Valaszok Dr Szoké Eva biralatara

Mindenekelott szeretném megkdszonni Professzor Asszonynak, hogy elvallalta a MTA doktori
értekezésem biradlatat, koszondm az értékes idejét, amit a dolgozat alapos atnézésére szant, a
pozitiv és tdmogatd véleményét, valamint a gondolatébreszté megjegyzéseit €s €szrevételeit.

Négy pontban megfogalmazott kérdéseire az alabbiakban valaszolok:

1. A farmakokinetikai tulajdonsagok és gydgyszermetabolizmus in vitro becslésére végzett
vizsgalatok CYP szelektiv gatloszerek és szubsztratok alkalmazasaval torténik. Ahogy sajat
eredményei alapjan is bemutatja, nem helytallo6 minden esetben az alkalmazott préba-
szubsztrat feltételezett szelektivitasa. Ez felveti azt a kérdést, hogy egy adott CYP gatloszer
alacsony specificitdsa eredményezhette-e a proba-szubsztrat szelektivitasanak korabbi
helytelen értelmezését. Az enzimtérképezésnél figyelembe veszik-e és hogyan, ha az
alkalmazott CYP gatloszer specificitisa mérsékelt? Van-e a gydgyszerengedélyezd
hatésagok altal elfogadott/ajanlott listdja a preklinikai vizsgalatokban alkalmazhat6
specifikus CYP gatloknak és szubsztratoknak?

A CYP enzimekkel kapcsolatos vizsgalatok kezdetén gy tartottdk, hogy két citokrom P450
enzim létezik, amelyek spektralisan jol megkiilonboztetheték a redukalt enzim CO-dal képzett
abszorpcids maximuma alapjan, igy P450 és P448 enzimnek nevezték. Ma mar tobb ezer CYP
enzimr6l tudunk az éldvildgban; emberben 57 CYP gént azonositottak, azonban a
xenobiotikumok metabolizmusat érdemben alig egy tucat CYP enzim katalizalja. Az egyes
enzimek megkiilonboztetése, mennyiségiik és aktvitadsuk meghatarozasa régi torekvés (az elsd
publikédciok az 1970-es évekre nyllnak vissza), szdmos CYP-szelektiv szubsztratot, illetve
enzimreakciot sikeriilt azonositani. A cé€l, hogy egyszeriien, gyorsan és szelektiven tudjuk
meghatarozni az egyes enzimek aktivitasat.

Mivel a CYP enzimek szubsztrat-specifitdsa atfedd, a CYP szubsztratok és gatloszerek CYP
izoenzim szelektivitasat €s korlatait nagyon fontos feltérképezni, kiilondsen a heterogén
bioldgiai rendszerekben vald alkalmazéaskor, mint a majsejtek vagy a maj mikroszoéma frakcio,
ahol a prepardtum tobb CYP enzimet is tartalmaz. Az eleinte alkalmazott CYP-szubsztratokkal
egyszerll fotometrias vagy fluoreszcencia mérésen alapul6 reakciokban hataroztdk meg a CYP
enzimek aktivitasat. Ahogy gyarapodott a tudas, be kellett 14tni, hogy tobb CYP enzim létezik
az endoplazmas retikulum membranjdban, mint gondoltuk, ezért koriiltekintden kell eljarni a
szubsztrat vagy a gatloszer szelektivitds megallapitasakor. A szubsztrat koncentracidja nagyban
befolyasolhatja, hogy egy vagy tobb CYP enzim katalizélja az adott reakciot és ugyanigy a CYP
gatloszerek szelektivitasa is behatarolhatd koncentracid-tartomanyban érvényes. Tovabba a
tesztrendszer, amiben vizsgéljuk a szubsztratokat, gatloszereket, szintén koriiltekintd valasztast
¢s tobb oldalrdl torténd megerdsitést igényel. Gondolok itt példaul az ismert CYP-szelektiv
reakcidkkal vald korrelacios vizsgalatokra tobb egyénbdl szarmazd mikroszéma preparatumon,
vagy a CYP izoenzim ellen termeltetett ellenanyaggal vald gatolhatdsag igazolasara.

Professzor Asszony altal felvetett kérdések is ravildgitanak arra, hogy mennyire lényeges
ismerniink egy szubsztrat vagy gatloszer CYP szelektivitisat. A p-nitrofenol hidroxilezés
CYP2E1 szelektivitasat, valamint a 7-metoxi-4-trifluormetilkumarin O-demetilaz reakciod
CYP2C9 szelektiv voltat sajat vizsgalataink alapjan megkérddjeleztiik. Az alacsony géatloszer
szelektivitasra talan a legjobb példa a cimetidin, amelyrdl évtizedeken 4t tartotta magat az a



megallapitas, hogy szelektiven géatolja a CYP3A4 enzim aktivitasat. Még 2023-ban is jelent meg
kézlemény (Pino MA, Azer SA: Cimetidine, 2023 PMID: 31334975,
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK544255/), amely a cimetidin klinikailag relevans
CYP3A4 gatlasat emliti, majd példaként szamos CYP2C9 és CYP2D6 szubsztrat hatdéanyagot
sorol fel (warfarin, metoprolol, propranolol, szulfonilurea vegytiletek), amelyeknek csdkken a
,clearance”-e cimetidinnel parhuzamosan torténd adagoldsakor. Ma mar tudjuk, hogy a
cimetidin a CYP3A4 aktivitast csak elhanyagolhatdo mértékben, mig sokkal inkabb a CYP2C
enzimek, igy a CYP2C9 ¢és CYP2C19, valamint a CYP2D6 miikodését gatolja.

Az 1j gyogyszerjeloltek metabolizmusat katalizalo CYP enzimek azonositasakor, az in. enzim-
térképezés soran erés CYP-szelektiv gatloszereket alkalmazunk, amelyek gatld hatasat magunk
is igazoltuk kordbban human mé&j] mikroszéma preparatumokon CYP-szelektiv proba
reakciokban. Ugyanakkor az FDA, az Amerikai Elelmiszer és Gyogyszer Engedélyezési Hivatal
(US Food & Drug Administration) és az EMA, az Eurépai Gyogyszer Ugyndkség (European
Medicines Agency) ajanlasokat fogalmazott meg CYP-szelektiv gatloszerekkel és
szubsztratokkal kapcsolatban, amelyek segitséget nyujtanak a gyogyszer-fejlesztésben részt
vevO szakemberek szdmara (1. és 2. tablazat) A tablazatokban vastagitva jeloltem azokat a
gatloszereket és CYP-szelektiv enzimreakcidkat, amelyeket a kutatocsoportban magunk is
alkalmazunk.

1. tabléazat: In vitro alkalmazhat6 CYP-szelektiv gatloszerek az FDA ajanlasa alapjan*

CYP enzim Gatloszer

CYPI1A2 a-naftoflavon, furafillin

CYP2B6 klopidogrel, szertralin, tioTEPA, tiklopidin

CYP2C8 gemfibrozil glukuronid, montelukaszt, fenelzin

CYP2C9 szulfafenazol, tienilsav

CYP2C19 N-3-benzil-nirvanol, loratadin, nootkaton, tiklopidin

CYP2D6 paroxetin, kinidin

CYP3A4/5 azamulin, itrakonazol, ketokonazol, troleandomicin, verapamil

*https://www.fda.gov/drugs/drug-interactions-labeling/drug-development-and-drug-interactions-table-substrates-

inhibitors-and-inducers#table1-2

2. tablazat: In vitro alkalmazhaté CYP marker reakciok az FDA ajanlasa alapjan™®

CYP enzim CYP-szelektiv enzimreakcio

CYPIA2 7-etoxiresorufin-O-deetilaz, fenacetin O-deetilaz
CYP2B6 bupropion hidroxilaz, efavirenz hidroxilaz

CYP2C8 amodiakvin N-deetilaz, paklitaxel 6a-hidroxilaz
CYP2C9 diklofenak 4'-hidroxilaz, S-warfarin 7-hidroxilaz
CYP2C19 S-mefenitoin 4'-hidroxilaz

CYP2D6 bufuralol 1'-hidroxilaz, dextrometorfan O-demetilaz
CYP3A4/5 midazolam 1'-hidroxilaz, tesztoszteron 6p-hidroxilaz

*https://www.fda.gov/drugs/drug-interactions-labeling/drug-development-and-drug-interactions-table-substrates-

inhibitors-and-inducers#tablel-2
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2. A tiamulin monensin kdlcsonhatas vizsgéalata meglepd eredményt hozott, hisz a tiamulin
CYP3A4 indukald6 és gatlo hatasat is tapasztaltak az in vivo €s in vitro vizsgalataikban. Arra
a kovetkeztetésre jutottak, hogy a monensinnel valé egyiittes alkalmazasakor a gatld hatas
jut érvényre (a monensin toxicitdsa nd), de ennek nem adtak egyértelmli magyarazatat.
Vizsgaltak annak lehetdségét, hogy a tiamulinbol képzddhet enzimgatld hatdsu metabolit?

A tiamulin-monensin kolcsonhatas hatterének feltarasakor azt feltételeztiik, hogy a tiamulin
valoszinlileg gatolja a monensin metabolizmusat katalizalo CYP enzime(ke)t. Patkdny m4;j
mikroszéman igazoltuk is, hogy a tiamulin blokkolta a monensin metabolizmusanak els6
1épését, a demetilezést. Raadasul indukalta a patkdny CYP3A enzimek expressziojat €s
aktivitasat, amely egylitt jart a monensin O-demetilaz aktivitas 1,5-2,8-szeres emelkedésével.
Ugyanakkor meg kell jegyezni, hogy a CYP3A indukciohoz k&thetd monensin O-demetilaz
aktivitas novekedés csak magas 200 mg/kg tiamulin d6zis mellett jelentkezett, a 40 mg/kg dozis
azonban nem vezetett aktivitds emelkedéshez. Az A4llatorvosi gyakorlatban a tiamulint
baromfiaknal és sertéseknél alkalmazzak antibiotikumként 3-5 napig tartd kezelések soran, a
napi dozis 30-50 mg/testtomeg kg baromfiaknal, mig 4-25 mg/kg sertéseknél. A patkanyoknal
alkalmazott alacsony, 40 mg/kg napi dézis 5 napon keresztiil feleltethetd6 meg az
allatgyogyaszati gyakorlatnak, mig ennek 5-szordse a gyakorlatban nem elképzelhetd. Ezért az
enzimmikodés kozvetlen gatlasanak nagyobb szerepet tulajdonitottunk a tiamulin-monensin
kolcsonhatasban és a toxikus tiinetek kialakuldsdban, mint a magas doézisnal bekovetkezd
CYP3A indukcionak.

A tiamulin metabolizmusidt ugyan nem vizsgéaltuk, de felmeriilt, hogy hasonléan a
troleandomicinhez, a tiamulinbdl is képzddhet olyan metabolit, amely metabolikus intermedier
komplexet képezve irreverzibilisen gatolja a CYP enzimaktivitast. Az irreverzibilis gatlas a
klinikai gyakorlatban sulyosabb megitélés ald esik, mint a reverzibilis gatlas, hiszen az enzim
de novo szintézise sziikséges ahhoz, hogy helyredlljon a normal enzimaktivitds. Ennek
lehetdségét azonban kizartuk a tiamulinnal kapcsolatban, ugyanis szemben a troleandomicinnel,
a tiamulinnal kezelt allatok majmikroszomajdban az enzimaktivitds nem véltozott a
ferricianiddal valo kezelést kovetden — a ferricianid felszabaditja az enzimet a metabolikus
intermedier komplexbdl (1.A abra).
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1. abra: A metabolikus intermedier komplex megsziintetésének hatdsa a monensin
O-demetilaz aktivitasra (A), valamint a troleandomicin, illetve a tiamulin metabolikus

intermedier komplex képzddése patkany mdj mikroszomaban (B). TAO troleandomicin,
TIA tiamulin, *P<0,05



Tovabba a tiamulint patkany maj mikroszomaval kozvetleniil inkubalva nem figyeltiink meg
MlI-komplex kialakuldsara jellemzd spektralis valtozast még 30 perc utdn sem, mig
troleandomicinnel torténd inkubaldas mar néhany (4-5) perc elteltével jelentds valtozast

cres

3. Vizsgaltdk a metabolizald enzimek aktivitdsat befolyasoldé nem-genetikai tényezdket,
melyek kozott kiillonbséget tettek a CYP szelektiv és nem CYP szelektivek kozott. Nem
vilagos, hogy pontosan min alapul a megkiilonboztetés. Az amoxicillin-klavulansav
kombindcié mi alapjan keriilt a nem CYP szelektiv befolydsolo faktorok kézé (a vizsgalt
izoenzimek koziil csupan kettd esetében csokkentette az expressziot).

CYP-szelektiv fenokonverzids tényezonek tekintettiik 1) a CYP indukcidhoz ¢és 2) a CYP
enzimaktivitds gatlasahoz vezetd hatasokat. A CYP indukcié altaldban xenobiotikumok
(gybgyszerhatdanyagok, taplalékkomponensek, kornyezeti kemikaldk) hatasara kovetkezik be,
amely az esetek tobbségében receptor-medialt folyamat és a CYP gén transzkripcid, valamint
az enzimaktivitds fokozddasahoz vezet. Masrészt a CYP enzimaktivitist a
gyogyszerhatdanyagok kozvetleniil kétddve az enzimfehérjéhez gatolhatjak, amely az aktivitas
csokkenésével jar.

Nem CYP-szelektiv tényezonek tekintettiik azokat az anyagokat (amoxicillint+klavulansav,
kronikus alkohol bevitel a méjszovet donor klinikai torténetében az agyhaldl beélltakor),
amelyek nem kozvetleniil a CYP génekre vagy az enzimfehérjére fejtik ki hatasukat, hanem
példaul a mdj karosodasat idézhetik eld. Az amoxillin és a klavulansav kozvetlen CYP
enzimaktivitast befolydsold hatdsat huméan maj mikroszéma preparatumon kordbban jomagam
is vizsgaltam, azonban semmilyen aktivitas csokkenést nem sikeriilt elérni sem kiilon-kiilon,
sem kombinacioban alkalmazva a két hatéanyagot (nem publikalt eredmény). A majkérositd
faktorok nem kizarolag a CYP enzimek vagy egyes CYP izoenzimek expresszigjat, aktivitasat
befolyasoljak, hanem altalanosan a ma4j allapotanak megvaltozasaval szdmos patofiziologiai
folyamatot inditanak el, amely tobbek kozott besziikiilt majfunkciohoz, igy csokkent
gyogyszermetabolizmushoz vezethet. Az amoxicillin-klavulansav  kombinacié okozta
majkarosodds patomechanizmusa maig feltaratlan, egyeldre nincs magyardzat a toxicitas
késleltetett megjelenésére (a latencia id6 atlagosan 20-30 nap), sem az egyéni érzékenységre
(tiinetmentes allapot, enyhe méjfunkci6é romlas vagy akut majelégtelenség is eléfordulhat). A
kronikus alkohol bevitel okozta patofiziologiai folyamatok jol ismertek, azonban semmiképp
sem tekinthet0k CYP-specifikus hatdsoknak. Az értekezésben a human mdj mikroszéma panel
CYP aktivitasait bemutatdé 17. dbran az amoxicillintklavulansav kezelés jellemzden gyenge
vagy intermedier metabolizalo fenotipushoz kapcsolodott fiiggetleniil attol, hogy melyik CYP
aktivitast tekintettiik. A multivariancia analizisen kiviil a nem CYP-specifikus faktorok
eléfordulasi gyakorisagat is vizsgéaltuk a gyenge/intermedier €s a normal/ultra-gyors
metabolizald fenotipusi mdjszovet mintdknal, utdlagosan az amoxicillin+tklavulansav
kezelésre kiilon is elvégeztem a statisztikai értékelést Fisher teszttel (3. tadbldzat), amely
megerdsitette, hogy az amoxicillintklavulansav kezelés inkabb a gyenge €s intermedier CYP
fenotipusu majszovet mintak hattér informacioi kézott fordult eld és csak elvétve a normal €s
ultragyors metabolizaloknal. Meg kell jegyezni, hogy a CYP2D6-ndl a szignifikans eltérés
kritériuma a P<0,05 nem teljesiilt az alacsony amoxicillintklavulansav eléfordulas miatt.



3. tablazat: A CYP aktivitast befolyasoldo amoxicillintklavulansav kezelés eldfordulési
gyakorisaga majszovet donoroknal

CYP aktivitas PM-IM vagy EM-UM vagy P (Fisher teszt)
PM-alacsony IM* magas IM-EM*

CYP1A2 7/73 0/68 0,0138

CYP2B6 8/53 1/52 0,0313

CYP2C9 6/75 0/70 0,0286

CYP2C19 8/69 1/68 0,0331

CYP2D6 4/67 0/65 0,1195

*PM gyenge, IM intermedier, EM normal, UM ultragyors metabolizal6 fenotipus

4. Nagyon érdekes az egyes CYP enzimek aktivitdsa és a leukocytakban mérhetd6 mRNS
expressziojuk sszefliggésének vizsgalata. Négy izoenzim (CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19
¢s CYP3A4) esetében talaltak jo korrelaciot, ha a korrelacids analizisbdl kizartak a genotipus
alapjan gyenge metabolizdlonak mindsitett betegeket. Mi allhat a CYP2D6 esetében a
majszovet és a leukocyta CYP izoenzim mRNS expresszioja kozotti eltérés hatterében? A
leukocyta CYP mRNS expresszio valtozadsaban mely fenokonverziot eredményez6 faktorok
hatdsa jelenhet meg? Szadmos elénye mellett mennyire okozhat problémat, hogy az
enzimgatlo hatés jelenlétét feltehetdleg nem jelzi?

A CYP enzimek eltérd szoveti megjelenésérdl boséges irodalmi adattal rendelkeziink, egy
attekint0 abran foglaltam 0ssze az ismereteket (2. abra).
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2. ébra: A xenobiotikumok metabolizmusat katalizald leglényegesebb CYP enzimek szoveti
expresszioja (Raunio 1999; Hukkanen 2002, Baron 2008, Shimada 1996, Guengerich 2015,
He 2015)

A CYP2D6 gén transzkripcidjat, ellentétben més, a gyogyszer-metabolizmusban szerepet jatszo
CYP enzimmel, kémiai anyagok nem befolydsoljak, azaz a jelenlegi ismereteink szerint
gyogyszer vagy egyéb testidegen anyag hatdsra a CYP2D6 expresszid nem indukélodik. A
CYP2D6 konstitutiv expresszidjat ugyanakkor szamos transzkripcids faktor szabalyozza. A
maj-specifikus HNF4a (hepatocita nuklearis faktor 4a) a CYP2D6 expresszié meghatarozo



regulatora a majban, amely azonban hianyzik més szovetekben. A CYP2D6 eltéro kifejezodését
figyelték meg az agyban, ahol is a lokalis CYP2D6 metabolizmus szdmos pszichoaktiv
hatdéanyag hatékonysagat modosithatja (pl. kodein). Hatterében tobb mechanizmus is allhat,
amely egyes transzkripcidés faktorok, nuklearis receptorok eltéré szoveti expresszidjara
vezethetd vissza [pl. cAMP-response element-binding protein 1 (CRE-BP1), peroxisome
proliferator-activated receptor y (PPARY)] (Turman et al. Expert Opin Drug Metab Toxicol
2006, Zhang et al Neurosci 2018). Egy tavaly megjelent kdzleményben leirtdk, hogy egereknél
az agy Cyp2d aktivitdsa hormonalis hatisra (Osztradiol, progeszteron) megvaltozik, és a
ciklikusan valtozo hormonszintek folyamatosan valtozé Cyp2d metabolizmust eredményeznek
(Arguelles et al. Biochem Pharmacol 2022). A leukocitdkban tapasztalt eltérd6 CYP2D6
expressziot is magyarazhatjuk szovetspecifikus regulacioval, ahogy azt a hepatikus €s az agyi
expresszio esetén leirtdk, azonban a leukocita CYP2D6 expresszi6 ilyen tipust szabalyzasara
vonatkoz6 konkrét ismeretet az irodalomban nem talaltam.

A CYP fenokonverzioval kapcsolatban meg kell még emliteni a megbetegedések, fertézések,
gyulladéssal és citokin felszabaduldssal jar6 korképek soran jelentkezé CYP expresszid
valtozasokat. Szamos citokinrdl ismert [interleukin 1 (IL-1), IL-6, tumornekroézis faktor o
(TNF a)], hogy csokkenti nemcsak a CYP enzimek expresszidjat, de a traszporterekét is
(Christensen et al, Front Pharmacol 2012, Stanke-Lebesque et al. Pharmacol Therap 2020).
Példaul HIV-fertézott betegek CYP2D6 aktivitdsa 90%-al volt alacsonyabb hasonlé kora
egészségesekhez képest (Jones et al. Eur J Clin Pharmacol 2010). Daganatos megbetegedések
esetén is figyeltek meg CYP aktivitas és expresszid csokkenést (Williams et al. Br J Clin
Pharmacol 2000, Helsby et al. Br J Cancer 2008), amelyet tobbek kozott citokinek
expressziojaval magyaraztak (Stipp et al. Cancer Chemother Pharmacol 2021). Az epilepszias
rohamot kovetden lecsokkend CYP2C9 expressziot magunk is a felszabadulo IL-1 és IL-6-ra
vezettiik vissza (Toth et al. Pers Med 2015). Veseelégtelenségben szenvedd betegeken végzett
sajat vizsgalataink a CYP expresszid visszaszoruldsat mutattak ki, amelyet az urémias toxinok
vérben valo felszaporodasaval magyaraztunk (Déri et al Pharmacol Rep 2020). Ezek a példak
azt mutatjak, hogy a megbetegedések okozta CYP expresszi6 valtozasok a genotipus alapjan
becstilhetd gyogyszermetabolizald képesség dtmeneti csokkenését eredményezhetik, amellyel
szamolni kell és amely a leukocita CYP expresszi6 alapjan becsiilhetd (kivéve a CYP2D6 és
CYP2B6 enzimeket).

Amit viszont nem tudunk becsiilni, az a CYP enzimgatld hatas. A periférids leukocitakbol
végzett CYPtest™ vizsgalatok sordan a CYP genetikai polimorfizmusok és a CYP expresszio
alapjan kovetkeztetiink a maj CYP aktivitdsdra. Azonban a CYP enzimfehérje milkddeését
kozvetleniil befolyasold gatloszerek hatdsat a vizsgalat nem jelzi, ami hatranynak tekinthetd.
Bar az altalanos CYP genotipus alapu fenotipus becsléshez képest mindenképp plussz
informacioval szolgal a CYP expresszido meghatarozasa. Ugyanakkor a gyakorlatban a betegek
teljes gyogyszer palettajat attekintjiik €s az ismert CYP gétloszerek okozta varhatd aktivitas
csokkenésre felhivjuk a kezeldorvos kollégéak figyelmét.
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