, a transzkriptre lokalizalt, nagy populacids
gyakorisagot mutatd ¢és funkciondlisan aktiv polimorfizmus jelenléte, amelybdl kettd a
transzkripciot €s a transzlaciot egyarant befolydsold TSER (TS enhancer region) helyen, az
mRNS 5°-UTR régidban lokalizalt,és egy harmadik a 1494del6, a 3°-UTR végen talalhato.

Korabbi jelentéseinkben mar szamot adtunk azon vizsgalati eredményeinkrél mely szerint a
timidilatszintdz (TS) génpolimorfizmusok jelentés biomarkerként — szerepelhetnek a
colorectalis rakok (CRC) prevencidjaban, mely szerint a TS nem csak leukémidkban, de a
magyar populacidban a CRC-ban is szuszceptibilitast modosito tényezo lehet.(Adleff et al.Int
J.Cancer 2004, 108: 852-856)

A vizsgalatok tovabbi célkitiizése egy olyan prediktiv rendszer kidolgozéasa volt, amely a
betegeket gyogyszerekkel kezeld klinikusok részére informaciot nyujt a kezelés varhatd
eredményességérol, /betegségmentes (DFS) és teljes tulélés (OS)/ valamint a kezelés soran
esetleg varhato sulyosabb mellékhatasokrol. A TS polimorfizmusok és a betegek 5-FU
kezelésre adott véalaszédnak kisebb betegszdmon tortént, értékelésérdl elézd jelentésiinkben
mar szoltunk. Ebben a jelentésiinkben 168, adjuvans kezelésben részesiilt CRC-s beteg TS
génpolimorfizmus vizsgalatanak kombinalt értékelésének eredményei és a betegek klinikai
adatai kertltek 6sszehasonlitéasra.

A TS 5° vég TSER ( 3R/3R, 2R/3R, 2R/2R) és 3’ vég TSUTR ( -6bp/-6bp,-6bp/+6bp,
+6bp/+6bp) polimorfizmusait 166 adjuvans kezelésben részesiilt beteg vérébdl szeparalt
lymphocytabol kinyert DNS mintakbol végeztik PCR ¢és RFLP modszerrel a korabbi
jelentésiinkben részletezett modszer szerint.



Eredmények:

A vizsgalt betegek demografiai szovettani és genotipusok szerint megoszlasat és azok
Osszefliggését a tuléléssel egyvaltozods analizis (univariate analysis) szerinti értékeltiik és az
eredményeket az 1. tablazatban foglaltuk ossze.

1. Tablazat S-fluorouracil adjuvans kezelésben részesiilt colorectalis tumoros betegek
tulélésének egyvaltozos analizise

n Betegségmentes tulélés Teljes tulélés
at* p° RR®| 95%CI | at p RR 95% CI
INem
ferfi 91| 20 0,055 1 26 0,718 1
nd 75| 22 0,591 0,35-1,02 | 25 1,15 | 0,54-2,45
Kor (év)
<58 84| 21 0,877 1 27 0,267 1
>58 82| 21 0,941 0,56-1,57 | 24 1,48 | 0,69-3,16
Dukes stadium
B2 46| 24 0,481 1 29 0,119 1
12
C 0] 20 1,23] 0,69-2,19 | 24 2,12 | 0,80-5,63
Differenciacio
14
172 51 21 0,559 1 26 0,817 1
3 21| 20 0,80] 0,38-1,70 | 25 0,87 | 0,26-2,89
Tumor helye
1 rectum 82| 18 0,182 1 23 0,214 1

2 sigma 35| 23 l.vs2 0,120 [0,59| 0,29-1,21 | 28 1vs2 0,094 0,35 | 0,10-1,2
3 colon 49| 24 1vs3 0,137 [0,64| 0,35-1,16 | 28 Ivs3 0,353 0,80 | 0,35-1,82

1 vs2+3 0,065 (0,62 | 0,37-1,04 1vs2+3 0,184 | 0,60 | 0,28-1,29
Kezelési tipus
bolus 70| 20 0,036 1 27 0,615 1
Infuzios 96| 22 0,58] 0,35-0,97 | 25 0,82 | 0,39-1,75
5'-TSER
1 3R/3R 57| 24 0,134 1 29 0,027 1

2 2R/3R 80| 20 Ivs2 0,093 [1,73| 0,94-3,21 | 24| 1vs 2 0,012 3,99 |1,35-11,84
3 2R/2R 29| 18 Ivs3 0,080 [1,95|0,92-4,14 | 23 | 1vs 3 0,081 3,19 | 0,85-11,9
1vs2+3 0,048 | 1,79] 1,00-3,22 1vs2+3 0,009 | 3,79 [1,31-10,98

3'-TSUTR
1 —6bp/-6bp (17| 20 0,552 1 26 0,659 1
2 -6bp/+6bp 79| 22 Ivs2 0325 (0,69 0,32-1,52 | 27 | 1vs 2 0,696 | 0,75 | 0,25-2,27
3 +6bp/+6bp|70| 20 1vs3 0,307 [0,65| 0,29-1,47 | 24 | 1vs 3 0,406 0,59 | 0,18-1,91
1 vs2+3 0,285 (0,67 | 0,32-1,42 1vs2+30,467 | 0,68 | 0,23-1,95

* atlagos tulélés (honap)
b log-rank teszt
“RR (relativ rizikd) Cox regresszidés modellel szamolva

Az eredmények szerint a nem, életkor, Dukes’ stddium és a tumor helye, nem befolyasolta
szignifikansan a betegek tulélését ugyanakkor a kezelés tipusa és az 5’-TSER polimorfizmus
szignifikans Osszefliggést mutatott a betegek betegségmentes és teljes tilélésével. A 2R/2R
homozigéta genotipus 1,95-sz6rds relativ rizikot jelentett a betegségmentes €s 3,19-szeres
relativ rizikot a teljes tulélés vonatkozasaban.



A 3’-UTR polimorfizmus bar 6nmagaban nem mutatott szignifikdns dsszefliggést a betegek
betegségmentes vagy teljes tulélésével azonban jol lathato, hogy a 6bp inszerciot tartalmazéd
heterozigéta ( -6bp/+6bp) vagy homozigota (+6bp/+6bp) genotipusok jobb prognozisuak
amelyet a relativ rizikd (RR) jelentds csokkenése mutat.

A tovabbiakban ezért a két vég polimorfizmusainak kombinalt értékelését végeztiik el, annak
a tisztazasa céljabol, hogy a kombinalt értékelés finomabb predikcidt fog-e eredményezni. Az
értékelés soran Osszesen 8 genotipus kombindcidt hasonlitottunk Ossze a talélések
vonatkozasdban ( 2R/2R  &-6bp/-6bp genotipus kombindcid ugyanis az anyagban nem
fordult elo).

A 8 genotipus kombindaci6 és a betegek betegségmentes tilélésének Osszefiiggéseit az 1.4bra a
teljes tulélésének Osszefiiggéseit a 2.abra szemlélteti. A betegségmentes tulélés statisztikai
értékelését Cox regresszids analizissel végeztiik és a 2. tdblazatban adjuk meg.

A leghosszabb betegségmentes talélést a 3R/3R genotipust betegeknél talaltunk barmilyen
3’-UTR polimorfizmussal kombinalddott is az 5’-vég. A 3’-vég jelentdségét a pontosabb
progndzis megallapitasdban az mutatja, hogy amennyiben a 2R/3R heterozigdta genotipus
+6bp/+6bp homozigdta 3’-véggel kombinalodott tigy a 3R/3R genotipusokhoz hasonld,
hosszl betegségmentes tulélés mutatkozott a betegeknél.

A két tipusu polimorfizmus kombinalt értékelése elsdésorban az 5 TSER heterozigotak
(2R/3R) esetében jelent nagy segitséget a kiillonb6zd prognozisu betegek elkiilonitésében.
Amennyiben a 2R/3R heterozigota genotipus +6bp/+6bp véggel kombinalodik akkor a
relativ rizikd értéke 1,4 amennyiben +6bp/-6bp véggel akkor 3,0 és ha -6bp/-6bp véggel
akkor 5,6.

A betegek teljes tulélése is szignifikdns Osszefiiggést mutatott a fenti polimorfizmus
kombinaciokkal. (2.4bra)
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l.abra Osszefiiggés a TS genotipusok kombinaciéja és a 166 CRC-s beteg betegség-
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2. Tablazat A kiillonb6z6 TS 5’ és 3’ genotipusu betegek betegségmentes tulélésének Cox

talélési arany

regresszios analizise

csoport genotipus n RR 95% CI p
8 3R/3R Obp/6bp | 30 1,0 referencia 1,000
6 2R/3R 6bp/6bp | 34 1,4 0,50 4,06 0,513
9 3R/3R 6bp/6bp | 18 2,1 0,62 6,96 0,195
7 3R/3R Obp/Obp | 9 2,2 0,50 941 0,216
2 2R/2R Obp/6bp | 11 2,3 0,52 9,98 0,191
5 2R/3R Obp/6bp | 38 3,0 1,34 6,62 0,015
3 2R/2R 6bp/6bp | 18 3,3 1,03 10,43 0,020
4 2R/3R Obp/Obp | 8 5,6 0,75 41,93 0,003
TS 5'és 3'
1.0 - genotipus n
| _|_ —3/3+/+ 18
-LI__I —3/3+4/- 30
—3/3 -/- 9
1_\_ 2/3 +/+ 34
_[I —2/3+- 38
05 - 2/3 -/- 8
—2/2+/+ 18
—22+- 11
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Log rank teszt p=0,031; trend p=0,016

2.4bra Osszefiiggés a TS genotipusok kombinaciéja és a 166 CRC-s beteg teljes
tulélése kozott

Kovetkeztetés: vizsgalataink eredményeit osszefoglalva megallapithato, hogy a TS mRNS
ket végen taldalhato génpolimorfizmusok vizsgalata és kombinalt értékelése a CRC-s
betegek esetében az adjuvans kezelésre adott terapias vailasz, a betegségmentes- és teljes
tuléleés predikciojat teszi lehetove és ezzel a rossz prognozisu esetekben az S-fluorouracil
kezelés mas gyogyszerrel ( irinotecan, oxaliplatin, bevacizumab, cetuximab) torténo
kiegészitésének sziikségességét jelzi.



3.altéma A metabolikus és target gének expressziojanak valtozdsa daganatos sejteken
kemoterapias szerek hatasara ( Az RP8A altéma munkatarsaival egyiittmiikodésben)

A timidilatszintaz (TS) fontos célpont a kemoterapidban. A TS gétolhatd nukleotid €és folat
analogokkal. Az 5-FU metabolitja az FAUMP egy relativ stabil ternier komplexet képez a TS-
sel és az 5,10-metiléntetrahidrofolattal (MTHF) és ezéltal a TS inaktivalodik. A komplex
stabilitasat a leukovorin tovabb noveli ezért alkalmazzak a klinikumban az 5-FU+ leukovorin
kombinalt kezelést.

Korébbi in vitro €s in vivo vizsgalatainkbol ismert, hogy egy masik nukleozid analég, az 5-
etil-2’-dezoxiuridin  (EUdR) is képes fokozni az 5-FU citotoxikus hatasit Az EUdR
foszforilalodasa utan keletkezd EAUMP is képes gatolni a TS aktivitast és kombindcidban az
5-FU kezeléssel, noveli annak tumorellenes hatasat. Feltehetoen az EQUMP TS-t inaktivalo
hatasa is komplexképzés révén valdsul meg azonban lehetséges, hogy egyéb molekuléris
mechanizmusok is szerepet jatszanak a kombinécio hatékonysagaban.

El6z0 jelentésiinkben beszamoltunk az SW-620 colon tumor sejtvonalak 4 orés 5-FU, EUdR
¢s kombinalt kezelését kovetd sejt proliferacio, TS expresszio és FAUMP+TS komplex
képzddésének vizsgalatarol.

Jelen munkankban a kombinaci6 hatisat vizsgaltuk a sejtkinetikai valtozdsokra, az
apoptozis kialakuldséra, a p53 és PCNA expressziora, a DNS fragmentéciora ¢és ezaltal Gijabb
adatokat kivantunk szerezni a colorectalis daganatokban olyan széleskorben alkalmazott az 5-
FU valamint az 5-FU ¢és a hatékonysagat fokozo nukleozid analoég az 5-etil-2’-dezoxiuridin
gyogyszerkombinacid molekuldris mechanizmusara vonatkozdan.

Eredmények:

Sejtkinetikai paraméterek valtozasa 5-FU , EUdR és kombinaciojuk hatasara

Az 5-FU a sejtciklus S fazisaban fejti ki hatasat. Vizsgaltuk, hogy az 5-FU, az EUdR ¢és
kombinaciojuk milyen véltozasokat okoz a sejtciklus fazisaiban. Az 5-FU kezelés hatasara 48
ora mulva az S fazist sejtek aranya megndétt a populacion beliil, ezzel parhuzamosan a G1
fazisu sejtek aranya csokkent. Az EUdR kezelés Onmagaban nem okozott szembetlin
valtozast ugyanakkor a sejtek megnovekedett szazalékos ardnya a G2/M atmenetben az
EUdR+5-FU kombinalt kezelés esetén a legkifejezettebb ( 3.4bra).
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3. abra Sejtciklus valtozasok 5-FU és EUdR kezelés utan SW620 sejtvonalon.
Hatéanyag koncentracio: EUdR:100uM, 5-FU:250 uM
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Vizsgaltuk, hogy az 5-FU citotoxikus hatasa megnyilvanul-e az apoptdzis 1étrejottében, ill. az
EUdR éltal okozott hatdsfokozodds esetén az apoptdzis arany modosul-e. Az SW620
sejtvonalon a citotoxicitasi tesztekben 100 uM EUdR okozta az 5-FU szenzitivitas leg-
nagyobb mértékii novekedését, igy jelen kisérleteinkben 100 pM EUdR és az ICso-nek
megfeleld 250 uM 5-FU kezelést alkalmaztuk. Az egyik esetben a sejteket folyamatos
EUdR+5-FU expozicionak vetettilk ald, a kezelés utdn tapfolyadékcsere nem tortént Az
apoptozis arany meghatarozasa a kezelés kezdetétdl szamitott 6, 24 és 48 ora elteltével tortént.
(4.4bra A).

Hasonlo6 feltételek mellett, de a kezelési id6t 4 drara modositva is elvégeztiik a vizsgalatot. Az
apoptozis ardny meghatdrozasa a kezelés kezdete utan 24, ill. 48 oraval tértént Az 5-FU,
illetve a kombinalt kezelés hatdsara szignifikdnsan megnovekedett apoptozis aranyt lehetett
megfigyelni mind 24, mind 48 o6ra elteltével. Az 5-FU Aaltal indukalt apoptdzis mértéke ez
esetben is novekedett a kombinalt kezelés hatasara, azonban a novekedés mértéke nem volt
szignifikans. A folyamatos 5-FU és EUdR expozici6 sordn joval nagyobb mértékii volt az
EUdR potenciél6 hatésa. (4. abra B).
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Kezelés utan eltet id6 (6ra)

H Kontrol, @ EUdR(100 M), B 5-FU250uM), B EUJR(100) + 5FU(250 uM)
4.abra Az apoptozis arany valtozasa 5-FU és EUdR kezelést kovetéen SW620
sejtvonalon.A= folyamatos kezelés , B= 4 oras kezelés ( Az apoptotikus és nekrotikus
sejtek szamolasa Biirker kamraban tortént. (Harom kezelés utan szamolt atlag +
standard deviacio értékei)
* p<0,01, ** p<0,000001 vs kontroll, # p<0,000001 vs 5-FU kezelt

Az apoptdzis 1étrejottében egyik kozponti mozzanat a DNS feltoredezése. Vizsgaltuk, hogy az
5-FU ¢és EUdR kezelés utan kimutathato-e DNS fragmentacio.

A DNS fragmentalodasa folyamatos hatdanyag expozicid esetén a kezelés kezdete utan 48
oraval jott 1étre, melyet az EUdR hozzéadasa az 5-FU- kezeléshez nem befolyasolt 1ényegesen
(5.4bra).



24h 48 h

5.abra DNS fragmentacio vizsgalata 5-FU és EUdR kezelés soran SW620
sejtvonalon.

1: Kontrol, 2: 100 uM EUdR, 3: 250 uM 5-FU, 4: 100 uM EUdR + 250 uM 5-FU
folyamatos kezelés

A kombindlt kezelés soran megfigyelt, emelkedett apoptdzis ardnnyal kapcsolatosan
vizsgaltuk a p53 expresszio valtozasat. Ezen kiviil meghataroztuk a PCNA protein expresszid
mértékét az EUdR és 5-FU kezelés utan. (15.4bra)

Az 5-FU kezelés utan mért, kiss¢ emelkedett p53 expresszio az EUdR hatasara tovabb nétt és
ez a valtozds a kezelés utdn 48 ora elteltével kifejezettebb volt (6.abra A.). A PCNA
expresszio a kezelést kovetden 24 oraval az 5S-FU+EUdR kombinacid esetén megndtt, 48 ora
elteltével az expresszid6 mértéke nem kiilonbozott az 5-FU-val, ill. az 5-FU+EUdR
kombinacioval kezelt mintdkban (6.4bra B).
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6.abra 5-FU és EUdR kezelés p53 és PCNA expressziora gyakorolt hatasa SW620
sejtvonalon.

Western technika: mintanként 100 pg fehérje. (A) p53 és (B) PCNA expresszio
valtozasa



Kovetkeztetées: Az 5-FU citotoxikus hatdasat az EUdR dozisfiiggoen potencirozta. A
gvogyszerkombinacio, a korabbiakban mar megallapitott TS és DPD expresszio gatlasa
mellett fokozta a sejtek G2/M datmenetben valo felhalmozodasat, a timidin beépiilését a DNS-
be és az apoptozis kialakulasat. Az EUdR tovabba potencidlta az 5-FU dltal okozott p53
fehérje expresszio névekedését.

4.altéma Osszefiiggés a terapia megkezdése el6tt meghatirozott génpolimorfizmusok
valamint a betegek kezelésre adott valasza/mellékhatasai és a betegség lefolyasa kozott

A colorectdlis daganatok  esetében a gyodgyszerek hatékonysadgdban ¢és toxicitdsaban
megmutatkozé interindividualis kiilonbségek hatterében szdmos tényezo allhat, melyek koziil
a gyogyszerek farmakokinetikajaban és a target gén, a TS gén-polimorfizmusaiban mutatkoz6
kiilonbségek mellett a folat anyagcsere egyéb génjei (MTHFR, SHMT) is fontos szerepet
jatszhatnak a betegek gyogyszerekkel szembeni érzékenységében

4.1 A metiléntetrahidrofolat-reduktaz (MTHFR) C677T polimorfizmus klinikai jelentosége a
metasztatikus colorectdlis daganatok 5-fluoropirimidin alapu kezelésében

A metiléntetrahidrofolat reduktdz (MTHFR) a folat anyagcsere kritikus enzime, mely
irreverzibilisen katalizdlja az 5,10-metiléntetrahidrofolat (MTHF) — 5-metiltetrahidrofolat
atalakulast és eldsegiti a homocisztein remetilacidjat, ezaltal metil donort szolgéltatva a DNS
metilaciohoz. Az eddig leirt MTHFR génpolimorfizmusok koziil a C677T (Ala —Val) SNP
fordul el leggyakrabban. A homozigota mutans (TT) esetekben az enzimaktivitas 30 %-ra
csokken. Emiatt felhalmozodik az 5,10-metilén-THF, mely a timidilat de novo bioszintézis
kofaktora és ezaltal a DNS szintézis eldnybe keriil a DNS metilacioval szemben Az MTHF
felhalmozodasnak szerepe lehet az colorectalis tumoros betegek S-fluorouracil alapu kezelésre
adott valaszdban, mivel az 5-FU metabolitja, az 5-fluoro-2’-dezoxiuridin-5’-monofoszfat
(FAUMP), a timidilat szintdz (TS) és az MTHF egy stabil ternier komplexet képez. A
komplex-képzés nyomdn a TS aktivitas gatlodik €s ez intracelluléris timidin hidnyhoz vezet és
végiil a DNS szintézis leall. A megemelkedett intracellularis MTHF szint eldsegiti a ternier
komplex képzddést és stabilitast, és ezaltal megnovelheti az 5-FU citotoxikus hatasat. Az 5-
FU kezeléssel parhuzamosan adott leucovorin (LV), mely az MTHF egyik prekurzora, szintén
potencirozza az 5-FU sejtkarosito hatasat, azaltal, hogy a TS-MTHF-FAUMP ternier komplex
stabilitasat megnoveli.

Vizsgalatunk célja Osszefiiggés keresése a metasztatikus colorectalis daganatos betegek
MTHFR C677T genotipusa és az 5-FU-alapt kezelésre adott véalasza ill talélése kozatt.

A vizsgalatba 101 metasztatikus colorectalis beteget random vélasztottunk be, akik palliativ
5-FU alapu kezelést kaptak az Orszagos Onkoldgiai Intézet (OOI) belgyogydszati osztalyain.
A median kovetési 1d6 18,5 (3-30) honap volt. Minden beteg beleegyezd nyilatkozatot irt ala
¢és a vizsgalat az OOI Etikai Bizottsdgadnak eldirasai alapjan tortént. A palliativ pre- vagy
posztoperativ radio- ¢és/vagy S5-FU-alapu kemoterapiat a nemzetkézi protokolloknak
megfeleléen alkalmaztak.

Az MTHFR genotipizalasara alkalmazott RFLP-PCR mddszer iddigényes és nagyszamu
minta rutinszeri vizsgalatakor nehézkes. Ezért kidolgoztunk egy real-time PCR késziiléken
kivitelezhetd, nagy mintaszam genotipizalasahoz alkalmas moédszert. Ezzel parhuzamosan a
plazma homocisztein szintjének meghatarozasat HPLC-re kifejlesztett kittel (Homocystein



HPLC, Immundiagnostic) végezziik. A vérbdl a homocisztein méréshez sziikséges plazma
szeparacid utan magvas fehérvérsejtet szeparaltunk (Ficoll, Pharmacia), majd ebbdl
(MasterPure™ Genomic DNA Purification Kit, Epicentre) vagy a teljes vérbél (ReadyAmp
Genomic DNA, Promega) DNS-t preparadltunk. A DNS-bél 2 mintas real-time PCR
modszerrel hataroztuk meg az MTHFR genotipust SybrGreen I festéssel. Harom oligot
terveztiink, melybdl kett6 allélspecifikus. Az allélspecifikus primer esetében csak a megfeleld
szekvencianal indul el az amplifikdci6. Az egyik cs6be a vad tipust primer (C), mig a
masikba a mutans szekvencian elindulé (T) primer keriil. A homozigotak esetén csak az egyik
vagy a masik csében mérhetd a fluoreszcencia intezitdsdnak ndvekedése, a heterozigota tipus
mindkét csoben amplifikdlodik. A ACt kiiszobértékét (£5) 100 minta genotipusdnak két
modszerrel (real-time és RFPL-PCR) torténd egyidejii meghatarozasaval allitottuk be.(7.4bra)

/ Sz //// 5:: /
// N / // 35 /
/i E /i / i /
e i e i -7
vad primer (C)
— mutans primer (T)

Ctypa 20,05 23,61 > 45,00
Ctutins > 45,00 26,95 25,02
ACt <-5 [-5, 5] > 5
MTHFR CC CT TT
genotipus

7.4abra MTHFR genotipusok meghatarozasa real-time PCR alkalmazasaval
Eredmények:

Nem talaltunk szignifikans eltérést a nem, tumor lokalizacio, differencialtsagi fok valamint a
kezelési tipus (kemo- vs radio-kemoterapia €s 5-FU vs 5-FU + irinotecan/oxaliplatin) szerinti
genotipus megoszlasokban. A kdvetési id6 alatt meghaltak részaranya sem kiilonbozott a két
alcsoportban. Az atlag talélés viszont hosszabb a T alléllel rendelkez6 betegek esetében és ez
a kiilonbség a Kaplan-Meier kiértékelésnél szignifikans (p=0.035) (8. abra).
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MTHFR

1.0
genotipus n
> ——CC 46
© CT+TT 55
©
:ﬁ 0.5
©
=
0.0 T T 1
0 10 20 30
hénap

Log rank teszt p=0,0358

8.abra A MTHFR C677T polimorfizmus alapjan csoportositott metasztatikus
colorectalis tumoros betegek teljes tulélése

A lokalizacié szerint csoportositott tulélési gorbék esetében is megallapithatd, hogy a
hosszabb tulélés a CT és TT genotipusok esetében nyilvanvalo, de a kiilonbség csak a
colon/sigma tumoros betegek esetében volt szignifikans (p=0,0212). (9.,10 abra)

1.0 7 MTHFR
genotipus n

0.8 ——CC 25
T CT+TT 23
B 0.6
[}
0
® 0.4
2

0.2

0.0 T T 1

0 10 20 30
hénap

Log rank teszt p=0,3708

9.abra A MTHFR C677T polimorfizmus alapjan csoportositott metasztatikus
rectum tumoros betegek teljes tialélése
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Log rank teszt p=0,0212

10.abra A MTHFR C677T polimorfizmus alapjan csoportositott metasztatikus
colon+sigma tumoros betegek teljes tulélése.

Feltételezve, hogy az 5-FU-alapu kemoterapia eredményesebb a hosszantarto, tobb kezelési
vonalon atnyul6 esetekben, ennek megfeleléen csoportositottuk azokat a betgeket, akik csak
elsévonalbeli kezelést kaptak, szemben azokkal, akik mésod- vagy harmadvonalban is 5-FU-
alapt kezelésben részesiiltek. Mindkét genotipusnal a hosszantart6 kezelés esetén nyilvanvalod
a hosszabb tul¢lés és ez a kiilonbség a T alléllal rendelkezd betegek esetén szignifikans
(p=0.0154). (11. abra)

A Cox regresszios analizis alapjan, - a relativ rizikd6 a CC genotipus esetében 2,8 a T allélel
rendelkezO0khoz viszonyitva.

10 4 CC kezelesitipus n
' —— csak elsé vonalbeli 18
> -~'- - t6bb vonalbeli 28
5 p=0,1375*
©
:g 05 CT+TT kezelési tipus
] csak elsd vonalbeli 24
2 tébb vonalbeli 31
p=0,0154*
0.0 0 16 2(') 3(') *Log rank teszt
hénap

11.abra A MTHFR C677T polimorfizmus és a kezelési tipus (csak elsé vonalbeli

vs tobb vonalbeli kezelés) alapjan csoportositott metasztatikus colorectalis

tumoros betegek teljes tulélése.
Kovetkeztetéskent megallapithato, hogy a MTHFR C677T polimorfizmus meghatarozasa a 5-
fluoropirimidin kezelésii metasztatikus colorectalis betegek esetében prognosztikai értékkel
bir. Ezen feliil segitséget nyujthat a személyre (csoportra) szabott terapia megtervezésere (pl.
a rosszabb prognozisu CC genotipusu betegek esetében a szekvencialis kemoterapia /elso
vonalban 5-FU+LV, masodik vonalban 5-FU+LV+Irinotecan/oxaliplatin alkalmazasa/, vagy
ha egyéb kontraindikacio nincs, az elsé vonalbeli 5-FU+LV+Irinotecan majd 5-
FU+LV+oxaliplatin kombindacio javasolhato)
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4.2 Szerin hidroximetil-transzferaz C1420T geén polimorfizmus vizsgalata CRC-s betegekben
eés egészseges egyénekben

A szerin hidroximetil-transzferaz (SHMT) egy kulcsfontossagt folat anyagcsere enzim, amely
B6 vitamin jelenlétében katalizdlja a THF (tetrahidrofolat) és szerin atalakulésat 5,10-
metiléntetrahidrofolatta (5,10-MTHF) valamint glicinné, reverzibilis reakcidban. Az 5,10-
MTHF fontos intermedier a metilcsoport-haztartdsban ¢és ezaltal a DNS-metilacioban,
valamint részt vesz a nukleotid bioszintézisben mint a timidilatszintaz fontos kofaktora.

A SHMT enzim két valtozata ismert, a SHMT1 (cSHMT) a citoszolban és a SHMT2
(mSHMT) a mitokondriumban.

A citoszolikus izoforma génjén egy feltehetéen funkciondlisan aktiv génpolimorfizmus, a
C1420T szubsztitacid ismert, amely befolyasolja a plazma folsav szinteket.

Nincs adat arra vonatkozoéan, hogy a fenti polimorfizmus mennyiben befolyasolja az SHMT
enzim miikodését.

Célkitiizés:

Az SHMT polimorfizmus vizsgélatara alkalmas technika beéllitdsa és colorectalis tumoros
(CRC) betegek valamint egészséges egyének vérébol szarmazd DNS mintak polimorfizmus
megoszlasanak 0Osszehasonlitasa. A tovabbi vizsgdlatok sordn valaszt kereslink arra a
kérdésre, hogy a CRC-s betegnél eléforduld genotipusok befolyasoljak-e az 5,10-MTHF
szintet és ennek van-e¢ jelent6sége a TS targetre hato citotoxikus hatasu gyogyszerek
hatasaban.

Modszerek:

CRC-s betegek periférias lymphocitaibol DNS-t izolaltunk MasterPure™ (Epicenter)
genomialis DNS-tisztito kit segitségével. Kontrollként egészséges véradok savomentesitett
véralvadékabol izolaltunk DNS-t. (ReadyAmp™, Promega)

Az SHMT1 C1420T genotipizalast két technikaval végeztiink:

I: PCR RFLP modszerrel:
5’-CAG-AGC-CAC-CCT-GAA-AGA-GTT-C-3’(FWD) és
5’-AGT-GGG-CCC-GCT-CCT-TTA-3’ (REV) primerekkel kiemelt amplikont
Eaml11041 (Fermentas) restrikcios endonukledzos fragmens analizissel tipizaltuk.
(12.abra).
12.4bra Az SHMT C1420T genotipusok vizsgalata PCR RFLP modszerrel

200bn ™"
150bn™
100bo—

cc TT 71T SM CT -E

CT OD103/0D145 <0.25
CC OD103/OD1as >0.25
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I1: TagMan probas valosidejii PCR —al

az elébbi primerek és két allélspecifikus proba
5’FAM-CGC-CTC-TCT-CTT-C-MGB3’ ¢s
5’-JOE-CGC-CTC-TTT-CTT-C-MGB3’ (ABI) segitségével egy kozos mixben
torténd génamplifikacioval.
A vizsgalat kiegészitéseként plazma homocisztein szinteket hataroztunk meg reverz
fazisu HPLC-s technikaval, fluoreszcens detektalas mellett, KC2801 kit
(ImmunDiagnostik) alapjan. (13.4bra).

13.abra Az SHMT C1420T genotipusok meghatarozasa TagMan RT-PCR mddszerrel

Eredmények:

Az alkalmazhaté PCR-RFLP technika képes kvalitativan jol elkiiloniteni a TT genotipusokat,
viszont a CC / CT megkiilonboztetés csak gél-fluoreszcencia denzitdldssal oldhatdo meg.
(12.abra). A TagMan probas Real-time PCR-os moddszer érzékenysége megfelel a
genotipusok meghatarozasara. (13.4abra)

A vizsgalt kontrollpopulaci6 SHMT1 C1420T genotipus megoszlasa nem tért el az ismert
kaukdzusi populacids eloszlasatolA CRC-s és a kontroll populaciok genotipus frekvenciai
megfelelnek a Hardy-Weinberg eloszlasnak. A vizsgalt CRC populaci6 SHMT1 genotipus
frekvenciai nem térnek el kor, nem ¢és lokalizacio szerint, viszont szignifikdnsan eltérnek a
kontroll populacioétol.

Okontroll
Hbeteg

esetszam

p<0,0001

ccC CT TT

14.abra Az SHMT C1420T polimorfizmus genotipus megoszlasa a kontrollok és CRC-s
betegek esetében

A T tipusu allél alacsonyabb frekvenciaja a beteg csoportban felveti a colorectalis daganatos
megbetegedésre valo SHMTI1 polimorfizmus szerinti eltér6 genetikai fogékonysag

lehetdségét. (14.4abra)

A folat metabolizmus befolyadsolasat tdmasztjadk ala a betegek SHMT1 genotipus szerinti
eltéré homocisztein értékei. (15.4bra)
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A tovabbiakban vizsgalt CRC-s betegek klinikai adatainak elemzésével dsszefiiggést kerestink
a terapiara adott valasz a SHMT genotipusok és a homocisztein szint kézott.

35

30 -

25 -
*k

20

10

CcC CT TT
*p<0,01 ** p<0,05

15.4bra CRC-s betegek homocisztein atlag értékei (+SD) genotipus szerinti
megoszlasban

4.3. Farmakogenetikai modszerek a terapia soran fellépo sulyos mellékhatasok elorejelzésére

A farmakogenomikai modszerek nemcsak a betegek prognozisanak, a gyogyszerekkel
szembeni érzékenységének prediktalasara alkalmasak, hanem igen gyakran a nemvart, stilyos
mellékhatasok eldrejelzéséhez illetve megértéséhez is segitséget jelentenek.

4.3.1. DPD 1VS14+1G-2A mutacio vizsgalata CRC-s betegeken

A korébbi jelentésiinkben mar emlitett dihidropirimidin dehidrogenaz (DPD), az 5-FU lebont6
enzime, igen fontos prediktora az S-fluoropirimidin terdpia soran fellépd sulyos, (esetleg
életet veszélyeztetd) mellékhatasoknak. Az enzim alacsony (< 5 pmol/perc/10° lymphocyta)
értéke a terapia soran fellépd mellékhatasok eldrejelzdje. Az enzim vizsgalatat rendszeresen
végezziik az OOI-ben és mas onkologiai kozpontokban kezelt CRC-s betegek részére. Eddig
785 vizsgalatot végeztiink, (lasd 4.tablazat) és a betegek kb. 5 %-aban talaltunk sulyos DPD
hianyt.

Az alacsony aktivitas hatterében gyakran a DPD 14-es exonjan talalhato G> A pontmutacioja
felelds, amely 14-es exon kieséshez és ezéltal nem funkcionald enzim szintéziséhez vezet,
amely mar heterozigdta formdban is igen sulyos, €letet veszélyeztetd toxicitas kialakulasat
eredményezi. A mutacid vizsgalatat RFLP modszerrel végezziik (16.4abra)

15



Kovetkeztetés:  Alacsony DPD aktivitas és vagy [VS14+1G-A mutdcio esetén
fluoropirimidin terapia alkalmazasa tilos, helyette mas gyogyszert (pl. irinotecan) kell
alkalmazni.

A DPD GEN LEGGYAKORIBB MUTACIOJA

A delEx14 mutaciot -~ PEeon13 - LExon
heterozigéta formaban

hordozé beteg klinikai adatai: 2c Cl L GT  AG G

-61 éves nébeteg ~3% “e‘emM l ~97% wild type

-Dg: rectum cc. wt: G

-Kezelés: Dixon miitét+1 — e - - N H H
széria adjuvans 5-FU+LV " " : * =

T

-Toxicitasi tiinetek: Funkcionalé fehérje

= stlyos mucositis
= hasmenés
= pancytopenia

Normal 5-FU tolerancia

DPD delEx14 mutaciéanalizis alacsony DPD

-Terapia: aktivitasu betegeknél (PCR-PAGE)
csontveldstimulalé
faktor + antibiotikum

Klinikai betegkovetés

— e
Sm Wt Wt Wt Mt* Wt Wt

DPD aktivitas 1,2pmol/perc/10¢ly

16.abra A DPD hiany klinikai kovetkezményei és farmakogenetikai analizise

4.3.2 MTHFR C677T génpolimorfizmus és a MTX farmakokinetikai vizsgadlatanak jelen-
tosege nagydozisu MTX kezelésben részesiilt osteosarcomas beteg esetében kialakult sulyos
toxicitas esetén

A nagydozisu methotrexat (MTX) az osteosarcoma neoadjuvans €s adjuvans kezelésének a
legfontosabb gyogyszere. A kezelést kovetden fellépd akut és kronikus mellékhatasok
azonban jelentds klinikai probléméat okozhatnak. A metiléntetrahidrofolat reduktdz (MTHFR)
kulcsfontossagu szerepet jatszik a foladt anyagcserében, polimorfizmusa, mint azt mar
korabban emlitettiik, mutdns homozigota (TT) formaban 70%-al csdkkent enzimaktivitassal
jar és antimetabolittal (MTX) torténd kezelés esetén a homocysteinemia fokozodasat és sulyos
toxicitast okozhat.

Vizsgalataink sordan az Semmelweis Egyetem II.Gyermekklinikdjan kezelt osteosarcomas
betegek vérébdl szeparalt DNS mintdkban rendszeresen meghatarozzuk az MTHFR
génpolimorfizmust és farmakokinetikai méddszerrel kdvetjiik a MTX szint tirtilését.

A két modszer egyiittes jelentdségét a nagydozisu MTX altal okozott sulyos mellékhatas
monitorozasaban egy beteg példdjan keresztiil kivanjuk bemutatni.

10 éves osteosarcomds beteg nagydozisa MTX (12 g/m?/6h) kezelése soran 20 perccel a
gyogyszer beadasa utan kialakult akut neuroldgiai (encephalopathia) és WHO Gr II-IV
hepatotoxicitds miatt vizsgaltuk a MTHFR 677C—»T génpolimorfizmusat (17.4bra) és a
MTX farmakokinetikdjat kovettik nagynyomast folyadékkromatografidss modszerrel
(18.4bra).
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<+ 175bp

CT ¢cCc T CT CTr CT CC

17.abra MTHFR genotipus meghatarozas osteosarcomas gyerekek DNS mintajabol.
PCR-RFLP analizis Hinf I restrikcios enzim alkalmazasaval. MTHFR genotipusok: CC
= vad homozigéta, CT = heterozigéta és TT = mutans homozigota, * = vizsgalt beteg.

10000.0 -
= 1000.04 #
E 3
[=1

8

= 100.0 -

s

3

= i

(=]

o 10.0 4

o

g

=

Ay

T * T 1
0 50 100 150
Time after MTX treatment (hours)

erer

dézisti (12 g/m*/6h) MTX kezelés utan.A =MTX, A= 7-OH-MTX, — vizsgalt beteg, eoe
20, nagydoézisu MTX kezelt osteo-sarcomas beteg atlaga + SD értéke

Eredmények:

A beteg MTHFR genotipusa TT homozigdta volt és a 9.abran lathatd, hogy a hozza
hasonlitott 20 nagydézisi MTX-tal kezelt beteghez képest igen elhuzodé szérum MTX és 7-
OH-MTX szintet lehetett kimutatni a toxicitast szenvedett beteg esetében.Az elmindcios
felido értékei kiilondsen a t; 3 igen jelentésen meghosszabbodott a toxicitast szenvedett beteg
esetében.(4.tablazat.)

3.Tablazat A MTX és a 7-OH-MTX eliminacios félido értékei a toxikus esetben és az
osteosarcomas kontroll csoportban

Mért paraméter Eliminécios félidd (ora)
tipa tip*
MTX (beteg) 3.96 29.45
7-OH-MTX (beteg) 8.55 99.75
MTX (kontroll csoport, n=20) 2.44 10.87
7-OH-MTX (kontroll csoport, n=20) 5.28 -

17



Feltételezhetben a  stlyos MTX toxicitas a MTHFR C677T polimorfizmus TT
homozigétasaga kovetkeztében fellépd hiperhomocisteinaemidnak kdszonhetd, amely a folat
statuszban okozott zavarok kovetkeztében a kozponti idegrendszert az antimetabolit hatasaval
szemben sériilékenyebbé tette. Ez, egyiitt a jelentésen elhiz6dd6 MTX clearance-szel vezetett
a sulyos toxicitas kialakuldsdhoz

Nagydozisu MTX kezelés elott javasolhato a a MTHFR C677T polimorfizmus és a plazma

erer

A vizsgalatok klinikai hasznositasa: a fenti bedllitott ¢és értékelt paramétereket rutinszertien
vizsgaljuk és leletezziik az OOl betegosztalyai, valamint szamos kiilsd onkoldgiai centrum
részére. (4. Tablazat)

4. Tablazat

Az NKFP 1/48/2001 palyazat tamogatasaval bevezetett
prognosztikai markerek rutinszeriien végzett
vizsgalata vastag és végbélrakos betegeken

Beérkezett mintak

szama
Ev OOoI* Kilsé **
intézmények
2002 187 16
2003 271 17
2004 260 44

Osszesen: 708 77

* OOI. Orszagos Onkoldgiai Intézet

**Kuls6 intézmények: Szegedi Egyetem Onkoradioldgiai Kp., Debreceni
Egyetem Onkoldgia, Semmelweis Egyetem Radiolégiai Klinika, Pécsi
Egyetem Onkoldgia, Uzsoki u-i kh., Péterfy S. u-i kh., Szt.Margit kh.

RP 8/B Kralovanszky J. és mtsai.
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