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2. Bevezetés

2.1. A gyégyszerekre adott valasz egyéni és etnikai kiilonbségei

A szervezetiinkbe kerlil6 tapanyagokhoz hasonléan a gyogyszerek is
biotranszformacio utjan kertilnek feldolgozasra, amelynek hatékonysaga és sebessége egyéni
eltéréseket mutat. A gydgyszer targetek (pl. enzimek, receptorok) szintjén is egyéni
kiilonbségeket figyeltek meg a hatdéanyagra adott reakciojukban, ami ezek metabolizmusa, a
kezelésre adott valasz, valamint az esetleges nem kivant mellékhatasok kialakuldsa
szempontjabol egyarant dontd jelentOségli. Az egyéni kiillonbségek hatterében allo azon
genetikai varidnsok vizsgalata, amelyek a szervezet gyogyszerekre adott reakcidjat
modosithatja, a pharmakogenetika targyat képezi. A folyamatban részt vevo gének egyiittes
hatasanak megallapitasa a pharmakogenomika, azaz az egyéni DNS profil pharmakogenetikai
modszerekkel valo feltardsa, ¢és az eredmények alapjan a kiilonféle gyodgyszerek
alkalmazasakor varhat6 egyéni reakciok predikcidja.

A gybgyszeres terapidk tobbségében a megfeleld reakcié aranya a kezelt betegek
korében 25% és 75% kozé tehetd. Példaként az ACE gatlok és a béta blokkolok emlithetok:
ebben a gyogyszer csoportban a magas vérnyomassal kiizd6k mintegy 70%-anal vagy csupan
részleges terapids hatds tapasztalhatd, vagy pedig hatastalan a kezelés. Az ilyen betegek
esetében, akiknél a terdpia nem éri el a kivant célt, magasabb lehet a nem kivant
mellékhatasok el6fordulasanak aranya. Sok olyan gydgyszer van forgalomban, amelyek
lehetséges mellékhatasai kozt stilyos klinikai kdvetkezményekkel jaro is ismert. Az Egyesiilt
Allamokban alkalmazott kb. 1200 gyégyszer mintegy 15%-4nal a stlyos, nem kivant
mellékhatdsok incidencidja jelentds. Egy gyakran idézett tanulmany szerint, amely az 1990-es
évek kozepén késziilt, az USA-ban évente kozel 2 millid6 ember szorul kérhazi ellatasra a
gyogyszeres terapia kovetkeztében fellépd adverz reakciok miatt, €s mintegy 100 000 a
halalos kimenetelli esetek szdma, annak ellenére, hogy mind az alkalmazott gyogyszer, mind
a felirt dozis megfeleld. Az Europaban és Ausztralidban elvégzett hasonld vizsgalat érdemben
azonos eredményre jutott. A gyogyszerek hatasossaganak és biztonsadgos alkalmazasanak
szempontjabol nagy jelent0ségli tehat a kezelésre adott varhaté egyéni reakcid megitélése a
hattérben all6 genetikai profil meghatdrozasa alapjan.

A pharmakogenetikai teszt ma mar szamos olyan varians esetében rendelkezésre all,
amelyek megléte esetén a hordozdkban stlyos, nem kivant mellékhatasok kialakulasara lehet
szamitani. Ennek egyik példaja a tiopurin-metil-transzferaz (TPMT): az enzim a tiopurin

szarmazékok (pl. 6-merkaptopurin, azatioprin) lebontasaban jatszik szerepet, amelyeket
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gyakran hasznalnak akut lymphoid leukémia kezelése soran, valamint szervatiiltetéskor a
kilokddés megeldzésére. Az enzimet kddold TPMT gén egyik mutacidja csokkent enzim
aktivitast okoz. Eurdépaban 300 személy koziil egy homozigota formaban hordozza ezt a
mutaciot, az 6 esetilkben a tiopurin tartalmt készitmény alkalmazasa sulyos, életveszélyes
csontveld szupressziot okoz, a genotipizalas tehat a terapia megkezdése eldtt mindenképpen
sziikséges.

A gyogyszer hatdsossagat befolyasold genetikai varidnsokra sok példat lehetne
felsorolni. A teljesség igénye nélkiil, csupan példaként emlitek néhanyat ezek koziil: 1.
Antihipertenziv kezelést befolyasol6 variansokat ismeriink az I-es és Il-es tipusu angiotenzin
receptorok génjeiben, vagy az angiotenzin konvertalo enzim (ACE) génben is. Ez utobbi
tartalmaz egy 190 bazispar méretii szekvenciat, amely jelenlétében | allélrol, hianyaban D
allélrol beszélink. A D/D homozigota személyek sokkal erdteljesebben reagalnak az ACE
inhibitorokra. 2. A B-adrenerg receptor alegységeit kddold gének (pl. ADRB2) variansai
szintén befolyasoljak az antihipertenziv B-blokkolokra adott vélaszt. 3. Egy joval régebben
ismert példa a gliikoz-6-foszfat-dehidrogenaz (G6PD) defektusa, amely a primakvin nevi,
malaria kezelésben haszndlt gyogyszerrel szembeni tulzott érzékenységet, ezaltal akut
hemolitikus anémiat okoz, és vilagszerte 200 milli6 embert érint. 4. A tuberkuldzis terdpiaban
hasznalt izoniazid lebontasat az N-acetil-transzferaz 2 (NAT2) gén egyik allélja befolyasolja,
a homozigotdk a hatdanyag lassu inaktivacidja miatt mellékhatdsok kialakulasara
szamithatnak. Az eurdpai ¢€s afrikai eredetli populacidk fele érintett, a kelet-dzsiaiak korében
a homozigotak aranya alacsonyabb. 5. Az anesztézidban elterjedt, dtmeneti izombénulast
okozo szukcinilkolin hatasa jellemzéen néhany perc utan megsziinik, mivel a plazmaban
kering6 butiril-kolinészteraz lebontja. Az enzimet kodold gén néhany allélja csokkent enzim
aktivitdst okoz, homozigota és compound heterozigbta személyekben emiatt elhuzodod
1égzésbénulasra, orakig tartd gépi 1élegeztetésre kell szamitani.

A fenti példak olyan varidnsokat mutattak be, amelyek hatdsa mindaddig észrevétlen
marad, amig az érintett a kérdéses hatdanyaggal egy kezelés soran nem talalkozik. Hasonlo
variansok azonban olyan enzimek génjeiben is megtaldlhatoak, amelyek tobb gyogyszer
metabolizmusaban is szerepet jatszanak. A citokrom P450 (CYP) enzimcsalad génjeiben
(pl. CYP2D6, CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19) el6forduldo variansok azért kiemelkedd
jelentéségliek, mert a gyogyszerek 25%-anak atalakuldsdban érintettek. A disszertdcioban
bemutatott vizsgalatok is ezen enzimcsalad harom tagjdhoz kapcsolodnak.

Régota ismert tény, hogy egyes betegségek el6fordulasa a kiilonb6zé rasszokhoz

(afrikai, azsiai, eurdpai, nativ amerikai és csendes-Ocedni) tartozd csoportokban eltérd
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gyakorisagot mutat (pl. prosztata karcinéma - incidenciaja az afrikai amerikai férfiak korében
kétszerese az eurdpai amerikai férfiak korében tapasztaltnak-, magas vérnyomas, 2-es tipusu
diabétesz). A genetikai varidnsok szerepe a betegségekre vald hajlam és a gyogyszerekre
adott reakciok meghatarozasaban maga utan vonja annak igényét is, hogy az egyes variansok

gyakorisagat a kiilonb6z6 populaciokra vonatkozoan is megallapitsuk.

2.2. A tamoxifen szerepe az emlérak hormonkezelésében

Torténelmi attekintés

Napjainkban Magyarorszagon 7500 0j emlérakos beteget regisztralnak, és 2300 beteg
évente meghal a betegség kovetkeztében. A nék leggyakoribb daganatos megbetegedését mar
1.6.1600-ban az okori Egyiptomban is ismerték, és azt is leirtak, hogy ,,Az eml6 levaghato, de
nem gyogyithatd a betegség”. Sajnos évszazadokon keresztlil nem sikeriilt az amputacion
kiviil egyéb kezelési lehetdséget felmutatni. A XVII-XIX. szdzadban viszont hatalmas
Iépésekben fejlodott a sebészet, ezen beliil az emldrdk sebészet is, pl. a nyirokcsomok
eltavolitasaval.

Ebben a folyamatban kiilon mérfoldkének szamit, amikor Beatson 1895-ben miitétileg
eltavolitotta egy 33 éves emldrakos ndbeteg petefészkét és ezzel akkor csodanak beillé modon
42 honapig tartd javulast ért el [1]. Ez a tapasztalati tény nagyban hozzajarult ahhoz, hogy az
elvart pozitiv eredmények miatt szamos endokrin kezelést probaltak ki. Tették ezt ugy, hogy
ekkor még azt sem tudta senki, hogy mi az a hormon. Ezt csak késébb sikeriilt definialni [2].
A kezdeti drasztikus beavatkozasokat és az erdsen toxikus kezeléseket (nagy dozisu
Osztrogén, adrenalectomia, hypophysectomia, androgének, stb.) idével igyekeztek a beteg
altalanos egészségi allapotat kevésbé rombolo kezelésekre valtani, hogy az elvart pozitiv
terdpias hatas mellett a legkevesebb problémat okozza a kezelés maga. Igy csak a legkevésbé
toxikus kezelések maradtak meg Ugy az el6rehaladott emldrdkban, mint az adjuvans
kezelésben, valamint a prevencioban (kardiovaszkularis hatas, csontokra-, uterusra gyakorolt
hatas, sth.) Az eml6rak kezelésével kapcsolatban fontossa valt, mivel a betegek 75%-a 50 év
feletti, hogy lehetdleg ne legyenek az idds ndbetegeket terheld problémak. Olyan terdpiat
kellett keresni, amelyik megfeleld tumor ellenes hatast, de nem fokozza a menopauzalis
problémakat. A hormon receptorok felfedezése, és a trifeniletilénre hasonlito anyagok

aktivitasanak felismerése is az 1940-es évekre vezethetd vissza [3, 4].



A leghatasosabb, nem szteroid Osztrogént, a dietil-stilbosztrolt Sir Charles Dodds
fedezte fel az 1930-as évek végén. Szerkezeti analogjai, a trifeniletilénck, késébb hosszu
hatasu 0sztogéneknek bizonyultak. A kutatasnak 0j lendiiletet adott a II. vilaghabortiban a
mustargdz kifejlesztése és alkalmazdsa, a mustarnitrogén hatasanak, alkilalé szereknek,
antimetabolitoknak a kutatdsa. Ez id6 t4jt paradox modon éppen ezeket adtak nagy dozisban
az emlorak kezelésére [3].

Az ebbe a csoportba tartozé tamoxifen ugyanolyan aktiv volt (csak nem annyira
toxikus), mint az Osztrogének ¢és az androgének, ezért elébb az elérehaladott emlérak
kezelésében, majd az emldrdk adjuvans kezelésében és a prevencidban is eldtérbe keriilt. A
tamoxifen (TAM) tovabbfejlesztése két titon lehetséges: kémiailag meg lehet valtoztatni a
trifeniletilén gytirlis szerkezetét és 0j, nem szteroid gyiiriis szerkezeteket [(pl. benzotiafenek
kell tervezni (toremifen, droloxifen, raloxifen, idoxifen)], vagy az Osztrogén szteranvazas,
novekedésgatld analdgjait kell 1étrehozni. A nem szteroid ¢€s szteroid tipust antidsztrogének
mind hatasmechanizmusukban, mind mellékhatasaikban kiilonboznek.

1958-ban Lerner és munkatarsai eldallitottak a MER 25-6t, az els§ nem szteroid
antidsztrogént (etamoxi-trifetolt), ezutan az antidsztrogének felé fordult a figyelem. Az
elképzelésiik az volt, hogy az antidsztrogének hasznalatosak lehetnek a nédgyogyaszatban és
az emldrdk kezelésében is. Azt azonban a kutatok sem gondoltdk, hogy egy antidsztrogén
meggatolja a terhesség kialakuldsat. A vizsgalatok gyenge tumor ellenes hatast, és sok
mellékhatast igazoltak. Ezt kdvette az Osztrogénszeri trifeniletilén analdgja, a klomifen, ami
erésebb hatastnak bizonyult, ezért ezzel mar klinikai vizsgalatokat inditottak. Erdekes, hogy a
klomifen nemhogy gatolta volna a terhességet, ezzel szemben ovulaciot indukalt. A molekula
transz-izomerje antidsztrogén, cisz-izomerje 0sztrogén, ennek a keverékét hasznaljak hosszi
tavl toxicitasa miatt rovid idejli kezelésre, mint ahogy a nafoxidint is. Ebben a korszakban a
fogamzasgatlas €s az antidsztrogének kutatasa szorosan Osszefiiggott. Ekkor mar tudték, hogy
a petefészek miikddése Osszefligg a reproduktiv folyamatokkal, csak még azt nem, hogy
hogyan. Ezt sikeriilt 1962-ben Elwood Jensennek és Herb Jacobsonnak radioaktiv sztradiol
alkalmazaséval kideritenie. A radioaktiv Osztradiolt éretlen ndstény patkanyoknak adtak be és
vizsgaltak, hogy hova keriilt az 6sztradiol. A fiatal patkdnyok esetében az uterusban és a
vagindban, az Osztrogén célszoveteiben dusult fel a radioaktivitds. Arra a kovetkeztetésre
jutottak, hogy ezeknek a szerveknek a szoveteiben olyan receptoroknak kell lenniiik, amelyek
visszatartjak, megkotik az 6sztrogént. A kutatasok eredményeként az Gsztrogén receptor (ER)

proteint 1966-ban izolaltak patkany uterusbol.



Jensen ugy gondolta, hogy ahogyan az uterusban az Osztrogén az Osztrogén
receptorokon keresztiil szabalyozza az Gsztrogénhatast, ugyanilyen médon hatva befolyasolja
az emlbérak novekedését is. Mivel voltak esetek, amikor talalt receptorokat emldrakos
szovetekben, volt, amikor nem, azt jésolta, hogy a receptor hidnyos tumorban szenvedd
betegek nem fognak reagalni az endokrin beavatkozasokra [5].

A 60-as években a kémiai kutatas lendiiletében szamos trifeniletilén-analdgot
szintetizaltak. Az attorés akkor kovetkezett be, amikor Harper és Walpole felfedezte, hogy az
egyik 0j trifeniletilén az ICI 46474 transz-izomerje antidsztrogén, mig a cisz-izomerje
Osztogén hatasu [6].

1967-ben, amikor megjelent dr. Arthure Walpole dolgozata az 0j antiosztogénrdl, az
ICl 46474-r61, a késobbi tamoxifenrdl (a tiszta transz izomer Nolvadex néven Kkeriilt
forgalomba) Jordan doktor Cheshireben éppen a receptorok izolalasaval, majd az
antidsztrogének struktarajaval foglalkozott. Ekkor mar tudtdk a patkany kisérletekbdl, hogy a
tamoxifen hatdsos postcoitalis fogamzasgatlo, és felmeriilt az alkalmazasa emldérdkban is.
Sajnos ekkor még az antidsztrogének kutatasat sokan nem tartottak fontosnak. 1972-t6l
Massachusettsbe keriilt, ahol Michael Harperrel és Dr. Elwood V. Jensennel és Lois
Trenchhel dolgozott egyiitt, aki a tamoxifen vizsgalatok klinikai koordinatoraként felismerte
Jordan anyaganak jelentGségét és elobb az ECOG-ba (Eastern Cooperative Oncology Group),
majd az NSABP (National Surgical Adjuvant Breast and Bowel Project) munkaba javasolta a
tamoxifent. Bar a prevencio témajardl is elhangzott 1974-ben eldadas, de még alig jelentek
meg kozlemények, ennek ellenére 1973-ban Nagy-Brittanniaban, és 1978-ban az Amerikai
Egyesiilt Allamokban is elkezdték elérehaladott emlérakban alkalmazni és megkezdédott a
hosszl idejii (t6bb mint egy év) adjuvans kezelés vizsgalata is.

Az eredmény nem maradt el. A National Cancer Institute 1974-es iilése 1j korszakot
nyitott a rakgydgyaszatban: elhangzott a receptorok prognosztikai jelentdségének ismertetése,
a receptorok és az endokrin kezelésre adott valasz Osszefliggésének bizonyitasa [7]. Az ER-
pozitiv betegnek 60% az esélye, hogy reagéljon a kezelésre, mig az ER-negativ betegnek csak
10%.



A tamoxifen klinikai fejlesztése

El6szor Nagy-Britanniaban, 1973-ban a CSM (Committee on the Safety of
Medicines), majd az Amerikai Egyesiilt Allamokban, 1979-ben az amerikai Elelmiszer- és
Gyogyszerbiztonsagi Hivatal (Food and Drug Administration, FDA) kiadta az engedélyt a
tamoxifen alkalmazasara emldrakban.

Lippman irta le elészor az emberi MCF-7 (ER-pozitiv) emlérakos sejtekre kifejtett
gatlo hatasat [8]. Kortilbelill egy évtizeddel késébb, egymastol fliggetleniil Osborne (San
Antonio) és Sutherland (Ausztralia) észlelték, hogy a tamoxifen blokkolja az emléraksejteket
a Gl fazisban. Mig a DMBA-val (7,12-Dimetilbenz(a)antracén) indukalt patkany emlérak
esetén az egyhonapos tamoxifen adagolds csak késleltette a tumorok megjelenését, a
hathonapos adagolas viszont 90%-ban gatolta az allatok megbetegedését [9, 10]. A tamoxifen
abbahagyasakor a tumorok megjelentek, tehat a szer tumor statikus hatasa [11]. Mivel a
tamoxifen minden metabolitja antiésztrogén hatast, mindegyik szerepet jatszik az
antitumoros hatasban (N-dezmetil-tamoxifen, 4-hidroxi-tamoxifen, metabolit-Y, metabolit-Z,
4-hidroxi-N-dezmetil-tamoxifen). Az N-dezmetil-tamoxifen az alapvetd metabolit, a
vérplazmaban 2:1 aranyban talalhaté a tamoxifenhez képest (félélet tartam; 14 nap vs. 7 nap).

Indulaskor egy éves adagolast javasoltak adjuvans céllal, mert azt gondoltak, hogy az
ER-negativ tumorok ennyi id§ alatt recidivalnak és alkalom lesz mas palliativ modszert
bevezetni a tovabbi kezelésre. Késobb aztdn folytak vizsgalatok évekig tartd adjuvans
kemoterapias kezelésekkel is, aminek az eredményeként kidertiilt, hogy ez nem befolyésolja
kedvezden a tulélést, a megfelelden hatékony hat honapos kezelés is elegendd. Fontos viszont,
hogy a hosszl (kett6t6l 6t évig tartd) tamoxifen kezelés sem jart toxikus-, vagy metabolikus
mellékhatassal, ezért a hosszi adjuvans tamoxifen kezelést ajanlottdk nyirokcsomo-pozitiv
esetekben [12]. Késébb aztan tobb multicentrikus vizsgalat soran bizonyitottak a hosszabb

tamoxifen adagolas el6nyeit [13].

Hatasmechanizmus

Onkologiai  szerepe a hormonok koziil elsfsorban az  Osztrogéneknek,
progesztogéneknek és az androgéneknek van. A szervezetben mindegyik eldallitdsdhoz
koleszterin kell: ebbdl eldszor progeszteron lesz, majd a progeszteronbdl tesztoszteron, €s
végiil aromatazok segitségével késziil az 6sztradiol. Hatasukat receptorokon keresztiil képesek

kifejteni, a megfeleld receptorokhoz ligandként kapcsolodnak.



A tamoxifen - mint nem szteroid antiésztrogén - hatasa a szervekben, szovetekben
markansan eltér6: az emld ¢és az agy szoveteiben antagonista, mig a csont, maj,
kardiovaszkularis rendszer szoveteiben agonista hatasu, ugyanakkor az uterus esetében kevert
hatasrol beszélhetiink. Ezért a tamoxifent szelektiv 6sztrogén receptor modulatornak (SERM)
tekintik. Osztrogén antagonista és agonista is egyszerre, mivel az dsztrogénnel versenyezve
kotédik az Osztrogén receptorokhoz. Osztrogéntartalmi kdrnyezetben a receptorokhoz
kotddve gatolja az emlérak sejtek novekedését. Ugyanakkor alacsony 0sztrogénkoncentracio

A sejtosztodasra gyakorolt hatasat a sejtmembranon atjutva a nukleolusz ER-dhoz
kotédve fejti ki. Az Gsztradiol a receptorhoz kdtédve receptor-ligand komplexet képez, ami
konformécios valtozason megy at, a receptor fehérjék az Osztradiolt korbeveszik, majd a
hormon-receptor komplex dimerizalédik. Ez a struktira egyéb koaktivator fehérjékkel
transzkripcids komplexet képez, ami felnyitja a DNS-t lehetové téve annak masolasat, ezzel
elinditva a sejtosztddast. Az emldrak kialakuldsakor ez a folyamat a felelds a sejtek burjanzo
osztodasdért. A tamoxifen Ugy hat, hogy az ER-hez kotddve meggitolja azokat az
atalakuldsokat a receptor molekula struktirdjaban, aminek az eredményeként az Gsztradiolt
nem tudja ligandként kétve fehérjébe burkolni, mert beékelédik a receptorba. igy a DNS
masolashoz elengedhetetlen koaktivator fehérjék sem tudnak kapcsolddni a hormon-receptor

komplexéhez, igy blokkolt a sejtosztodas folyamata [14, 15].

A tamoxifen klinikai alkalmazasa napjainkban

Az emldrak a leggyakoribb daganatos megbetegedés a ndknél vilagszerte, évente
mintegy 1,4 millio eset fordul eld. Jelenlegi adataink szerint a fejlett tarsadalmakban minden
nyolcadik nénél varhat6 az emlorak kialakulasa. A megbetegedések szamanak eléfordulasa az
1990-es évekig emelkedd tendenciat mutatott, de mara stabilizalédni latszik. A betegség
elofordulasa az életkor eldrehaladtaval novekedést mutat. Az emlorak 45%-a 65 év felett,
tobb mint 80% 50 év felett alakul ki. A megbetegedések szama 40 éves kortol fokozatosan
emelkedik, majd 65 éves kornal éri el a legmagasabb szamot, innen csokkend tendenciat
mutat. Hetven éves kor felett az el6fordulas novekedése megall [16].

A férfiaknal el6forduld emlérak ritka betegségnek szamit (minden 100. ndi
emlddaganatra jut 1 férfi emlédaganat), mindosszesen a férfi daganatok 1%-at adja. A férfi

emlédaganat leggyakrabban 65 éves kor felett alakul ki. A betegség eléforduldsanak
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valoszinlisége a kor elorehaladtaval fokozatosan emelkedik. Kockazati tényezoként
szerepelnek a reprodukcids faktorok is. A kockazatot emeli a korai menarche, késoi
menopauza, a posztmenopauzaban alkalmazott hormonpétld terapia (ezen ndk esetében
60%-kal n6 a betegség eldfordulasanak kockazata), obesitas, magas zsirbevitel. Csokkenti a
betegség kialakulasanak rizikojat a graviditas, a szoptatas, a fiatal korban torténd sziilés,
rendszeres fizikai aktivitas.

Ordkletes tényezok is szerepet jatszanak az emlédaganat kialakuldsaban (BRCAL és
BRCA2 gének), bar ez a szdm az Osszes megbetegedéshez képest alacsony. Ezeknek a
géneknek a muticidja 45-65%-os valoszinliséggel okoz emldérdkot 70 éves kor eldtt, ez a
mutacié kb. 0,2%-ban fordul el a populacidban. Osszességében 450 nébdl 1 hordozza ezt a
gént, mely minddssze az emlérakok 2%-aért, de az 6roklott emlorakok 20%-aért felelds [16].

A mar kialakult emlddaganatok kezelésének négy alappillérét a kovetkezdkben
hatarozhatjuk meg (multimodalis terapia): a sebészeti ellatas, kemoterapias kezelések, melyek
kiegésziilnek a célzott bioldgiai terdpidval, a sugarterdpias kezelés, végiil, de nem utolsd
sorban a hormonkezelés. Minden beteg esetében a kezelési terv létrehozésakor tobb
szempontot is figyelembe kell venni. Elsésorban a daganat szovettani tipusat, annak
prognosztikai (a diagnézis idépontjaban meghatarozott paraméter, amely kapcsolatba hozhatd
a betegségmentes vagy abszolut taléléssel szisztémas-adjuvans kezelés nélkiil) és prediktiv
faktorait (barmely mért adat, amely kapcsolatban van a terdpiara adott valasszal vagy a valasz
hianyaval), melyek kovetkeztetni engednek a daganat biologiai viselkedésére, illetve a
varhato gyogyszerérzékenységre. Elengedhetetlen a diagndzis felallitasakor a részletes
kivizsgalas, annak érdekében, hogy meg tudjuk allapitani a daganat kiterjedését (TNM status).
A daganat kiterjedtsége szempontjabol beszélhetiink korai-, illetve lokalisan kiterjedt, vagy
metasztatikus emlddaganatrol. A kezelési terv meghatarozasat befolyasolja még a beteg kisérd
betegségei, altalanos allapota (ECOG status), menopauzalis statusza.

Az emlddaganatok vonatkozasaban kiilonb6z6 célzattal adhatjuk a kezeléseket. Korai
emldrak miitét utani adjuvans kezeléseként, lokalisan elérehaladott emlédaganat neoadjuvans
kezeléseként, vagy metasztatikus, elérehaladt emlddaganat palliativ kezeléseként.

Korai emlddaganat adjuvans szisztémas kezelésének célja a diagnézis idején fennallo
mikrometasztazisok elimindlasa a szervezetbdl, ennek kovetkeztében csokkenthetd a helyi
kiajulasok kockazata, megelézhetd a tavoli attétek kialakulasa és javithatod a betegek tulélése.
Az adjuvans kezelés soran kemoterapiat, hormonterapiat ¢s HER2-receptor gatlo terapiat,
illetve ezek kombinacidjat alkalmazzak elére meghatarozott sorrendben. Az EBCTCG (Early

Breast Cancer Trialists’ Collaborative Group) altal publikalt attekintd analizisek eredményei
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azt mutatjak, hogy a recidivak és a haldlozasok aranya egyértelmiien csokkenhetd az adjuvans
szisztémas kezeléssel.

A szakmai irdnyelvek szerint kiilonb6zé kezelési modalitaisok meghatarozott
sorrendben kovetik egymast, bar ez valtozhat is, ha ezt barmi inokolja. Az adjuvans
szisztémas kemoterapiat a sugarkezelés koveti. A kemoterapidt a mutét utan legkésobb 8
héten beliil kezdjikk el, bar ma mar léteznek megenged6bb vélemények is, melyek a 3
hoénapon beliili kezdést is lehetdségként kezelik. A hormon érzékeny emlddaganatok esetén
amennyiben kemoterapia sziikséges, gy az endokrin terdpia a kemoterapia befejezése utan
kezdddik, de az sugarterapidval egylitt alkalmazhat6. Az endokrin terdpiat a daganat
szovettanaban leirt 6sztrogén receptor (ER), progeszteron receptor (PR) pozitivitas hatarozza
meg. Hormon érzékenységet az ER, PR legalabb 10%-o0s expresszidja jelent, ugyanakkor
bizonyos nemzetkozi ajanlasok mar az 1%-os pozitivitast is elfogadjak és javasoljak a
hormonkezelést. Voltak olyan analizisek, melyek azt probaltdk kidomboritani, hogy a HER2
pozitiv emlddaganatok nem hormon érzékenyek, de ezt mas vizsgdlatok nem erdsitették meg.
M¢ég a hormon érzékeny, jO prognozisu emlddaganatok esetében is eldnyt jelent a
hormonkezelés az azonos oldali kitjulas és az ellenoldali emlérak megel6zésére [17].

A legszélesebb korben a tamoxifent vizsgaltdk adjuvans terapidban, melynek tovabbra
is alapvetd szerepe van mind a premenopauzalis, mind a posztmenopauzalis emlédaganatok
kezelésében. A tamoxifen posztoperative alkalmazéasa 5 éven keresztiil 47%-kal csokkenti a
kitjulas és 26%-kal a haldlozds kockazatat. Az 10 generacidés aromatazgatlok csekély
mértékben ugyan, de mind szignifikdnsan hatdsosabbnak bizonyultak a tamoxifennél a
relapszus mentességben. A letrozol minimalis eldnyt mutatott a tobbi aromatdzinhibitorral

szemben.

A premenopauzalis betegek endokrin kezelése

Jelenleg a vizsgélatok alapjan és a mindenkori konszenzus konferencidk alapjan a
premenopauzalis emlddaganatok kezelésének standard szere a tamoxifen. Amennyiben a
kemoterapia utan a beteg menstruacioja visszatér, Ggy luteinizalé hormon releasing hormon-
analog (LHRH-analog) adasat javasoljuk a tamoxifen kiegészitéseként 2-3 évig folyamatosan
[15]. A szakmai iranyelvek szerint a tamoxifen kezelési ideje 5 év, de a 2013-ban publikalt
ATLAS (Adjuvant Tamoxifen: Longer Against Shorter) vizsgalat eredményei azt mutatjak,
hogy az 5 éves tamoxifen kezelés helyett a meghosszabbitott 10 éves tamoxifen kezelés

elényt mutat mind a betegség kiGjulasa, mind pedig a mortalitds csokkenésének
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vonatkozasaban [18]. Elényben részesitjiik a havi adagolast LHRH-analdgot, napi 20 mg
tamoxifennel. Bar csak nem rég valt vilagossa, hogy a tamoxifen kiterjedt metabolizmuson
megy keresztiil és némely forméja farmakoldgiailag aktivabbnak bizonyult, mint maga a
tamoxifen. Ellenben a betegek kozotti jelentds kiilonbségeket tekintve kiillonbdzd a tamoxifen
farmakokinetikdja és farmakodinamikdja is, de jelenleg minden betegnél ezt a napi dozist
alkalmazzuk [17]. A vizsgalatok azt sugalljak, hogy érdemesebb lenne a dozist egyénre
szabni, genotipus, fenotipus szerint és monitorozni a gyogyszert. Az LHRH-anal6gok hatasa
reverzibilis és egyenértékii a sebészeti, vagy a sugarkezeléssel 1étrehozott ovariectomiaval. Ha
a betegnél kontraindikalt a tamoxifen terapia, abban az esetben LHRH-analogot, vagy LHRH-
analogot ¢és aromatdzinhibitort alkalmazunk, bar az aromatazinhibitorok eldnyét

premenopauzalis korai emlddaganatban nem sikertilt igazolni a tamoxifennel szemben [19].

A posztmenopauzalis betegek endokrin kezelése

Hosszu évtizedeken keresztiill a posztmenopauzalis emlddaganat standard endokrin
kezelése a tamoxifen volt. A modern aromatazinhibitorok (Al) megjelenésével ) kezelési
sémak dallnak az onkologusok rendelkezésére. A hosszi tava kovetés eredményei
megerdsitették azt a tényt, hogy a tamoxifen kezelés hatasara az endokrin kezelésre érzékeny
daganatok mind premenopauzdban, mind pedig posztmenopauzéban jelentdsen novelték a
tulélést, illetve 50%-kal csokkentették az ellenoldali emlddaganatok el6fordulasat. De miutan
megjelentek a harmadik generdcids aromatdzinhibitorok a vizsgalatok kedvezdbb hatést
mutattak mind relapszus mentességben, mind az ellenoldali emlddaganat el6fordulasa
tekintetében. Szignifikans tulélési eldnyt mutatott a szekvencialis terapia (2-3 év utdn TAM 2-
3 évig - Al 2-3 évig, vagy forditott szekvencidban) és a meghosszabbitott tamoxifen kezelés
(5 év) utan adott aromatazinhibitor terapia [20, 21].

A jelenlegi szakmai allasfoglalas szerint a posztmenopauzalis emldérak kezelési séméja
tobbféle lehet. Nem kétséges napjainkban, hogy az aromatazinhibitorok hatidsosabbak a

tamoxifennél, ezért a kezelésnek mindig tartalmaznia kell egy aromatazinhibitort [19].

A lehetséges varidciok:

1. 5 éven keresztiil aromatazinhibitor,

2. 2-3 év tamoxifen kezelés utan valtunk aromatazinhibitorra,
3. 2-3 év aromatazinhibitor utan valtunk tamoxifenre,

4. 5 év tamoxifen kezelés utan 4-5 év aromatazinhibitor meghosszabbitott kezelés.
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Neoadjuvans endokrin kezelés

A neoadjuvans szisztémas kezelést mar az 1970-es évek oOta alkalmazzék. Eredeti célja
az volt, hogy a lokalisan/regionalisan eldrehaladott emlddaganatokat miithetové tegyék,
illetve lehetéséget nyujtsanak ezen daganatok esetében az emlomegtartd mutétek
kivitelezéséhez. Az évtizedek soran Osszegyllt tapasztalatok alapjan a neoadjuvans terapia
indikacids teriilete boviilt, mely szamos elénnyel jar: csokkenhet a miitét radikalitasa, jobb
kozmetikai eredményeket érhetiink el, a szentinel nyirokcsomoé-biopsziaja segiti az axillaris
blockdisszectio elkeriilését, javul a lokalis kontroll, hamarabb elkezdédik a szisztémas
kezelés, elsddleges gyogyszeres kezelés hatdsat lemérhetjiik a primer daganaton, illetve a
nyirokcsomod-metasztazison. Ha ugy észleljiik, hogy az adott terapia nem eléggé hatasos, ugy
modunk van a terapiat lecserélni. JO terdpias vélasz esetén nem csak a mitéti radikalitds
csokkenthetd, hanem a sugarterapia radikalitdsa is. A felsorolt elénydk miatt minden olyan
esetben szoba jon a neodjuvans kezelés, amikor a diagnézis feléllitasakor egyértelmii, hogy
majd miitét utdn adjuvans kezelésre lesz sziikség. A neoadjuvédns szisztémas kezelés
egyenértékii az adjuvans kezeléssel, feltéve hogy a kezelés utan kurativ mitét torténik. A
neodajuvans terdpia lehet kemoterapia, hormonterapia €s molekularis célzott terapia, ez
utobbit csak HER2 pozitiv emlédaganatok esetén alkalmazzuk [20].

A neoadjuvans terdpias terv feldllitdsdhoz elengedhetetlen a komplex emldvizsgélat
(fizikalis vizsgalat, mammografia, emlé ultrahang), ahol felvet6dik a lokalisan elérehaladott
emlodaganat diagnozisa: T2 és/vagy N1-3, MO stadium. Ezt szovettani mintavétel koveti a
primer daganatbol, melybdl minden olyan fontos informaciét megtudunk (szovettani tipus,
grade, ER, PR, HER2, Ki67), melyekbdl kovetkeztetni tudunk a daganat varhato
gyogyszerérzékenységére. Ha a nyirokcsomo érintettsége felmertil, abbdl mintavétel javasolt
vékony vagy vastagtiivel [22].

A neoadjuvans hormonkezelésre a kemoterdpiara rezisztens emlédaganatok esetében
ER-, PR pozitiv, lassti lefolyast mutatdé daganatok, melyek altalaban i1ddsebb betegeknél
fordulnak el6, de fiatalabb betegeknél is lehetségesek [22]. Kiilondsen jol reagalnak
hormonkezelésre az invaziv lobuldris carcindmak. A hormonkezelés a hatasat joval lassabban
fejti ki, mint a kemoterapia, ezért j6 hatékonysag esetén hosszu ideig alkalmazzuk (legalabb
4-8 honap). Minél hosszabb ideig alkalmazzuk, anndl nagyobb a valdsziniisége, hogy elérjiik
patologiai komplett regressziot. Az aromatéazinhibitorok a vizsgalatok szerint jo eredményeket

produkaltak a menopauzalis emlédaganatok csoportjaban, hatékonysdguk meghaladtdk a
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tamoxifenét. Ezek koziil is a letrozol bizonyult a leghatékonyabbnak. A premenopauzalis
emldodaganatok kezelésében a valaszthato terapia az LHRH-analdégok (ovarium ablacio) mellé
adott tamoxifen vagy aromatazinhibitor. A neoadjuvéns célzattal adott hormonkezelésnél az
esetek 30-100%-aban észlelnek regressziot, és tobb mint 50%-aban teszi lehetévé az

emlOmegtartd mitétek végzését [23].

Palliativ kezelés

A metasztatikus emlddaganat kezelése altaldban nem kurativ, igy a terapia célja a
lehetd leghosszabb talélés biztositdsa, a tiinetek megjelenésének késleltetése a megfeleld
kiterjedése, a metasztazisok lokalizacidja, a daganat hormonreceptor-statusza, HER2-statusza
¢és persze a beteg altalanos allapota hatarozza meg. Az utobbi években a palliativ kezelések
terliletén is boviiltek a terdpids lehetdségek. A hormonérzékeny daganatok vérhatéan jol
reagalnak az endokrin kezelésre, ezért elsddleges szerepe lehet a hormonkezelésnek még a
metasztatikus esetekben is. Kis kockazati esetekben (hosszu betegségmentes periddus, tobb
mint 2 év, csak csontattétek, csak lagyrész attétek, tlinetmentesség vagy csak enyhe tiinetek)
valaszthaté elsd vonalbeli kezelésként a hormonkezelés. Viszcerdlis attétek esetében a
prognozis rosszabb, igy az esetek nagy részében elsOdlegesen valasztando kezelés a
kemoterapia. Rendelkezésre allnak mar olyan irodalmi adatok is, hogy bizonyos esetekben,
korlatozott szamu viszceralis attétek esetében az endokrin kezelés is megfeleld lehet. Az ER-
pozitiv, HER2-pozitiv esetekben HER2-inhibitor és endokrin terapia kombinacidja,
hormonreceptor-negativ és HER2-negativ betegeknél kemoterapia, mig HER2-pozitiv
esetekben HER2-inhibitor és kemoterapia valasztand6. Az utdbbi idében 0j nomenklatiira
sziiletett: viszceralis krizis, mely a kozeljovében bekovetkezd életet veszélyeztetd allapotot
jelent a beteg szdmara. Ebben az esetben azonnali, gyors terapids valaszt add kemoterdpias
kezelés elkezdésére van sziikség. Az endokrin kezelések jobb mellékhatas profillal birnak,
jobban toleralhatdéak, mint a kemoterapia, ezért elfogadhatdak a kis kockazatii metasztatikus
emlddaganatok kezelésében [23].

Ha a beteg az adjuvdns kezelés sordn mar részesiilt hormonkezelésben, ami a
menopauzalis betegek tobbségét illetden aromatazinhibitort jelent, akkor progresszid esetén a
kovetkezd gyodgyszerek jonnek szoba: tamoxifen, exemesztan, fulvesztran, progesztogének.

Felvetddik a kérdés, hogy az adjuvans célzattal adott aromatazinhibitorok utdn hatékony lesz-
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e a progresszido esetén adott tamoxifenkezelés? Irodalmi adatok alapjan megsziiletett
iranyelvek kimondjak, hogy mind pre-, mind posztmenopauzaban metasztatikus emlédaganat
esetén alkalmazott endokrin terapia hatékonynak bizonyul azoknal a betegeknél is, akik
adjuvans hormonkezelésben részestiltek [24, 25]. Masodvonalbeli kezelésként alkalmazhatjuk
a fulvesztrant, tamoxifen utani progresszié esetén, majd harmadvonalban exemesztant
adhatunk. A menopauzélis betegeknél nincs elegendd informacié a masodik vonalban
alkalmazott gyodgyszerek optimalis sorrendjér6l. Ha korabban nem kapott a beteg
aromatazinhibitort, kezdhetiink azzal, majd folytathatjuk az elébb felsoroltakkal.
Premenopauzaban a betegek tamoxifennel valo elokezeltségével szembesiilhetiink, ezen kiviil
az aktudlis hormondlis statusz meghatirozasa elengedhetetlen. Természetesen szdmolnunk
kell a kezelés soran fellépd hormonrezisztenciaval, mely a transzmembran tirozin-kindzok
(IGFR, EGFR-HER?2) mellett az egyéb jelatviteli utak (PIK3, AKT, TOR, MEK, MAPK)
jatszanak kozvetitd szerepet. Hormonrezisztencia esetén mTOR-gatld kezelés attorheti a
rezisztenciat, igy késleltethetjiik a kemoterdpia alkalmazdsit a megfeleld ¢életmindség

biztositasaval [24, 26].

Az endokrin kezelés mellékhatasai

Az emlddaganatok kezelésében nagyon fontos stratégiai  szereplok a
hormonkészitmények, de egyben a mellékhatasokkal is szamolni kell, melyek miatt a terapiat
esetlegesen kénytelenek vagyunk akar meg is szakitani. Igy természetesen elmarad a vart
jotékony hatas. Egyes vizsgalatok kimutattdk, hogy a betegek akar fele is abbahagyja az
adjuvans endokrin terapiat a mellékhatdsok megjelenésével. Ezért a mellékhatasokra valo
felkészités javithatja a beteg egyiittmiikodési hajlandosdgat. A premenopauzdban adott
LHRH-analogok, tamoxifen, a posztmenopauzaban adott aromat4zinhibitorok mellékhatés
profilja kiilonb6z6 ugyan, de ezen gydgyszerek haszndlata soran tapasztaljuk a menopauzalis
jellegti tiinetek megjelenését, amit valdszintileg az 6sztrogénszint csokkenése okoz. A kiviilrdl
bevitt 0sztrogén potlasa az emlédaganatok esetében nem ajanlott a kitijjulas veszélye miatt. Az
endokrin kezelés ideje alatt szamolnunk kell héhulldmok megjelenésével, atrofias vaginitisz
megjelenésével, mozgasszervi panaszokkal, aromatazinhibitor kezelés alatt megjelend
csontvesztéssel [23, 26]. Ellenben jotékony hatast gyakorol a kardiovaszkularis rendszerre és
az oszteoporozisra. Egyetlen sulyos mellékhatassal, még pedig az endometriumrakok

gyakoribb eléforduldsaval kell szdmolnunk, ezért a rendszeres ndégyogyaszati kontroll
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elengedhetetlen. A vizsgalatok szerint évenként koriilbeliil 0,2% (2/1000 beteg) a méhtestrak
valoszinlisége a tamoxifen szedése mellett. A tromboembolids szovodmények a tamoxifen
csoportban gyakoribbak voltak (1,3% vs. 0,4%) [24, 27].

Gyogyszerinterakcio miatt a tamoxifen adasa alatt, ha egy mod van ra, keriilni kell a
szelektiv  szerotoninvisszavétel-gatlok (selective serotonin reuptake inhibitors, SSRI)
alkalmazasat, mint példaul paroxetine, fluoxetine, mert ezek a gyodgyszerek csokkentik a
tamoxifen aktiv metabolitjdnak szintjét, hiszen mindkét gyodgyszercsoport a CYP2D6
enzimrendszeren keresztiil metabolizalddik.

Osszefoglalasként elmondhatjuk, hogy az utdbbi évtizedek alatt rohamosan fejlédé
endokrin kezelés még mindig alapvetd kezelési lehetdsége a tamoxifen, bar a kezelési palettdn
ujabb fejlesztésti gyodgyszerek jelentek meg. A vizsgalati eredményeket végiggondolva, a
szakmai irdnyelveket betartva még napjainkban is sok beteg életét menti meg a tamoxifen,
vagy nydjtja meg az emldOdaganatos betegek élethosszat, mikozben fontos tényezd az

¢letmindség figyelembe vétele.
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2.3. A tamoxifen kezelés farmakogenetikaja

Az onkologiai kezelések kozott a szelektiv Osztrogén receptor modulatorként hatéd
tamoxifen képviselte els6ként a célzott terapiat a személyre szabott orvoslas eldfutaraként
[28]. Az adjuvans endokrin terapia jellemzden 5 éves kezelést jelent, de az ATLAS trial
erdeményei alapjan mar inkabb 10 évig tartd terapia javasolt, ami a mortalitast 50%-kal
csokkentheti [18]. A tamoxifenre iranyulé pharmakogenomikai kutatasok az
emlOrak/betegség klinikai kimenetelének predikcidjat célozzdk meg a beteg CYP2D6
genotipusa alapjdn, igy elkiilonitve azt a csoportot, akiknél a tamoxifen kezelés varhat6an
eredménytelen lesz, és akiknél emiatt alternativ endokrin terapiara van sziikség [29, 30].

A jelenlegi cél tehat az érintettek szamara olyan, a betegség kimenetelének
megitélésére alkalmas prediktor biztositasa, amely a szdmukra legmegfelelobb kezelési
lehetdség kivalasztasat segiti el6. A CYP2D6 variansainak megallapitasa, azaz a genotipizalas
a megfelel6 eszkoz erre, mivel ez — a National Institutes of Health (NIH) definicioja szerint —
objektiven megallapithato és értékelhetd biomarker.

Goetz és munkatarsai arrol szamoltak be, hogy a CYP2D6 *4 ¢és *6 genotipust,
gyengén metabolizald (PM) fenotipusu betegek szdmara a tamoxifen kezelés kevésbeé elonyos,
mint az extenziv metabolizalo (EM) csoport szamara [31]. Ez a megkozelités a CYP2D6
egyéni variansain alapuld fenotipus csoportokat alkalmazza, Ugy, mint a normél enzim
aktivitassal jellemezhetd extenziv metabolizalok, a csokkent aktivitast mutaté intermedier
metabolizalok (IM), a minimalis vagy nulla funkcioval rendelkezé gyengén metabolizalo
csoportot, valamint a norméalhoz képest nagyobb aktivitast, ezért ultragyors metabolizalonak
(UM) nevezett személyeket [32, 33].

A tobb mint 100 ismert CYP2D6 varians koziil a funkcidvesztéssel jard6 PM allélek a
CYP2D6*3, a *4, *5 ¢és *6, a legfontosabb IM allélek a CYP2D6*10, a *17 és *41, az UM
fenotipussal asszocialt allélek pedig a *1xN és a *2xN . A tamoxifen metabolizmusa soran 4-
OH-tamoxifen és endoxifen keletkezik. Kiilondsen ez utdbbi folyamatot hatarozza meg a
CYP2D6 enzim, illetve kozvetve ennek genetikai variansai [34, 35].

A tamoxifen kezelésben részesiild emlétumoros betegek szérum mintaiban kevesebb
4-OH-tamoxifen (a standard 20mg/nap dozis mellett az endoxifen koncentracié 10-20%-anak
megfeleld) mutathatd ki, ezért tekintik az endoxifent a f6 metabolitnak [36]. Az endoxifen
koncentracioja az UM ¢és EM fenotipust betegekben a legmagasabb (77 nmol/L, illetve 36,9
nmol/L), a PM fenotipustiakban pedig a legalacsonyabb (9,9 nmol/L), ami az EM fenotipusnal
megfigyelhet6 koncentracionak csupan 25%-a [37].
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1. abra A CYP2DG6 szerepe a tamoxifen metabolizmusaban [38]

A CYP2D6 genomi kornyezetének komplexitasat a genotipizalas soran figyelembe
kell venni: a gén kozvetlen kozelében két pszeudogén talalhatd, ami a gént érintd gyakori
kopiaszam eltérések kialakuldsahoz vezet. A funkciondlis allélek szamanak novekedésével a
mért szérum endoxifen koncentracio is magasabb, ami a gén-dézis hatast tdmasztja ald. Az
emld- és vastagbéltumor mintak genotipizalasakor gyakran észlelt allél-vesztés a 22013
l6kuszon rosszabb prognozissal asszocialt, mint a deléciot nem mutatd eseteknél varhato [38,
39]. A kezdeti tanulmanyokban a régidban talalhatd mikroszatellita markerek vizsgalataval, a
normdl és a tumorbol szarmazd DNS Gsszehasonlitasaval az esetek 53%-aban irtak le allél-
vesztést [40]. A teljes genomot atfogd tanulmanyok eredményei szerint, amelyek a tumor
altipusat is figyelembe vették, az 6sztrogén receptor-pozitiv invaziv lobularis, illetve invaziv
ductalis carcinomdk tobb mint 25%-aban allapitottak meg allél-vesztést, ezek a vizsgalatok
azonban nem maganak a CYP2D6 génnek a kopiaszamat elemezték. A The Cancer Genome
Atlas (TCGA) adatai megerdsitették, hogy a CYP2D6 lokusz az Gsztrogén receptor-pozitiv
tumorok 35%-aban deletalt. A tumorbol nyert DNS genotipus eredménye ezért csak a beteg
genom adataival tortént Osszehasonlitds utan értelmezhetd: a tumorszdvet €s a genomi DNS

genotipusanak simeretében adhaté meg pontosan a CYP2D6 fenotipus is [29, 30].
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A tamoxifen f6 metabolitjdnak, az endoxifennek a transzkripciot és a proliferaciot
gatld hatdsa koncentracio-fiiggd: a PM fenotipus esetén mérheté <20 nmol/L koncentracio
mellett minimalis, az IM és EM fenotipussal rendelkezéknél tapasztalt 40-60 nmol/L
hatéanyag koncentracié mellett azonban szignifikdnsan nagyobb hatdsu a kezelés. A magas
endoxifen koncentracido 26%-kal csokkenti az emlétumor kiujulasanak kockéazatat egy 1370
beteg bevondsaval végzett retrospektiv tanulmany szerint. Ugyanezen vizsgalat
megallapitotta, hogy a betegség kitjulasara a tamoxifen, a 4-OH-tamoxifen és az N-dezmetil-
tamoxifen koncentracioja nincs hatassal [41].

A genotipus alapjan modositott tamoxifen dozis, amely az IM és PM fenotipusi
betegek esetében 20 mg-rél 40 mg-ra emelt napi dozist jelent, mindkét csoportban emelte a
mérhetd endoxifen koncentraciot a szervezetben. Ez az emelkedés azonban csak az IM
fenotipus csoportban volt az extenziv metabolizalod fenotipusuaknal mért értékhez hasonlo. A
PM csoportban a kimutathatdé endoxifen koncentracido emelkedés nem volt jelentés [42].
Mindazonaltal a beteg életkorat, a lehetséges gyogyszer interakciokat, szervi diszfunkciot, is
figyelembe véve ajanlott a tamoxifen terapia megkezdése eldtt a napi dozis megallapitasahoz
a genotipizalast elvégezni, hogy a gyogyszer hatasat befolyasold egyéni kiilonbségek hatasa
mérseékelhetd legyen, elkeriilve ezaltal a tal alacsony dozis alkalmazasabol eredd

kockazatokat [43].

2.4. Citokrom P450 2D6 (CYP2D6) gén genetikaja

A CYP2D6 enzimet kodoldé CYP2D6 gén a 22-es kromoszéma 22ql13.1-13.2

enzim a gyoégyszerek mintegy 25%-anak metabolizmusiban jatszik szerepet (2. Abra), ugy,
mint triciklusos antidepresszansok (amitriptilin, fluoxetin, nortriptilin), antipszichotikumok
(kloérpromazin, klozapin, haloperidol, perfenazin, risperidon), opioid analgetikumok (kodein,
dihidrokodein, morfin, tramadol), antiviralis szerek (efavirenz), antihisztaminok,
antiarrythimas- (spartein, propafenon) és daganatellenes gyogyszerek (debrizokvin, gefitinib,

spartein, tamoxifen) és B-blokkolok (metoprolol, propranolol).
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2. abra Citokrom P450 enzimek relativ hozzdjaruldasa a hepatikus gyogyszermetabolizmushoz
[44]

A mai napig tobb mint 100 allélikus varianst irtak le a CYP2D6 génben (*1A-*114),
melyeket a PharmVar weboldal 6sszegez (https://www.pharmvar.org/). Funkcidjukat tekintve
megkiilonboztetliink nem funkcionald (pl.:*3-*8, *11-*13), csokkent- (*9, *10, *14, *17, *29)
normal- (*1, *2) és fokozott funkcidju (*2xN) alléleket, szekvencia és strukturalis
variansokat, melyek jelenlétének ¢és eloszlasanak koszonhetéen az enzimaktivitas
figyelemreméltd egyéni és populacios kiillonbségetket mutat. A CYP2D6 polimorfizmusok
ismeretében hatarozhatjuk meg az egyénre szabott terapiat, mivel ezek alakitjak ki a beteg
metabolizalo statuszat az alkalmazott szubsztrat gyodgyszerekkel kapcsolatban. Négy
kiilonb6z6 metabolizalo fenotipust kiilonboztethetiink meg, nevezetesen; az ultrarapid
metabolizalokat (UM), a normal vagy extenziv metabolizdlokat (EM), az intermedier
metabolizalokat (IM) és a gyengén (poor) metabolizalokat (PM).

EM fenotipusii egyének legalabb egy funkciondlisan aktiv (vad tipusu) CYP2D6
alléllal rendelkeznek, az eredeti szekvencia szerinti teljes, funkciondlis fehérjét kodoljak,
normal gyogyszervalaszt mutatnak a szubsztrat gyogyszer alkalmazasa soran. IM fenotipus
allél van jelen, igy a metabolizmus kismértékii csokkenése emelkedett hatdanyagszinthez és
mérsékelt toxicitashoz vezethet. Az ilyen genotipussal rendelkezOk korében a szokdsosnal
alacsonyabb dozisban kezdve a gyogyszerelést a mellékhatasok kivédhetéek. PM fenotipus

esetében 2 nem funkcionald allél jelenlétérdl beszEliink, hianyzik az aktiv allél, gyakrabban
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kell szamolnunk a csdkkent metabolizmus miatt emelkedett gydgyszer koncentracidval és
toxicitas kialakulasaval. Az UM-ek a funkcionalisan aktiv gént ketté vagy tobb kopiaban
hordozzak génduplikacié eredményeképpen, ezaltal nagyobb mennyiségli enzimet
expresszalnak [44].

Mig az aktiv gyodgyszer normal dozisban adva egy ultragyors metabolizalo (UM)
fenotipust egyénben hatastalan, addig IM és PM fenotipus esetén szamolnunk kell a kivantnal
magasabb gyogyszer plazma koncentraciéval és mellékhatasok megjelenésével. Ingelman-
Sundberg 6sszefoglald kdzleményébdl kidertil, hogy a PM fenotipus leginkabb Eurdpaban
jellemzd, ultragyors metabolizalok Eszak-Afrikdban és Oceéniaban gyakoriak, az IM
fenotipus pedig Azsiaban a leggyakoribb [45, 46].

A CYP2D6 fehérje expressziojat dontden befolyasoljak a génben eléforduld nukleotid
variansok, amelyek k6zt van aminosav cserét okozo, splicing defektust el6idéz6, valamint
ismeretes delécio és frameshift mutacio egyarant [47]. A ¢.1846G>A (rs3892097) a *4 allél
meghataroz6 variansa, amely az okozott splicing defektus révén nem funkcional6 allélt hoz
létre, amely szintén PM fenotipussal asszocialt [48, 49]. A homozigota egyének fokozott
toxicitas kockazattal rendelkeznek az enzimaktivitas hianya miatt [44, 50] .

A CYP2D6 masik fontos varidnsa, a ¢.100C>T (p.Pro34Ser, rs1065852) szintén
megvaltoztatja a fenotipust, és része mind a nem funkcionalé6 CYP2D6*4 allélnak, mind pedig
a csokkent aktivitassal jaro CYP2D6*10 allélnak [51]. Az azsiai populaciokban a CYP2D6*10
allél prevalenciaja kiilondsen magas (38-50%) [52, 53].

A homozigéta *10/*10 genotipus IM fenotipussal tarsul, ezért az érintettekben a nem
kivant mellékhatasok és a terapia hatastalansaga egyarant gyakori, bar a CYP2D6*10 alléllal
jar6 rezidualis aktivitasnak koszonhetden ezek nem vezetnek olyan stlyos tiinetekhez, mint a

PM fenotipus esetében [54].
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2.5. Citokrom P450 2B6 (CYP2B6) gén genetikaja

A citokrom P450 2B6 (CYP2B6) és 2D6 (CYP2D6) enzimek szerepe szamos
gyogyszer metabolizmusaban ismertté valt, nevezetesen tobb antidepresszans (pl. anandamid),
szorongasoldok (pl. szertralin), opioid fajdalomcsillapitok (pl. metadon), és rakellenes
terapiaban alkalmazott gyogyszerek (pl. a tamoxifen vagy a ciklofoszfamid) anyagcseréjében
[55-58]. Ezen enzimek génjeire jellemzd az egyénenkénti eltéré gyogyszer dozist, terapidra
adott valaszt, illetve lehetséges mellékhatasokat befolyasold genetikai variabilitas [59-61].

A CYP2B6 enzim a gyogyszerek ¢és xenobiotikumok 3-12%-anak metabolizmusat
befolyasolja. A  klinikumban hasznalt szamos fontos gyogyszert metabolizalja
(ciklofoszfamid, bupropion, propofol, metadon, efavirenz), emellett tobb endogén és
kornyezetbdl szarmazd szubsztratja ismert [62]. A CYP2B6 elsédlegesen a majban
expresszalodik, a maj 6sszes CYP enzimjének kb. 2-10%-at adja. Jelentds — 20-250-szeres -
interindividualis kiilonbséggel jellemezhetd [63]. Az enzim expresszidjaban jelentkez6 nagy
variablilitds kiilonb6z6 faktoroknak koszonhetd, gy, mint genetikai polimorfizmusok
jelenléte, tarsult betegségek, nem, az enzim transzkripcionalis indukcidja és szupresszioja
citokinek és mas xenobiotikumok altal . A mgjon kiviil az agyban is expresszalodik a
CYP2B6 enzim, igy fontos szerepet tolt be a kozponti idegrendszer miikodését befolyasolo
gyogyszerek és mas vegyliletek metabolizmusaban és a gyogyszeres kezelés neuroldgiai
mellékhatasainak kialakulasaban egyarant [57]. A CYP2B6 jatszik szerepet a fiatalok altal

gyakran  hasznalt  kabitdszer, az  ecstasy (3,4-metiléndiox-metil-amfetamin)

crer

crer

mértékben a bérben, vesében, 1égzdszervrendszerben €s a gasztrointesztinalis traktusban is
jelen van, de a CYP2B6 jelentdsége e szervek szoveteiben maig ismeretlen. Feltételezhetéen
kiilonboz6 kornyezetbdl szarmatd toxinok, pl. peszticidek ellen nyujt védelmet [59]. Tobb
gyogyszer, mely a CYP2B6-on keresztiil metabolizalodik, egyben indukalja is annak
expressziojait PXR (pregnane X receptor) €s CAR (constitutive androstane receptor)
receptorokon keresztiil. Kordbbi tanulmanyok szdmolnak be arrol, hogy az enzim majban
torténd expressziojanak nemenkénti eloszlasa is fontos kiilonbségeket mutat. Lamba és
munkatarsainak egy 2003-as tanulmanya szerint a nékben mért CYP2B6 mRNS (3,9-szeres),
fehérje (1,7-szeres) €s enzimaktivitds (1,6-szoros) szintje is emelkedett volt a férfiakéhoz

crer

talalhaté (3. Abra). A human CYP2B6 gén funkcionalis, vad tipust alléljaban (CYP2B6*1)
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tobb egypontos nukleotid polimorfizmusrdl (SNP) és splice variansrol tudjuk, hogy az mRNS
funkcid és a protein expresszid befolyasolasa révén csokkent enzimaktivitast okoz. [59, 63,
65]. A CYP2B6 ¢.516G>T (p.GIn172His, rs3745274) polimorfizmus a gén 4-es exonjaban
talalhato, és egy glutamin aminosav hisztidinre torténd cseréjét okozza a 172-es pozicidban
[66].

Ez az SNP felelos az eltérd splicingért, ami a CYP2B6 csokkent expresszidjat €s
funkcidjat okozhatja [65]. Korabban megjelent tanulmanyok szerzGi szerint a gyakori *6 allél
két nem-szinonim variansa (c.516G>T, p.GInl172His és a ¢.785A>G, p.Lys262Arg) csokkent
fehérje expressziohoz vezet, tovabba az 1-es splice varianssal (SV1), amelyre a 4-6 exonok
hianya jellemz6, szoros asszociaciot mutat [65, 67].

A CYP2B6*6 allél klinikai jelentésége a cyclophosphamid és efavirenz terapidban
bizonyitott [68, 69].
A kiilonb6z6 etnikai csoportokban a *6 allél elofordulasi gyakorisagara nézve

meglehetdsen eltérd adatok allnak rendelkezésre, frekvenciaja 15% és 60% kozé esik [59].
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3. abra A CYP2B6 gén kromoszomdlis pozicidja
(https://ghr.nlm.nih.gov/gene/CYP2B6)

A csokkent enzimaktivitast el6idézé polimorfizmusok kiviil ismert tovabbd a

CYP2B6*22 allélt meghatarozo g.-82T>C (rs34223104) gain-of-function varians, mely a

crer

enzimaktivitassal és fokozott in vitro transzkripcioval jellemezhet6 [70].

24



2.6. Citokrom P450 2C19 (CYP2C19) gén genetikaja

A citokrom P450 2C19 (CYP2C19) enzim hatassal van a klopidogrel (a vérlemezkék
ellen hato, vérrogképzodést gatld gydgyszer), az omeprazol (protonpumpa gatlé gyogyszer), a
legtobb antiepileptikum, mint a mefenitoin, bizonyos antidepresszansok és a malaria ellen
alkalmazott proguanil metabolizmusara [71].

A CYP2C19 génben tobb mint 20 szekvencia varians ismert, amelyekrél a
Pharmacogene Variation Consortium (PharmVar) honlapjan (https://www.pharmvar.org/)
talalhatd részletes informacié. Az ezen variansok altal okozott, az enzim aktivitasat
befolyasold egyéni kiilonbségek alapjan a populacié harom csoportra oszthatd. Ezek az
extenziv metabolizalok (extensive metabolizer, EM), az intermedier (intermediate
metabolizer, IM) és a gyengén metabolizalok (poor metabolizer, PM).

A PM fenotipus talzott terapias hatasra és nem kivant mellékhatasok kialakulasara
hajlamosit abban az esetben is, ha a normal dozisnak megfeleld mennyiségii hatdoanyag kertil
az érintett szervezetébe. A CPIC (Clinical Pharmacogenetics Implementation Consortium)
érvényben 1év0 ajanlasa és a szakirodalmi adatok szerint a genotipizalas alapjan CYP2C19
PM csoportba tartozoként azonositott személy esetében mas hatdéanyag alkalmazasa
sziikséges, amennyiben ennek nincs klinikai kontraindikacioja [72-75].

A CYP2C19 génben talalhato két legfontosabb polimorfizmus, amelyek az enzim
aktivitdsara gyakorolt hatasuk révén a gydgyszer hatasaért és a toxicitasért felelds intra- €s
interindividualis kiilonbségekkel kapcsolatba hozhatdk, a CYP2C19 c.681G>A és a CYP2C19
€.636G>A. Az eldbbi varians egy, a splicing folyamat soran fellépd defektust okoz, amely
korai stop kodon kialakulasdhoz, ezaltal pedig csonka, nem miik6dd fehérje képzOédéséhez
vezet [76]. Ez az SNP felel meg a CYP2C19*2 allélnak. A c.636G>A baziscsere a cDNS-ben
korai terminacids kodont hoz létre. Ez az SNP a meghataroz6 a CYP2C19*3 allélban. A
Klopidogrelre vonatkozé CPIC ajanlas, a European Medicines Agency (EMA) altal eldirt
betegtajékoztatd, valamint néhany, az amerikai Elelmiszer- és Gyogyszerbiztonsagi Hivatal
(FDA) altal javasolt gyogyszer tajékoztatdo (pl. a klopidogrel, a prasugrel, a diazepam, az
ezomeprazol, a lanzoprazole, az omeprazol, valamint a citalopram nevii gyogyszereket
illetden) tartalmazzak a klinikailag relevans funkciovesztéssel jard allélekre és a PM
fenotipustiakra vonatkozo pharmakogenetikai informaciokat, amelyek a kezelésre adott
csokkent- vagy gyengébb valaszreakcioval asszocialtak. Ezen adatok a www.fda.gov oldalon

mindenki szamara elérhetoek [72, 73, 75].
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A funkcidszerz6 allélek azonban, mint pl. a CYP2C19*17, nem keriilnek emlitésre a
jelenleg érvényben 1év0 gyogyszer tajékoztatokban, mivel a fenotipusra gyakorolt hatasuk
megitélésé¢hez egyeldre nem all rendelkezésre elegendd klinikai informécio. A jovoben ezekre
valészintileg joval nagyobb figyelmet kell majd forditani.

A CYP2C19 gén fent emlitett két leggyakoribb funkciovesztéssel jaro allélja a
kiilonboz6 vizsgalt etnikumokban eltérd gyakorisaggal fordul elé. Az ,,1000 Genom Projekt”
adatai szerint a CYP2C19*2 allél frekvenciaja a kiilonbozé populacidkban és rasszokban
széles tartomanyban mozog: 0,133 az Utah allambeli, észak- és nyugat-eurdpai szarmazasu
lakossag (CEU) korében, 0,308 a Pekingben €16 ,,Han Chinese” kinaiakban és a Tokidban €16
japanokban (CHB+JPT), 0,169 Nigériaban (YRI, Yoruba in Ibadan, Nigeria). A CYP2C19*3
allél gyakorisaga 0,058 a vizsgalt kinai és japan (CHB+JPT) populacidkban. A HapMap
projekt allélfrekvencia-adatai a CYP2C19*2-re vonatkozodan a kovetkezok: CEU 0.155, CHB
0.256, JPT 0.284, YRI 0.144 (www.ensembl.org). A CYP2C19*2 és a CYP2C19*3 allélek
frekvenciaja magasabb az azsiai populaciokban, mint a kaukazusiak, a feketék vagy a spanyol
populéci6 esetében. Fontos kiemelni a csendes dceani (Pacific Islander) szigetek, Papua Uj-
Guinea és Vanuatu populdcioéit, ahol a *2 és *3 allélek igen nagy gyakorisaga komoly klinikai
jelentdséggel bir a malaria profilaxisban, amely soran a proguanil nevii gyogyszert hasznaljak,
amely szintén a CYP2CI19 szubsztratja. A két funkciovesztd allél, a CYP2C19*2 ¢és a
CYP2C197*3 talalhaté meg az azsiai populaciok PM fenotipusu tagjainak 99%-aban, és a fehér
(kaukazusi) PM egyének mintegy 87%-aban. Mindazonaltal a PM fenotipus a kaukazusiak és
afrikaiak 2-5%-ara, valamint a kelet-azsiai populaciok 10-23%-ara jellemzo.

Tekintettel a CYP2C19 gén oriasi klinikai jelentségére, egy 429 Amish személy
bevonasaval elvégzett teljes genomot atfogd asszociacids tanulmany (GWAS) megerdsitette,
hogy CYP2C19*2 funkcioveszté varians jelenléte a klopidogrel kezelésre adott csokkent
vérlemezke valasszal €s rosszabb kardiovaszkuldris kimenettel tarsul. Ennek megfelelden a
CYP2C19 csokkent funkcioval jaréd alléljainak jelentdségét a klinikai pharmakogenetikaban
alatamasztja az a tény, hogy az FDA néhany CYP2C19 szubsztrat esetében
pharmakogenetikai adatokon alapuld ajanlést tett kozzé a gyogyszer adandod dozisara
vonatkozoan. Err6l a — fentebb mar emlitett — www.fda.gov oldalon tajékozodhatnak az
érintettek. Az FDA-hoz hasonldéan az Eurdpai Kardiologiai Tarsasag és az EMA a PM
fenotipussal asszocidlt CYP2C19 genotipusra vonatkoz6 informaciot tlintet fel a
klopidogrelhez mellékelt gydgyszer tajékoztatdban 2010 marciusatol.

A CYP2C19 gén klinikai jelentdségének vizsgalata szempontjabdl nem csupan az

¢érintettek genotipizdlasa fontos, hanem az is, hogy varidnsainak gyakorisadgat eltérd etnikai
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csoportok  reprezentativ  populaciés mintaiban meghatarozzuk. A szakirodalom
tanulmanyozasa révén megallapithatd, hogy a gyakori CYP2C19 all¢él variansok prevalencidja

a vilagszerte elterjedt roma populdciokban nem ismeretes.

2.7. A roma populacio: torténelmi, genetikai perspektiva

A roma népcsoport megjelenése Eurdpaban mintegy 900-1100 évvel ezelbttre tehetd,
amikor vandorlasaik soran a Bizdnci Birodalomba jutottak el. Az eurdpai orszagok teriiletén
napjainkban €16 roma népességet a Balkan teriiletérdl Nyugat-Europa felé tortént korai roma
migracio soran érkezok leszarmazottai alkotjak. Bevandorlasuk a 15. szdzadig tartott, amelyet
kés6bb harom nagyobb hullam kovetett: az elsé a 19. szazad végén, a romaniai rabszolga
felszabaditast koveté id6szakban, a masodik az 1960-as, 1970-es évek soran az akkori
Jugoszlavia feldl, a harmadik pedig mintegy masfél-két évtizede, a kelet-europai gazdasagi és
politikai valtozasok kovetkeztében.

A roma populéacio méretét jelenleg 12-15 millio fére becsiilik a vildgon. Koziiltik 10-
12 millié ¢l Eurépaban, 70%-uk Ko6zép- és Dél-Kelet Europaban. Magyarorszag a 700 000-1
milli6 fével Europa negyedik legnagyobb roma népességének ad otthont [77]. A
magyarorszagi romak megyénkénti eloszlasat a 4. dbra szemlélteti. A népcsoport az eddig
rendelkezésre all6 adatok alapjan Eszak-Nyugat Indidbol szarmazik [78, 79]. frott torténelem
hijan az eredetiikre és migracidjukra vonatkozo6 elméletek a legendaikon, a nyelvi és kulturalis
antropologiai kutatdsi eredményeken alapulnak. A roma etnikum Eurdépa meglehetdsen
alacsony szocio-okonomiai statusszal rendelkezé csoportja, koriikben a képzettség, és ennek
megfelelden a foglalkoztatottak ardnya is alacsony. A vérhato élettartam mintegy tiz évvel
marad el a kdzép- és kelet-eurdpai populaciokhoz mérten [79]. A halalozasi arany magasabb
az europai atlaghoz képest, kiilondsen az ujsziilottek kozott (az eurdpai atlag négyszerese), a
kronikus betegségek (kardiovaszkularis betegségek, daganatos megbetegedések, asztma),
pszicholdgiai problémak és a depresszid szintén gyakoribbak [80].

Az eurdpai populacio €s az itt €16 roma népcsoport esetében eltérd epidemiologiai
adatok ismertek pl. egyes pszichiatriai korképek, a Parkinson betegség, vagy a sclerosis
multiplex prevalencidjara vonatkozdan is. A roma népességre iranyuld populaciogenetikai
kutatdsok az eurdpai populdciotdl vald genetikai kiillonbozoségiiket tamasztottdk ala.
Ugyanakkor egyértelmiien kideriilt az is, hogy a Balkan félszigeten €16 romak kozott a
legnagyobb a szocidlis és kulturalis diverzitds, szamos roma csoport ¢l jol definialhato

tarsadalmi hatarok kozott, amit a csoportokon beliil észlelheté endogamia és sajat nyelvjaras
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is erdsit, illetve fenntart. Az egyes roma csoportok kozotti genetikai tavolsag joval nagyobb is
lehet, mint az eurdpai populacid és a roma népesség kozott [78]. Egyes founder mutaciokra
iranyuld orvosi genetikai kutatasok eredménye ramutatott, hogy egy-egy mutacio jelen lehet
tarsadalmilag elhatérolt, foldrajzi szempontbol is tavol é16 roma csoportokban, mig az egymas
kozelében (akar azonos telepiilésen) €16 csoportok is jelentdsen eltéré gén frekvencia adatokat
mutathatnak. Ez is eltér6 vonas mas europai populdciokhoz képest, amelyek genetikai
struktirdja szempontjabol a foldrajzi tdvolsag a meghatarozo elem, még a nyelvi és kulturalis
jellemzdkhoz viszonyitva is.

David Gresham ¢és munkatarsai (2001) a roma populacidé 14 csoportjadban vizsgalt
mitokondridlis DNS ¢és Y kromoszoma markereket a ndi, illetve férfiagon 6roklédo
haplocsoportok megallapitasa céljabol. Mind az Y kromoszoéman, mind a mitokondrialis
DNS-ben azsiai eredetre utald (VI-68, illetve M jelil) haplocsoportokat mutattak ki, amelyek
mind a 14 vizsgalt csoportra jellemzdek voltak (a férfiak 44,8%-aban, illetve a ndk 26,5%-
aban voltak kimutathatok). Az eredmények az indiai szubkontinens egyetlen populacidjatol
kiilonvalt, kis 1étszamu alapitd csoportra engednek kovetkeztetni [77].

A romdk vandorlasa Eurdpan beliil harom {6 iranyt kdvetett: a tobbség az Oszman
Birodalom balkani provinciaiban telepedett le, a masodik legnépesebb csoport Havasalfold €s
Moldavia teriiletén, a Dunatol északra, a mai Romania teriiletén. A Nyugat-Eurdépabol ismert
korai torténelmi beszdmolok egy kis 1étszamu, 50-300 f6nyi bevandorld csoportra utalnak. A
ma ismert genetikai struktira a koran kiilonvalt, majd Eurdpaban eltérd iranyban vandorld
roma csoportokat tiikr6zi. Az egyes populaciok ma észlelhetd eltéréseihez a random genetikai
drift mellett a kdrnyezd népcsoportokkal torténd keveredés jarult hozza.

Morar és munkatarsai (2004) a roma populdcid reprezentativ mintdin 6t olyan
betegség l10kusz vizsgalatat végeztek el, amelyekrdl korabbi tanulmanyok igazoltdk a roma
populaciodra jellemz6 founder mutaciok jelenlétét [81-85] . A mutacid analizis magas hordozo
aranyt mutatott: nyolc vizsgalt személy koziil egy heterozigota volt valamelyik mutaciora
nézve, az egyes csoportokon beliil pedig 5%-ot meghaladé hordozé ratat észleltek. Ezek az
aranyok az ashkenazi zsido populaciora jellemz6 leggyakoribb mutaciok adatainak feleltek
meg [86, 87]. A Morar ¢és munkatarsai altal valasztott egyik mutacid a congenitalis
myasthenia szindromat (CMS, MIM 254210) okoz6 1267delG varians volt, amely a roma és
az indiai/pakisztani populécié kozott eddig kimutatott legszorosabb kapcsolat, amely az indiai

szarmazas egyik legerésebb bizonyitéka egyben [88].
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3. Célkitiizések

Munkdm f6 célkitlizése a tamoxifen terapiat befolyasold citokrom P450 enzimcsaldd
harom génjében eléforduld 6t, farmakogenetikai szempontbdl fontos varidnsadnak a genetikai
vizsgalata roma és magyar populacioban annak tanulmanyozasa céljabol, hogy mutatkoznak-e
olyan jelentOs genetikai kiilonbségek a két népcsoport kozott, melyek a tamoxifen kezelésre

adott terapids valaszt befolyasolhatjak.

1. Vizsgdlataink célja volt egyrészt a CYP2D6 gén rs1065852 és rs3892097
variansok el6fordulasi gyakorisaganak megallapitasa roma és a magyar populacios

mintakban.

2. Tovéabbi célunk a CYP2D6 gén vizsgalt polimorfizmusai altal meghatarozott

fenotipusok eloszldsainak meghatarozasa volt roma és magyar populdcidban.

rrrrr

rs3745274 varians allélfrekvenciajat a rendelkezésre 4ll6 roma és magyar

etnikumbol szarmazo mintakban.

4. Célunk volt tovabba a CYP2C19 gén két variansanak (rs4244285 ¢és rs4986893) és
az altaluk meghatarozott allélok (CYP2C19*2, CYP2C19*3) gyakorisaganak a

vizsgalata.

5. C¢élul thztik ki a kapott CYP2C19 genotipus adatok alapjan a varhato fenotipusok

eloszlasanak a meghatarozasat a roma és magyar populaciokban.

6. Célunk volt végezetiil, hogy a CYP2D6, CYP2B6 ¢és CYP2C19 gének vizsgalt
polimorfizmusaiban kapott allélfrekvencia értékeket Osszehasonlitsuk mas, a
szakirodalomban leirt populdcios adatokkal, kiilonds tekintettel az indiai és a

kaukézusi populéaciokra.
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4. Anyagok és médszerek

4.1. Vizsgalt populaciok

Vizsgalatainkat tekintve magyarorszagi magyar és roma személyek DNS mintajaval
dolgoztunk. Valamennyi minta a Pécsi Tudomanyegyetem kdzponti biobankjabdl szarmazott,
amely a Paneurdopai nemzetkozi biobankhaldézat (BBMRI; Biobanking and Biomolecular
Resources Research Infrastructure) része. A vizsgalatainkban résztvevo egészséges személyek
elozetes tdjékoztatdst kovetden valamennyien beleegyezésiiket adtak a vizsgélatok
elvégzéséhez. A mintak gylijtésében ¢és tarolasaban az 1975-ben Orvos-vilagszovetség
Helsinki deklaradcioban megfogalmazott etikai alapelvek voltak iranyadok, a biobank
fenntartasaban ¢és vezetésében az Egészségligyi Tudomanyos Tandcs Tudomanyos és
Kutatasetikai Bizottsag (ETT-TUKEB) 4ltal jovahagyott elveket kovettiik (ANTSZ engedély
szama: 666-34/2009).

Kutatasunk 0Osszesen 3 citokrom P450 gén (CYP2C19, CYP2B6, CYP2D6) 5
funkcionalisan jelentds polimorfizmusanak vizsgalatara terjedt ki. A CYP2B6 gén ¢.516G>T
(rs3745274; p.GInl72His) és a CYP2D6 gén c¢.100C>T (rsl1065852; p.Pro34Ser) és
€.1846G>A (rs3892097) polimorfizmusokat illetben 426 roma (151 férfi, 275 nd; atlag
életkor 43,310 év) és 431 magyar személy (248 férfi, 183 nd; atlag életkor 37,6+13 év) DNS
mintaja keriilt genotipizalasra.

A CYP2C19 gén CYP2C19*2 (rs4244285; c.681G>A; p.Pro227Pro) és CYP2C19*3
(rs4986893; ¢.636G>A; p.Trp212Ter) variansai kapcsan 370 magyar (176 férfi; 194 nd, atlag
életkor 50+19 év) és 500 roma (178 férfi; 322 nd, atlag életkor 39+16 év) DNS mintdjat

vizsgaltuk.
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4.2. Molekularis mddszerek

DNS izolalas

A DNS-izoldlast EDTA-val alvadasgatolt vérmintakbol végeztikk az alabb
részletezett kis6zasos technika segitségével. A vérmintak 4°C-os RBC lizis pufferrel lettek
kiegészitve 50 mL-es térfogatra centrifugacsdben, melyet 30 perces jeges inkubacio kovetett,
kozben 4-5-szor lettek megforgatva. Ezutan 30 perces centrifugalas (5000 rpm, 4°C), majd a
feliiluszo gondos eltavolitasa kovetkezett. A térfogatot ismét kiegészitettiik lizis pufferrel és a
fenti folyamatot még 4 alkalommal megismételtiik. Az utolso 1épésnél 5 ml SE puffert (pH=S,
4,399 NaCl + 8,41g Na-EDTA), 25 pl proteinaz-K-t (10mg/ml) és 500 pl 10%-0s SDS-t
adtunk az iiledékhez, majd vortexelést kovetden 37°C hdmérsékleten egy éjszakan at 200
rpm-en razogépen inkubaltuk a mintdkat. Masnap kiegészitettilkk az oldatot 3 ml telitett
natrium-klorid-oldattal (6 M), majd 15 masodpercig tartd vortexelést kdvetden 15 percig 3000
rpm-en centrifugaltuk. Majd a DNS-t tartalmaz6 feliiliszot egy masik 50 ml térfogati csébe
Ovatosan atontottiik és 40 ml térfogatra kiegészitettiik 96%-0s etanollal, majd 5-10 percig
szobahOmérsékleten inkubaltuk, amig a DNS ki nem csapddott. A kivalt DNS-t egy
Eppendorf-csébe helyeztiikk, majd 200 ml 70%-os etanolt adtunk hozza és 20 percig
inkubaltuk, késébb az etanolt eltavolitottuk. Ezt kdvetden a DNS-t 30 percig szaradni hagytuk
szobahdmérsékleten, majd hozzaadtunk 500 ml TE puffer oldatot (pH=8, 0,78 g Tris-HCI +
0.14 EDTA) a DNS-hez és egy ¢éjszakan at 37°C-os homérsékleten inkubaltuk, igy lehetdvé
tettiik a DNS teljes beoldodésat.

PCR

A rutin kis6ézasos moddszerrel extrahdlt genomi DNS vizsgéalni kivant, target
szakaszat elsé lépésben polimeraz lancreakcioval (Polymerase Chain Reaction; PCR)
amplifikaltuk. A PCR reakcio 50 pl-es végtérfogatban tortént. A PCR-t minden esetben sajat
tervezésii, szekvencia-specifikus oligonukleotidokkal - forward és reverse primerrel —
végeztik. Az egyes vizsgalatokhoz hasznalt primerek szekvenciait az 1. Tablazat foglalja
0ssze.

A CYP2C19*2 (rs4244285) és CYP2C19*3 (rs4986893) SNP-k PCR amplifikacioja
a kovetkez6 kondicidok mellett zajlott, MJ Research PTC 200 thermal cycler PCR késziilékkel:

eldédenaturacio 2 min 96°C-on, ezt kovette 35 cikluson keresztiil 30 s denaturalas 95°C-on,
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primerko6tédés 30 s 60°C-on (CYP2C19; rs4244285) és 54°C-on (CYP2C19; rs4986893) ez
utan a primer extenzi6 30 s 72°C-on, melyet 5 perc végsoé lanchosszabbitas kovetett 72°C-on.
A keletkezett PCR termékek detektalasa gélelektroforézissel (2%-os agar6z gélben), etidium-

bromidos festéssel és UV megvilagitassal tortént.

1. tablazat A CYP2C19 polimorfizmusainak vizsgalatahoz alkalmazott primer szekvenciak

Gén Allél SNP Primerek (5°-3°)

Forward: AATTTTCCCACTATCATTGATTATTTCTC
*2 rs4244285

CYP2C19 Reverse: TCTGTTCATATCCTTCACTCACTTTTT

Forward: ATTGTTTCCAATCATTTAGCTTCAC
*3 rs4986893

Reverse: ACTTCAGGGCTTGGTCAATA

RFLP

A CYP2C19 rs4244285 (c.681G>A; CYP2C19*2) ¢és rs4986893 (c.636G>A,;
CYP2C19*3) polimorfizmusok genotipusainak meghatarozasahoz restrikcios fragmenthossz
polimorfizmus (RFLP) modszert hasznaltunk. A vizsgalatok sordn alkalmazott restrikcios
endonukleazok, hasitasi mintazatuk és a hozzatartozd genotipusok a 2. tablazatban kertiiltek
feltiintetésre. Az emésztést kovetden a PCR termékeket agardz gélelektroforézissel valasztottuk
szét. A genotipusok elkiilonitése 3%-os agardz gélben etidium-bromid festéssel, UV

megvilagitassal tortént DNS 1étra mellett.
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2. tablazat CYP2CI9*2 és

endonukledzok és hasitasi mintdzatuk

CYP2C19*3 SNP-k vizsgalatahoz hasznalt restrikcios

Gén Allél | PCR termék (bp) | Endonukleaz | Fragmenthossz (bp) | Genotipus
187, 343 G/G
*2 530 HpyF3I (Ddel) 27, 160, 187, 343 G/A
CYP2C19 27, 160, 343 A/A
96, 173 G/G
*3 269 BamHI 96, 173, 269 G/A
269 AJA
Real-time PCR

A CYP2B6 ¢.516G>T, CYP2D6 c.100C>T és ¢.1846G>A polimorfizmusokat real-
time polimeraz lancreakcié (RT-PCR) modszerrel vizsgaltuk. Minden esetben TagMan Drug
Metabolism Genotyping RT-PCR Assayt (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)

alkalmaztunk a hasznalati utasitas szerint. A PCR amplifikaci6 a harom SNP esetén Chromo4

Real-Time PCR Detectorral (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) valosult meg a kovetkez6

kondiciok szerint: inkubacid 30 s 95°C-on, majd 40 cikluson keresztiil; denaturaci6 10 s 95°C-

on, annealing €és primer extenzié 30 s 60°C-on. A genotipusok elemzéséhez MJ Opticon

Monitor Analysis Software v3.1-et hasznaltunk. A real-time PCR-ral vizsgalt variansokat és a

gyari TagMan probakat a 3. tablazat foglalja 6ssze.

- ryr

PCR probak
Gén Varians SNP TagMan
CYP2B6 c.516G>T rs3745274 [C_7817765_60]
c.100C>T rs1065852 [C_11484460_40]
CYP2D6
c.1846G>A rs3892097 [C_27102431_D0]
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Sanger-szekvenalas

Az altalunk tervezett PCR-RFLP ¢és RT-PCR modszerek specificitdsara, ¢€s
eredményeink konfirmalasara mintdinkon random moddon végeztiink Sanger-féle
bidirekcionalis szekvenalast BigDye Terminator v.1.1 Cycle Sequencing kit alkalmazaséval,

ABI 3500 Genetic Analyser szekvenator segitségével.
4.3. Statisztikai elemzés
A két populacidoban vizsgélt genetikai variansok allélfrekvenciai kozott fennalld
Osszefiiggések feltarasara y2-tesztet alkalmaztunk SPSS (Statistical Package for the Social

Sciences) 20.0 programcsalad felhasznalasaval, a szignifikancia szintet p<0,05-nél

allapitottuk meg.
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5. Eredmények

5.1. A CYP2D6 gén vizsgalata

A vizsgalt CYP2D6 allélok gyakorisaga és genotipus aranya Hardy-Weinberg
egyensulyt mutatott mindkét népcsoportban. Az elemzett CYP2D6 gén variansainak
frekvencia adatait a 4. és 5. tablazat tartalmazza.

A roma és magyar csoportok adatait 6sszehasonlitva fény derilt arra, hogy a roma
populaciés mintdkban mindkét CYP2D6 varians vizsgdlatakor szignifikdnsan magasabb
varians allél frekvencidt talaltunk a magyarokhoz képest. A CYP2D6 100T minor allél
frekvencia 26,6% volt a romak esetében, mig 20,5% a magyar mintakban (p=0,003). Hasonl6
eredményt kaptunk, amikor a két népcsoportot a CYP2D6 ¢.1864G>A polimorfizmus
szempontjabol hasonlitottuk 0ssze. Nagyobb gyakorisaggal volt jelen a varidns 1864A allél a
roma mintakban, a magyar mintakhoz képest (22,5% vs. 18,1%, p=0,022). A CYP2D6
polimorfizmusokat illetéen ugyancsak szignifikdnsan nagyobb (p=0,017) prevalenciat
allapitottunk meg a ¢.100C>T varidns TT homozigdta genotipusara vonatkozdéan a roma
populacidban, mint a magyarok esetében (10,8%, illetve 6,3%). Ezzel szemben a c.1846G>A
polimorfizmus AA homozigdta genotipusanak aranya alacsonyabb volt a roma mintakban,
mint a magyar populacioban (4,2% vs. 5,3%, p=0,446).

A CYP2D6 genotipusokat ¢és ezzel Osszefliggésben a varhatdo fenotipusokat a
6. tablazat foglalja 0ssze. A roma népcsoport tagjaiban a kdvetkezd CYP2D6 genotipusokat
azonositottuk a zardjelben feltiintetett el6fordulasi gyakorisaggal: *1/*1 (55,4%),*1/*4
(2,1%),*1/*10 (3,1%), *4/*10 (38,7%), *10/*10 (0,7%). A *4/*4 genotipus viszont nem volt
Kimutathato. A magyar mintak genotipusai: *1/*1 (62,6%), *1/*4 (1,6%), *1/*10 (5,1%),
*4/*10 (28,3%), *10/*10 (1,4%) és *4/*4 (0,9%).
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4., tablazat 4 CYP2D6 c.100C>T polimorfizmus genotipus és minor allél frekvencidja

Roma mintak Magyar mintak
CYP2D6 c.100C>T
n=426 (%) n=431 (%)
CcC 245 (57,5) 281 (65,2)
CT 135 (31,7) 123 (28,5)
TT 46 (10,8)* 27 (6,3)
T allél frekvencia 26,6 %* 20,5%

*p<0.05 vs magyar populacid

5. tablazat A CYP2D6 ¢€.1846G>A4 polimorfizmu genotipus és minor allél frekvencidja

Roma mintak Magyar mintak
CYP2D6 c.1846G>A
n=426 (%) n=431 (%)
GG 252 (59,2) 298 (69,1)
GA 156 (36,6) 110 (25,5)
AA 18 (4,2) 23 (5,3)
A allél frekvencia 22 ,5%* 18,1%
*p<0.05 vs magyar populacid

6. tablazat A CYP2D6 genotipusok és a varhato fenotipusok frekvenciaja

Fenotipusok Genotipusok

Genotipus frekvencia

Roma mintak Magyar mintak

N=426 (%) n=431 (%)
EM *1/%1 236 (55,4) 270 (62,6)
*1/%10 13 (3,1) 22 (5,1)
IM *10/*10 3(0,7) 6 (1,4)
*1/%4 9(2,1) 7 (1,6)
*4/%10 165 (38,7) 122 (28,3)
PM *4/%4 - 4(0,9)

EM, extenziv metabolizalo; IM, intermedier metabolizalo; PM, gyengén metabolizald
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5.2. CYP2B6 gén vizsgalata

A vizsgalt CYP2B6 allélok frekvenciaja és genotipus aranya Hardy-Weinberg
egyensulyt mutatott mind a magyar, mind a roma népcsoportban. Az elemzett citokrom P450
gén varians frekvencia adatait a 7. tablazat tartalmazza.

A CYP2B6 c¢.516G>T varianst illetben a T allél frekvencidja szignifikdnsan
nagyobbnak bizonyult a roma mintakban, mint a magyar populaciés mintakban (33,6%,
illetve 21,4%, p<0.001). A minor allélt homozigdéta formaban hordozok genotipus
frekvencidja szignifikdnsan magasabb volt a roma résztvevok esetében (9,9%) Osszevetve a

magyarok adataival (5,6%) (p=0,018).

7. tablazat A CYP2B6 vizsgalt polimorfizmusanak genotipus- és minor allél frekvencidja.

CYP2B6 Roma mintak Magyar mintak
c.516G>T n=426 (%) n=431 (%)
GG 182 (42,7) 271 (62,9)
GT 202 (47,4) 136 (31,6)
TT 42 (9,9)* 24 (5,6)
T allél frekvencia 33,6 %* 21,4 %

*p<0,05 vs magyar populacio

5.3. CYP2C19 gén vizsgalata

A roma és magyar populacioban kapott CYP2C19 ¢.681G>A polimorfizmus
genotipus- és allélfrekvencia értékek eloszlasat a 8. tablazat tartalmazza. Mind az allél és
mind a genotipus frekvencia adatok Hardy-Weinberg egyensulyt mutattak a roma és a magyar
populdcidban egyarant. Az altalunk vizsgalt roma és magyar populacidban senki sem

hordozta a CYP2C19 ¢.636G>A SNP-t (CYP2C19*3 allélt).
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8. tablazat 4 CYP2CI19*2 polimorfizmus genotipus- és allélfrekvencia eloszlasainak
osszehasonlitisa egészséges magyar és roma populacios mintakban

CYP2C19 Roma n=500 Magyar n=370
) ) Genotipus p
polimorfizmus (%) (%)

CYP2C19*2 GG 318 (63,6) 281 (75,9) <0,001
(c.681G>A) GA 159 (31,8) 85 (23,0) 0,004
(Pro227Pro) AA 23 (4,6) 4(1,1) 0,003
GA+AA 182 (36,4) 89 (24,1) <0,001

A allélfrekvencia 20,5 12,6 <0,001

Osszehasonlitva a roma és magyar populdciot szignifikdns kiilonbséget talaltunk a
CYP2C19 681 varians genotipus frekvencidiban: a GG genotipus eléfordulasa 63,6% volt a
roma ¢€s 75,9% a magyar populacidoban, a GA genotipus 31,8%-ban fordult el6 a roma és 23,0
%-ban a magyar populacidban,a homozigéta mutans AA genotipus 4,6%-ban volt jelen a
roma ¢és 1,1%-ban a magyar populacioban, a GA+AA genotipusok egyiittes eléfordulasa
36,4% volt a roma ¢€s 24,1 % a magyar mintadkban. Tovabbi szignifikans eltérést észleltiink a
varians 681A allél frekvenciajaban a roma és magyar populacio kozott (20,5% vs. 12,5%,
p<0,004).

Ezt kovetden Osszehasonlitottuk a CYP2C19 allél-, genotipus- és a varhato fenotipus
frekvenciakat az altalunk vizsgalt két populacidban €s a kapott adatokat dsszehasonlitottuk az
irodalomban kozzétett egyéb etnikai népcsoportok adataival (11. Tablazat). Meglepd
kiilonbségeket talaltunk a roma és magyar populacidkban a CYP2C19*1 és CYP2C19*2
allélok eloszlasaban. Mig a roma populacioban a CYP2C19*1 all¢l eléfordulasa 79,5 % volt,
addig a magyar populacidoban 87,4%, ezzel szemben a CYP2C19*2 all¢él eléfordulasa a roma
populacidban 20,5% a magyar populacidban 12,6% értéket mutatott p<0,001 szignifikancia
szint mellett.

A leggyakrabban el6forduld CYP2C19 genotipus a magyar és a roma populdcidban
egyarant a vad tipusa *1/*1 volt, ami varhatéan az EM fenotipust hatdrozza meg. Ezen
genotipus eléforduldsa 63,6 % volt a roma és 75,9 % a magyar populacidban (p<0,001). Az
IM fenotipust meghatarozé *1/*2 genotipus frekvencidja szignifikdnsabban magasabb volt a
roma populacioban (31,8%) a magyar populacidhoz viszonyitva (23,0%). A PM fenotipust
meghataroz6 *2/*2 genotipus el6éfordulasa 4,6% a roma és 1,1% a magyar populdcios
mintakban. A *1/*3, *2/*3 és a *3/*3 genotipusok nem fordultak elé az altalunk vizsgalt

roma ¢és magyar mintak egyikében sem.
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Vizsgalataink egyik fontos felismerése, hogy a genotipus adatoknak megfeleléen a
varhatdo PM fenotipus eléforduldsa a roma populécioban négyszer gyakoribb volt, mint a
magyar populacioban. Tovabba a varhat6 IM fenotipus is szignifikdnsan gyakrabban fordult

el6 a roma mintdkban a magyarokhoz viszonyitva.
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6. Eredmények megbeszélése és kovetkeztetések

6.1. CYP2B6 és CYP2D6 gén

Szamos gyogyszer a citokrom P450 enzimeken keresztiil metabolizalodik. Az etnikai
hovatartozas, a genetikai és kornyezeti faktorok egyarant hozzdjarulnak a gydgyszer
metabolizmusban ¢és a terapiara adott valaszban megfigyelt egyénenkénti variabilitashoz [62,
90, 91]. Az enzimrendszer két tagjanak génjei, a CYP2B6 és CYP2D6 alléljai jelentdsen
kiilonboz6 eloszlast mutatnak az egyes etnikumok ko6zott [60, 92].

A kiilonb6z6 populaciok genotipus profilja meghataroz6 az igényelt gydgyszer dozis
szempontjabol. A CYP2B6 ¢és CYP2D6 gének polimorfizmusainak jelenléte klinikai
jelentdséggel bir azon személyekben, akik szlik terapids indexti gydgyszereket szednek, mint
pl. a ciklofoszfamid vagy a tamoxifen [52, 58, 93, 94].

A CYP2B6 génben talalhaté c¢.516G>T varians a felelds egy splicing defektusért,
amely csokkent CYP2B6 expressziot okoz, ezaltal a ciklofoszfamid nagyobb clearance-éhez
¢és rovidebb fél-életidejéhez vezet [92, 95]. A vizsgalt roma és magyar mintak kozott
szignifikans kiilonbséget talaltam az 516T allél gyakorisaga és a TT homozigota genotipus
tekintetében. A CYP2B6 gén ¢.516G>T variansanak el6forduldsa sokkal gyakoribb a roma
csoportban, mint a magyarok kozott, igy kozottik nagyobb a valdszinlisége az eltérd
splicingnak, a csokkent enzim aktivitdsnak és a mellékhatasok kialakulasanak a gyengébb
CYP2B6-medialta gyogyszer metabolizmus kovetkeztében. A roma populdcion belill a
homozigota CYP2B6 516TT genotipus frekvencidja 9,9%-nak bizonyult. Mas népcsoportok
adatai koziil a kenyai populdcioé all ehhez a legkdzelebb (10,1%), ami alacsonyabb, mint az
afrikai és amerikai szarmazasuaké, azonban haromszorosa a kelet-azsiai népcsoportokénak
(3,5%)(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Population?db=core;r=19:4151234
1-41513341;v=rs3745274;vdb=variation;vf=2821587). A magyar mintdk elemzésével nyert
CYP2B6 516T allél frekvencia (21,4%) a més eurdpai populdcidkban (német, spanyol, svéjci
¢és brit) ismert prevalenciahoz képest alacsonyabb. A roma népcsoportban ez a prevalencia

alacsonyabb az Indiaban €16 népességhez viszonyitva (10. Tablazat) [96, 97].
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0. tablazat 4 roma és magyar CYP2D6 *4 és *10 allél frekvencia adatok osszehasonlitasa
korabban publikalt adatokkal

CYP2D6
Populacio n Referenciak
*4 (%) | *10 (%)

Roma 426 225 26,6 Jelen tanulmany

Magyar 431 18,1 20,5 Jelen tanulmany
Tamil 106 6,6 20,3 [98]
Tamil 30 6,7 35,0 [51]
Maléj Indiai 86 8,0 15,0 [99]
Malaj 107 2,8 49,5 [100]
Szingaléz 30 21,7 40,0 [51]
Dél-Indiai 447 7,3 10,2 [101]
Amerikai indian 187 20,8 1,34 [102]
Indiai 125 10,0 26,8 [103]
Eszak-Indiai 300 15,8 NV [104]
Dan 228 21,9 NV [105]
Norvég 151 20,5 NV [106]
Svéd 254 18,5 NV [107]
Német 323 18,6 NV [108]
Holland 765 18,4 NV [109]
Orosz 290 18,2 42 [110]
Kaukézusi 454 18,8 2,8 [111]
Kaukézusi 142 18,2 19,6 [112]

NV, nem vizsgalt
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10. tablazat A roma és magyar mintak CYP2B6 516T allél frekvenciai osszehasonlitva mas
populdciok adataival

Populacio n c.516G>T (%) Referenciak
Roma 426 33,6 tan{ﬁﬁgﬂy
Magyar 431 21,4 tan{ﬁﬁgﬂy
Torok 172 28,0 [96]
Német 215 28,0 [113]
Spanyol 180 23,0 [114]
Svéjci 141 24,8 [115]
Brit 135 28,1 [116]
Dél-Indiai 72 44,0 [97]
Kozép-Amerikai 181 25,0 [114]

A tamoxifen kezelésben részesiilok szamara a CYP2D6 genotipizalas és az alapjan a
varhat6 metabolizalo fenotipus megallapitasa klinikailag nagy jelentéségii [52, 58, 93].

A CYP2D6 gén két vizsgalt variansanak eltéré prevalencidja a kiillonb6zé populaciok
eltérd szarmazasaval magyarazhato. Azsiai populaciokban a CYP2D6*4 allél eldfordulasanak
valoszintisége sokkal kisebb, ellenben a CYP2D6*10-¢é sokkal nagyobb. A kaukazusiak
korében ezzel szemben a *4 allélt meghataroz6 varians az egyik leggyakoribb. A roma és
magyar populdciokban kimutatott CYP2D6*4 ¢s *10 allél frekvencia adatok mas
népcsoportok hasonl6 adataival tértént 6sszehasonlitasat a 9. Tablazatban mutatom be. Mint
a tablazatbol kitlinik, a *4 és *10 allélok gyakorisdga a roma csoportban joval magasabb, mint
a déli és mal4j indian populaciokban. A *4 allél frekvenciaja enyhén emelkedett a romaknal a
szingaléz és az amerikai indian népcsoportokhoz képest. Ezzel szemben a vizsgalt magyar
mintdkban kapott eredmények megfelelnek a mas tanulmanyokban kozolt eurdpai és
kaukazusi népesség adataival, kiilondsen a *4 allél tekintetében. A *10 allélt nem minden
korabbi tanulmany vizsgalta.

Megvizsgaltam a CYP2D6 gén varidnsainak genotipus valtozatait és a tarsuld
fenotipus eloszlast a roma és a magyar mintakban. Az eredményeket a 6. Tablazatban
foglaltam Ossze. Mint azt mar kordbban publikalt tanulmanyok is leirtdk, a kaukazusi

populaciokban megfigyelt fenotipus csoportok gyakorisaga a kovetkezd: ~70% EM, ~20%
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IM, és 8% PM [117]. A vizsgalataimban szereplé magyar (kaukazusi) mintaknal kapott
fenotipus eloszlas: 67,7% EM, 31,3% IM, 0,9% PM. Ezzel szemben a roma mintidk
eredménye 58,5% EM, illetve 41,5% IM. A PM fenotipus (*4/*4 genotipus) a vizsgalt
csoportban nem volt jelen.

Mindezekbdl az a kovetkeztetés vonhato le, hogy a vizsgalt genetikai variansok
gyakorisdga a roma csoportban eltérd a magyar, a kaukazusi és az indiai populacidkhoz
képest. ElsOként ebben a vizsgalatban hataroztuk meg a CYP2B6 és CYP2D6 f6 variansai
alapjan az allél, a genotipus és a fenotipus frekvencidk eloszldsdt a roma és a magyar
populacidokban. A kapott eredmények a kiilonb6zd etnikai csoportok kozotti kiilonbségeket
egyértelmiien aldtdmasztjak. Osszefoglalva megallapithatd, hogy a roma szarmazistak
kockéazata a csokkent CYP2B6 és CYP2D6 protein expressziora a majban ¢és a csokkent
enzim aktivitasra joval nagyobb a magyarokhoz képest, aminek a hatterében a csékkent vagy
hidnyz6 enzim aktivitassal tarsuld variansok gyakoribb eléfordulasa all. Eredményeink arra
utalnak, hogy a genetikai és etnikai tényezdket figyelembe kell venni olyan stlyos betegségek
kezelése eldtt, mint a HIV vagy a rak. Kovetkezésképpen a heterozigota és homozigota
genotipusok meghatarozasa hasznos informacidt nyujthat a klinikai gyakorlatban a hatastalan
terdpia, a nem kivant mellékhatasok €s a toxicitas elkeriilésének szempontjabol, kiilonds

tekintettel a sziik terapias indexii gydgyszerek csoportjara.

6.2. CYP2C19 gén

A CYP2CI19 gyogyszer metabolizalé enzim szdmos klinikailag fontos gyogyszer
aktivalasaért és detoxifikalasaért felelés. A CYP2C19 kiilonboz6 alléljainak frekvenciajaban
mutatkozo inter-etnikai kiillonbségek, mely allélok a normal, kozepes és lassu metabolizalo
klinikai fenotipust hatarozzdk meg (EM, IM, PM), igen fontosak klinikai szempontbdl, mivel
a kiilonb6zd csoportokba tartozo betegek esetében eltérd gydgyszerdozis alkalmazasara van
sziikség ahhoz, hogy a legjobb terapias valaszt, illetve a legkisebb mellékhatast érjiik el. Ezért
aztan kutatasaink soran megvizsgaltuk a CYP2C19 metabolizald enzim major
funkcidvesztéssel jard alléljainak az eléforduldsat egészséges roma és magyar populécioban.
A két populéci6 elkiiloniilt torténelme €s az eltérd hazassagkotési szokéasaik magyardzhatjak a

vizsgalatok soran talalt hasonlosagokat €s kiilonbségeket egyarant.
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A CYP2C19*2 allélfrekvencia legmagasabb értékeit a kelet-azsiai (23,0-45,5%) [118-
128] és az indiai (29,7-41,7%) [129-134] populacioban talaltak, mig a legalacsonyabb
frekvenciak az eurdpai (9,1-18,8%) [109, 110, 135-143] ¢és a nyugat-azsiai (12,0-15,0%)
populaciokban fordulnak el6 [118, 139, 144, 145]. Fontos azonban megemliteni, hogy az a
tény, hogy a CYP2C19*2 varians a kiilonb6z6 etnikai csoportokban hasonldan relative nagy
frekvenciaval fordul eld, arra utal, hogy ez a mutacid meglehetdésen régi, kialakuldsa a
negroid, mongoloid és kaukazoid rasszok szétvalasa el6tti idokre tehetd.

A CYP2C19*3 varians a kiilonb6z6 populdcidkban eltérd gyakorisaggal fordul eld.
Novekvo sorrendben a frekvencia adatok a kovetkezok: eurdpai populacioban 0,0-0,9%,
észak-amerikai populacioban (0,0-0,2%) [118, 146-151], nyugat azsiai (0,0-0,1%), indiai (0,0-
2,2%), afrikai (0,0-3,0%) [152-155] és a kelet azsiai populacioban 1,0-14,0%. Ezzel szemben
a CYP2C19*3 allél nagyon alacsony frekvenciaja vagy teljes hidnya a kiilonb6z6 kaukazusi
populacidban és relative magas eléfordulasa (25%) a mongoloid rassz csoportban arra utal,
hogy ez a muticid nemrégen alakult ki a kaukizusi és a mongoloid rassz csoportok
differencialodasat kdvetden.

A kiilonb6z6 tanulmanyok a CYP2C19 PM fenotipus eléfordulasat 0-25,6%-ban irtak
le a kiilonb6z6 populdciokban. A PM fenotipus legmagasabb incidenciaval a kelet-4zsiai
(5,60-24,0%) és az indiai (9,8-20,2%) populacidban fordult eld. Ezzel szemben a PM atlagban
sokkal alacsonyabb frekvenciaval fordul elé az észak amerikaiakban (1,3-9,0%), afrikaiakban
(0,0-5,3%), europaiakban (0,7-4,3%) és a nyugat azsiaiakban (0,7-3,1%) (lasd 11. Tablazat).

Osszehasonlitva a roma és magyar populdciot, a roma populacidban a CYP2C19*2
varians frekvencidja szignifikansabban magasabb, az IM fenotipus eléfordulasa magasabb és
figyelemre méltd a PM fenotipus négyszeres emelkedése. Mindezek arra utalnak, hogy a
romak korében emelkedett a kockazata annak, hogy karos mellékhatas alakuljon ki CYP2C19
szubsztrattal torténd kezelés esetében.

A gyakran megfigyelt CYP2C19 allél variansok, genotipusok €s a varhatdé EM, IM ¢és
PM fenotipusok el6forduldsa a roma populacioban Osszhangban van az észak indiai
populacidban megfigyelt értékekkel, kivéve a klinikailag relevans CYP2C19*2 allélt, ugyanis
ezen allél frekvencidja szignifikansan alacsonyabbnak mutatkozott a roma populécidoban
[129]. A CYP2C19 gén genotipus és a hozza tartoz6 fenotipus eloszlasa a roma populacioban
egy atmeneti értéket mutat az India kiillonbozd részeirdl szarmazo populaciok és a kaukazusi
populécio értékei kozott.

Erdekes modon az eurdpai kaukazusi populaciokban a CYP2C19*2 allél frekvencia

értéke egy enyhe csokkenést mutat északrol dél felé haladva. Ebben a perspektivaban a
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magyar populacié a gradiens kozepére helyezhetd. Az egyedi etnikai eredete ellenére a
vizsgalt magyar populacioban a CYP2C19*2 ¢s CYP2C19*3 all¢lok frekvencidja hasonlo a
tobbi kaukéazusi populécio allélfrekvencia értékeihez.

Osszefoglalasként elmondhatd, hogy az irodalomban elsdként mi végeztik el a
klinikailag fontos CYP2C19 gén funkcidvesztéssel jaro alléljainak az analizisét egészséges
roma populacidéban. Vizsgalataink sordn azt talaltuk, hogy a roma populécid szignifikdnsan
kiilonbozik a magyar és a kaukazusi populdciotdl, azonban Osszehasonlitva az Indiabol
szarmazo populdciés mintdkkal nem talaltunk kiilonbséget, kivéve a CYP2C19*2 allélt. Ezzel
szemben a mai magyar emberek nem kiilonbdznek szignifikdnsan az egyéb eurdpai kaukazusi
populacioktol a gyakori CYP2C19 varians el6fordulasanak tekintetében. Eredményeink arra
utalnak, hogy a roma emberek fokozott veszélynek vannak kitéve a CYP2C19 szubsztrat
metabolikus és gydgyszervalasz variabiltasa tekintetében Osszehasonlitva a magyar
populacidval. Tekintettel arra, hogy a CYP2C19 variansok, melyek meghatarozzak a terapias
kezelés hatékonysagat, a jelen kutatdsi adataink tovabb hangstlyozzak olyan terdpias
stratégiak sziikségességét, melyek figyelembe veszik a farmakogenomikai faktorokat és azok
populacidspecifikus tulajdonsagait, hogy ezaltal fokozza a klinikai eredményességet ¢€s

csokkentse a karos hatasokat.
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11. tablazat A CYP2C19 gén allél-, genotipus- és varhato fenotipus frekvenciainak
osszehasonlitasa a kiilonbozo etnikai csoportokban

CYP2C19
Populacio
n Allélok Genotipusok Virhaté fenotipus Ref

*1 *2 *3 *1/*1 *1*2 *U*3 0 *2/*2 *2/*3 *3/*3 EM IM PM

Magyar roma 500 795 205 0,0 63,6* 31,8* 0,0 46* 00 0,0 63,6* 31,8* 4,6* jelen

* * vizsg.

Magyar 370 874 126 00 759 230 0,0 11 0,0 0,0 759 230 11 jelen
vizsg.

Magyar 112 826 165 09 - - - - - - 670 312 18 [156]
Eurépa
Holland 765 865 133 0,2 - - - - - - 748 224 28 [109]
Svéd 83 8,0 140 01 710 270 1,0 1,0 0,0 0,0 710 280 10 [136]
Dan 239 840 160 00 715 247 0,0 38 0,0 0,0 715 247 38 [157]
Ferderi 310 818 188 O 66,2 312 O 3,2 0,0 0,0 662 312 32 [137]
Belga 121 909 91 00 835 149 00 1,6 0,0 0,0 835 149 16 [138]
Német 140 850 150 0,0 - - - - - - - - - [140]
Orosz 290 883 114 03 787 190 03 1,7 0,3 0,0 787 193 20 [110]
Horvat 200 850 150 0,0 73,0 24,0 0,0 3,0 0,0 0,0 73,0 240 3,0 [141]
Olasz 360 889 111 00 794 189 0,0 1,7 0,0 0,0 794 189 17 [142]
Gorog 283 869 131 00 759 219 00 2,2 0,0 0,0 759 219 22 [135]
Portugal 153 870 130 00 - - - - - - - - 10  [143]
India
Arja (észak) 121 70,3 29,7 0,0 47,9 44,6 0,0 7,4 0,0 0,0 479 44,6 7,4 [129]
Tamil (dél) 112 59,8 379 2.2 29,5 58,0 2,7 8,0 18 0,0 29,5 60,7 9,8 [130]
Tamil (dél) 292 - - - 34,9 44,2 0,7 19,5 0,7 0,0 349 449 20,2 [131]
Andhra pradesh 115 67,0 33,0 00 460 420 00 120 0,0 0,0 46,0 42,0 12,0 [132]
(dél)
Dravida (dél) 220 - - - - - - - - - 322 528 15,0  [133]
Kerala (dél) 118 68,0 31,0 10 470 420 1,0 9,0 1,0 0,0 470 430 10,0 [132]

Karnataka (dé¢l) 108 60,0 39,0 1,0 390 430 0,0 170 1,0 0,0 390 430 180 [132]
Maharashtrian 139 571 417 1.2 338 453 14 18,7 0,7 0,0 338 46,7 194 [134]
(nyugat)

Gujrati és 164 - - - - - - - - - 896 00 104 [158]
Marwadi
(nyugat)
Afrika
Tanzéniai 251 810 180 10 66,0 30,0 1,0 3,0 0,0 0,0 66,0 31,0 3,0 [152]
(Bantu)
Egyiptomi 247 838 110 02 786 202 04 0,8 0,0 0,0 786 206 08 [153]
Etiop 114 850 140 3,0 75,0 19,0 1,0 3,0 3,0 0,0 75,0 20,0 5,2 [154]
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CYP2C19

Populicio n Allélok Genotipusok Virhato fenotipus Ref
*1 *2 *3  *1*1 <12 *LA3 *2f*2 *2/*3 *3*3 EM IM PM

Zimbabwei 168 87,0 13,0 0,0 770 190 00 4,0 0,0 0,0 770 190 4,0 [155]
(Shona)
Venda 152 783 21,7 0,0 618 329 00 53 0,0 0,0 618 329 53 [155]
Benini 111 87,0 13,0 0,0 739 261 00 0,0 0,0 0,0 739 261 00 [138]
Kelet Azsia
Japan 53 670 230 104 - - - - - - - - - [118]
Japan 217 618 274 108 - - - - - - - - 152 [119]
Japan 186 59,0 29,0 120 - - - - - - - - 18,8  [120]
Kinai Han 101 559 366 74 - - - - - - - - - [121]
Kinai Bai 202 690 260 50 - - - - - - - - 134 [121]
Kinai 121 50,0 455 45 - - - - - - - - 24,0 [122]
Kinai Dai 193 66,3 30,3 34 - - - - - - - - 9,3 [123]
Mongol kinai 280 72,0 240 4,0 510 350 60 6,0 1,0 1,0 510 410 80 [124]
Tajvani kinai 118 63,0 320 55 - - - - - - - - - [118]
Malajziai kinai 68 590 310 100 368 382 59 59 118 15 368 441 192 [125]
Malaj 142 66,0 28,0 6,0 420 400 6,0 6,0 6,3 1,0 420 46,0 134 [125]
Maljj 54 720 230 50 500 370 74 3,7 19 0,0 500 444 46 [125]
Malajziai indiai 20 630 380 0,0 350 550 00 100 0,0 0,0 350 550 10,0 [125]
Tajvani 179 626 324 50 365 449 6,7 8,4 3,4 0,0 36,5 516 118 [126]
Filippino 52 540 390 8,0 - - - - - - - - 23,0 [118]
Koreai 103 675 209 117 - - - - - - - - 11,7 [127]
Burmai 127 66,0 30,0 4,0 441 394 55 9,4 1,6 0,0 441 449 110 [128]
Burmai thai 774 680 290 3,0 445 426 3,7 6,7 2,1 0,4 445 463 9,2 [128]
Burmai karen 131 710 28,0 1,0 51,1 397 08 7,6 0,8 0,0 51,1 405 84 [128]
Vietnami 90 620 240 140 - - - - - - - - 20,0 [122]
Nyugat Azsia
Torok 404 870 120 04 760 223 074 09 0,0 0,0 760 230 1,0 [139]
Izraeli zsido 140 84,0 150 1,0 70,7 264 14 2,0 0,0 0,0 70,7 278 20 [145]
Szaud-arabiai 97 850 150 0,0 - - - - - - - - 2,0 [118]
[rani 147 86,0 130 1,0 741 252 06 0,0 0,6 0,0 741 252 0,68 [144]
Irani 200 86,0 140 00 750 220 00 3,0 0,0 0,0 750 220 30 [159]
Eszak Amerika
Kanadai benszilst 115 80,9 19,1 0,0 - - - - - - - - 7,0 [146]
Kanadai 152 88,0 12,0 0,0 - - - - - - - - - [147]
eszkimo
Afro-amerikai 517 810 190 0,0 66,0 300 00 3,0 0,1 0,0 66,0 300 31 [148]
Afro-amerikai 76 809 191 0,0 480 270 00 1,0 0,0 0,0 48,0 1,3 [149]
Afro-amerikai 100 84,0 16,0 0,0 700 280 00 2,0 0,0 0,0 700 280 20 [150]
Afro-amerikai 108 750 250 0,0 610 400 00 7,0 0,0 0,0 610 400 65 [118]
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CYP2C19

Populicio n Allélok Genotipusok Virhato fenotipus Ref
*1 *2 *3  *1*1 <12 *LA3 *2f*2 *2/*3 *3*3 EM IM PM

Mexikoi 346 90,2 97 0,1 - - - - - - - - - [151]
amerikai
Dél Amerika
Kolumbiai 189 912 88 0,0 836 153 0,0 1,1 0,0 0,0 836 153 11 [160]
mesztic
Brazliai  benszilt 183 89,6 104 0,0 - - - - - - - - - [161]
Kaukazusi 615 831 169 0,0 - - - - - - - - - [161]
brazil
Afrikai brazil 99 798 20,2 0,0 - - - - - - - - - [161]
Mulatt brazil 315 835 165 0,0 - - - - - - - - - [161]
Boliviai 778 921 78 0,1 853 135 01 1,0 0,0 0,0 853 136 1,0 [162]
Oceania
Vawau  cendes 553 22,3 633 144 - - - - - - - - 61,0 [72]
Ooeani szigetek 8
Ausztraliai 227 50,1 355 143 - - - - - - - - 25,6  [163]
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7. Eredmények osszefoglalasa

1. Mindkét CYP2D6 varianst vizsgalva szignifikdnsan emelkedett varidns
allélfrekvenciat talaltunk a roma populacidos mintdkban a magyarokhoz képest, mig a
homozigéta varidns genotipus csak a c.100C>T polimorfizmus esetén volt

szignifikdnsan emelkedett a roma csoportban.

2. A CYP2D6 genotipusok alapjan a varhato leggyakoribb fenotipus mindkét csoportban
az extenziv metabolizdlo fenotipus volt. A gyengén metabolizdldo fenotipust
meghataroz6 CYP2D6 *4/*4 genotipus a roma populacioban nem volt detektalhato.
Az intermedier metabolizald fenotipust meghatarozé leggyakoribb genotipus mindkét

vizsgalt populacioban a CYP2D6 *4/*10 volt.

3. A CYP2B6 gén c.516G>T polimorfizmusanak vizsgéalata soran kideriilt, hogy a roma
csoportban mind a homozigéta varians TT genotipus, mind pedig az 516T SNP
gyakorisdga szignifikdnsan magasabb a romakban, mint a magyar populaciébol

szarmazo mintakban.

4. A CYP2C19*3 allél sem a roma, sem a magyar mintdkban nem volt kimutathat6. A
CYP2C19*2 polimorfizmus tekintetében a varians allél hordozasa és a homozigota
varians genotipus gyakorisdga is a roma mintakban volt szignifikdnsan magasabb,

mint a magyarokban.

5. A CYP2C19*2 varians altal definialt intermedier fenotipust meghatarozo *1/*2
genotipus és a gyengén metabolizald fenotipust eredményezé *2/*2 genotipus szintén

romakban volt szignifikdnsan magasabb.

6. A kapott CYP2D6 variansok gyakorisaga roma populacioban az indiai értékekhez
kdzelit, magyar mintdkban pedig a kaukazusi populaciokhoz. CYP2B6 tekintetében a
roma mintdk eredményei a kaukazusi értékekhez kozelitenek, magyar mintak értékei
viszont alacsonyabbnak bizonyultak mas kaukdzusi populdciohoz képest. A
CYP2C19*2 és *3 allélok frekvencidja magyar populacioban hasonlé a tobbi
kaukézusi populacio allélfrekvencia értékeihez, a roma populdcios érték a kaukazusi

¢és az indiai értékek kozott helyezkedik el.
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Background: Cytochrome P450 2B6 and 2D6 are important enzymes in human drug metabolism. These
phase I enzymes are known to contribute the biotransformation of clinically important pharmaceuticals,
including antidepressants, anticancer and anxiolytic drugs. The aim of this work was to determine the
pharmacogenetic profile of CYP2B6 and CYP2D6 in Roma and Hungarian population samples.

Methods: A study population of 426 healthy Roma and 431 healthy Hungarian subjects were
characterized for CYP2B6 c¢.516G>T, CYP2D6 c.100C>T and c.1846G>A polymorphisms using

Ié%"zvggds’ predesigned TagMan Drug Metabolism Genotyping Real Time-PCR assays.
CYP2D6 Results: We found significant differences in the presence of CYP2B6 c.516G>T (p < 0.001), CYP2D6

Pharmacogenetics ¢.100C>T (p = 0.003) and c.1846G>A (p = 0.022) between Hungarian and Roma population. The 516T
Roma allele frequency was 33.6% in the Roma group, 21.4% in Hungarians, whereas the minor CYP2D6 100T
Hungarian allele was present in 26.6% in Romas and 20.5% in Hungarians. The 1864A allele frequency was 22.5%
in Roma and 18.1% in Hungarian samples. A significant increase was found in genotype frequencies
for homozygous minor allele carrier Roma participants compared to Hungarians for CYP2B6 516TT
and CYP2D6 100TT. The following CYP2D6 genotypes were identified in Roma samples: *1/*1 (55.4%),
*1/*4 (2.1%), *1/*10 (3.1%), *4/*10 (38.7%), *10/*10 (0.7%).
Conclusion: Our results demonstrate an increased minor allele frequency for CYP2B6 and CYP2D6
polymorphisms in Roma samples that implies clinical significance in this ethnic group.
© 2014 Institute of Pharmacology, Polish Academy of Sciences. Published by Elsevier Urban & Partner Sp.
z 0.0. All rights reserved.

Introduction CYP2B6 enzyme influences the metabolism of 3-12% of drugs

and xenobiotics [9]. The CYP2B6 gene maps on chromosome 19, at

Cytochrome P450 2B6 (CYP2B6) and 2D6 (CYP2D6) play arole in
several metabolic pathways of numerous medications, such as
antidepressants (anandamide), anxiolytics (sertraline), opioid
analgesic (methadone) and anticancer drugs (tamoxifen and
cyclophosphamide) [1-4]. These genes are characterized by
significant genetic variability causing inter-individual differences
in required dose, drug response and side effects [5-8].
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19q13.2. In the human CYP2B6, the functional wild-type allele
(CYP2B6*1) multiple single nucleotide polymorphisms (SNPs) and
splice variants are known to influence the mRNA function and
protein expression leading to decreased enzyme activity
[5,9,10]. The ¢.516G>T (p.GIn172His, rs3745274) polymorphism
is located in exon 4 of the CYP2B6 gene and results in an amino acid
change from glutamine to histidine at position 172 in the amino
acid sequence [11]. This SNP is responsible for aberrant splicing,
may be the causal variant for decreased CYP2B6 expression and
function [10]. It has been previously reported that the common *6
allele with two non-synonymous variants (c.516G>T, p.GIn172His
and c.785A>G, p.Lys262Arg) results in low protein expression,
furthermore it is closely associated with the splice variant 1 (SV1)
lacking exons 4-6 [10,12]. Clinical significance of CYP2B6*6 allele
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has been implicated in cyclophosphamide and efavirenz therapy
[13,14]. The CYP2B6%6 allele is observed at considerably different
frequencies (about 15 to over 60%) in various ethnic groups [5].

The CYP2D6 gene is located on human chromosome 22 at
22q13.1-13.2 encoding CYP2D6 enzyme. This phase I enzyme is
responsible for the metabolism of approximately 25% of all drugs
[15]. Nucleotide variations of this CYP have various effects on
CYP2D6 protein expression via amino acid changes, splicing defect,
gene deletion, frameshift mutation. [16]. The c.1846G>A
(rs3892097) polymorphism as a characteristic component of *4
non-functional allele leading to splicing defect contributes to the
poor metabolizer (PM) phenotype [17-19]. The homozygous
individuals for *4 are at increased risk for toxicities or lack of
efficacy due to enzyme inactivity [20,21]. Another major SNP in
CYP2D6 responsible for the altered phenotype is ¢.100C>T
(p.Pro34Ser, rs1065852) as part of both the non-functional
CYP2D6*4 and the reduced function CYP2D6*10 allele [22]. In
populations with Asian ancestry *10 allele have extremely great
prevalence (38-50%) [23,24]. Homozygous *10/*10 genotype
results in the intermediate metabolizer (IM) phenotype, which
are also at risk for adverse events and lack of effectiveness,
although not as severe as PMs due to the residual activity of
CYP2D6*10 [25].

The Roma (Gypsy) population size is estimated to be about 12—
15 million in the world. From this, 10-12 million people reside in
Europe [26]. Seventy percent of European Roma population is
concentrated in Central and South-Eastern Europe. Hungary has
the fourth largest Roma population in Europe, around 70,0000-1
million people [26]. Evidence suggests that the Roma people
descend from northwest India [27-29]. The Roma population is an
ethnic group in Europe with considerably low socioeconomic
status, life expectancy, education level, employment rate [30]. The
general morbidity and infant mortality rate is increased, they more
often suffer from long-term illnesses (cardiovascular diseases,
cancers, asthma), discomfort, anxiety and depression compared to
the general European population [30-33].

The aim of this study was to determine the frequencies of
CYP2B6 (c.516G>T) and CYP2D6 (c.100C>T and c.1846G>A)
polymorphisms in Roma and Hungarian population samples and
to assess the interethnic differences between the two groups and
to compare to other populations.

Materials and methods
Study population

A total of 426 Roma (151 males, 275 females; mean age
43.3 4 10 years) and 431 Hungarian (248 males, 183 females; mean
age 37.6 £ 13 years) samples were recruited in this study. DNA
samples with accompanying personal data were derived from healthy
Caucasian Hungarians and healthy Roma subjects from Hungary.
Informed consent was obtained from all subjects. Roma people
declared their same Roma ethnicity and origin and the Hungarian
people made a pronouncement were not a member of any minor
ethnic group. Both populations belong to the same generation. The
DNA samples were from the central Biobank of the University of Pecs,
which is the part of the National Biobank Network of Hungary. The
maintenance and governance principles of the Biobank has approved
by the National Scientific Research Ethics Committee (ETT TUKEB,
Budapest, Hungary). During the sample collection and management
of data the 1975 Helsinki Declaration was followed.

Molecular methods

Genomic DNA was isolated from peripheral EDTA-anticoagu-
lated blood samples using desalting technique. We applied

predesigned TagMan Drug Metabolism Genotyping RT-PCR assays
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) to identify the following
three CYP single nucleotide polymorphisms: CYP2B6 c.516G>T
(rs3745274) [C_7817765_60], CYP2D6 c.100C>T (rs1065852)
[C_11484460_40] and CYP2D6 <c.1846G>A (rs3892097)
[C_27102431_DO0]. The PCR amplification was carried out using
a Chromo4 Real-Time PCR Detector (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
with the following conditions: incubation for 30 s at 95 °C, then
40 cycles of denaturation for 10s 95 °C, annealing and primer
extension for 30 s at 60 °C. The genotypes were analyzed using M]
Opticon Monitor Analysis Software Version 3.1. Direct sequencing
was performed by ABI PRISM 3100 AVANT Genetic Analyser
(Applied Biosystems, CA, USA) on random samples to confirm our
results.

Statistical analysis

Statistical analyses were performed using SPSS Statistics
20.0 package for Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). We
applied Chi-square test to compare the differences between
studied groups, p <0.05 value was considered as statistically
significant.

Results

All CYP2B6 and CYP2D6 allele frequencies and genotype rates
were in Hardy-Weinberg equilibrium in both of Hungarian and
Roma groups. The prevalence rates of the examined three
cytochrome P-450 gene variants are presented in Tables 1 and 2.

For CYP2B6 c.516G>T the T allele frequency was significantly
higher in the Roma group than in Hungarian population (33.6% vs.
21.4%, respectively, p < 0.001). A significant increase was found in
genotype frequencies for homozygous minor allele carrier in Roma
participants (9.9%) compared to Hungarians (5.6%) (p = 0.018).

Furthermore, a significant increase was found in minor allele
frequencies for both CYP2D6 variants when comparing Roma
subjects to Hungarians. The minor CYP2D6 100T allele frequency
was 26.6% in Roma and 20.5% in Hungarian samples (p = 0.003).
The same result was observed when we compared the two groups
for CYP2D6 c.1864G>A polymorphism. We found higher frequency

Table 1
Genotypes and minor allele frequencies of CYP2B6 polymorphisms.
CYP2B6 ¢.516G>T Roma Hungarian
n=426 (%) n=431 (%)
GG 182 (42.7) 271 (62.9)
GT 202 (47.4) 136 (31.6)
TT 42 (9.9)* 24 (5.6)
T allele frequency 33.6%" 21.4%
# p<0.05 vs. Hungarians.
Table 2
Genotypes and minor allele frequencies of CYP2D6 polymorphisms.
Roma Hungarian
n=426 (%) n=431 (%)
CYP2D6 c.100C>T
cC 245 (57.5) 281 (65.2)
CT 135 (31.7) 123 (28.5)
TT 46 (10.8)* 27 (6.3)
T allele frequency 26.6%" 20.5%
CYP2D6 c.1846G>A
GG 252 (59.2) 298 (69.1)
GA 156 (36.6) 110 (25.5)
AA 18 (4.2) 23 (5.3)
A allele frequency 22.5%° 18.1%

? p<0.05 vs. Hungarians.
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Table 3
Genotype frequencies and the predicted phenotype of CYP2D6 polymorphisms.

Phenotypes Genotypes Genotype frequency
Roma, n=426 (%) Hungarian, n=431 (%)

EM *1/*1 236 (55.4) 270 (62.6)

*1/*10 13 (3.1) 22 (5.1)
IM *10/*10 3(0.7) 6(1.4)

*1/*4 9(2.1) 7 (1.6)

*4[*10 165 (38.7) 122 (28.3)
PM *4[*4 - 4 (0.9)

EM, extensive metabolizer; IM, intermediate metabolizer; PM, poor metabolizer.

of the detrimental 1864A allele in Roma population compared to
Hungarians (22.5% vs. 18.1%, p=0.022). Regarding the CYP2D6
polymorphisms we found significantly (p=0.017) increased
prevalence for TT homozygous genotype for c.100C>T in Roma
population compared with Hungarians (10.8% vs. 6.3%), for
c.1846G>A polymorphism the homozygous AA genotype rate
was lower in Roma samples compared with Hungarians (4.2% vs.
5.3%, p = 0.446).

The CYP2D6 genotypes and the related predicted phenotypes
are presented in Table 3. In Roma subjects the following CYP2D6
genotypes were identified with the following occurrence: *1/*1
(55.4%), *1/*4 (2.1%), *1/*10 (3.1%), *4/*10 (38.7%), *10/*10 (0.7%)
and *4/*4 was not detectable. In Hungarian samples the genotypes
were: *1/*1 (62.6%), *1/*4 (1.6%), *1/*10(5.1%), *4/*10 (28.3%), *10/
*10 (1.4%) and *4/*4 (0.9%).

Discussion

Ethnicity, genetic and environmental factors contribute to
inter-individual variability in drug metabolism and response
[34]. Several drugs are metabolized through cytochrome P450
enzymes [8,9,35]. Two members of this enzyme system including
CYP2B6 and CYP2D6 show marked interethnic differences in allele
distribution [7,36]. Genotype profile defines distinct dose require-
ments in different populations [37]. The presence of polymor-
phisms in CYP2B6 and CYP2D6 has clinical relevance in patients
treated with medications with narrow therapeutic window such
as cyclophosphamide and tamoxifen [4,23,38-43].

The c¢.516G>T polymorphism in CYP2B6 gene is responsible for
a splicing defect resulting in low CYP2B6 expression, higher
clearance and shorter half-life of cyclophosphamide [36,44]. We
found significant differences between Roma and Hungarian
samples in 516T allele frequencies and TT homozygous genotype.
The occurrence of CYP2B6 c.516G>T polymorphism is more
common in Roma people than in Hungarians, thus they have a
greater likelihood for aberrant splicing, reduced protein activity
and side effects through impaired CYP2B6-mediated drug metab-
olism. Homozygous CYP2B6 516TT genotype was found with a
frequency of 9.9% in Roma population. This rate is the closest to
data from Kenya (10.1%), lower than in African and American
people, but almost threefold higher than in East Asian populations
(3.5%) [45]. The obtained Hungarian CYP2B6 516T allele frequency
(21.4%) is less than in other European populations (German,
Spanish, Swiss and British). In Romas this prevalence is lower than
the reported data from India (Table 4) [46,47].

Genotyping of CYP2D6 and prediction of a metabolizer
phenotype have clinical relevance in tamoxifen treated patients
[4,23,38]. In CYP2D6 the examined two SNPs have altered
prevalence in dissimilar populations because of various descents
[41]. Asian populations are less likely to possess CYP2D6%4 allele,
but have a higher likelihood for CYP2D6*10 [48]. In contrast, *4 is
one of the most common variant alleles in Caucasian people

Table 4
CYP2B6 516T allele frequencies in Roma and Hungarian samples compared other
population data.

Population n c.516G>T (%) References
Roma 426 33.6 Current study
Hungarian 431 214 Current study
Turkish 172 28.0 [46]

German 215 28.0 [49]

Spaniard 180 23.0 [50]

Swiss 141 24.8 [51]

British 135 28.1 [52]

South Indian 72 44.0 [47]

Central American 181 25.0 [50]

[48]. The observed CYP2D6 *4 and *10 allele frequencies in Roma
and Hungarian populations compared to other nations are shown
in Table 5. As Table 5 presents, our Roma results for *4 and *10
allele are markedly higher than South and Malay Indian population
rates. For *4 we obtained a slightly elevated allele frequency in
Roma samples compared to Sinhalese and American Indian
populations. In contrast, our Hungarian results reflect other
European and Caucasian population data in particular for *4. The
*10 allele was not determined in several studies.

We also investigated the genotypical alterations and the
predicted phenotype distribution in point of CYP2D6 polymor-
phisms between Roma and Hungarian samples. The obtained
CYP2D6 genotypes and predicted phenotypes are presented in
Table 3. As reported, in Caucasians the occurrence of phenotype
groups is ~70% are EMs, ~20% are IMs and 8% are PMs [41]. In our
investigation of Hungarian Caucasian samples the following
frequencies were obtained: 67.7% were EMs, 31.3% were IMs,
0.9% were PMs. In contrast, in Roma samples the rates were 58.5%,
41.5% for EMs and IMs, respectively. The PM phenotype (*4/*4
genotype) was not present.

In conclusion, the examined genetic polymorphisms in Roma
samples differ from Hungarian, Caucasian and Indian populations.
This is the first study that determines the distribution of allele,
genotype and phenotype frequencies of major variants of CYP2B6
and CYP2D6 in Roma and Hungarian population samples. The
results of this work reveal the interethnic differences in point of
various populations. Summarizing our findings, Roma people have
greater risk for lower hepatic CYP2B6 and CYP2D6 protein

Table 5
Comparison of CYP2D6*4 and *10 allele frequencies of Romas and Hungarians in
relation to previously published data.

Population n CYP2D6 References
*4 (%) *10 (%)

Roma 426 22.5 26.6 Current study
Hungarian 431 18.1 20.5 Current study
Tamil 106 6.6 20.3 [53]

Tamil 30 6.7 35.0 [22]
Malay Indian 86 8.0 15.0 [54]
Malay 107 2.8 49.5 [23]
Sinhalese 30 21.7 40.0 [22]

South Indian 447 7.3 10.2 [55]
American Indian 187 20.8 1.34 [56]
Indian 125 10.0 26.8 [57]

North Indian 300 15.8 ND [58]
Danish 228 219 ND [59]
Norwegian 151 20.5 ND [60]
Swedish 254 18.5 ND [61]
German 323 18.6 ND [62]
Netherlands 765 184 ND [63]
Russian 290 18.2 4.2 [64]
Caucasian 454 18.8 2.8 [65]
Caucasian 142 18.2 19.6 [66]

ND, not determined.
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expression and activity due to the more frequent presence of
reduced and non-functional variants when compared to Hungar-
ians. Our results suggest, one should consider the genetic and
ethnic background before treating severe diseases such as cancer
or HIV. We conclude, identification of heterozygous and homozy-
gous genotypes may provide useful information in clinical practise
to avoid resistance, adverse side effects and toxicity particularly
with medications of narrow therapeutic range.
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Abstract The purpose of our study was to characterise
the CYP2C19%2 and CYP2C19*3 alleles in healthy Roma
and Hungarian populations. DNA of 500 Roma and 370
Hungarian subjects were genotyped for CYP2CI19*2
(G681A, 1s4244285) and CYP2C19%*3 (G636A, rs4986893)
by PCR-RFLP assay and direct sequencing. Significant
differences were found comparing the Roma and Hungar-
ian populations in CYP2CI19 681 GG (63.6 vs. 75.9 %),
GA (31.8 vs. 23.0 %), AA (4.6 vs. 1.1 %), GA+AA (364
vs. 24.1 %) and A allele frequencies (0.205 vs. 0.125)
(p < 0.004). Striking differences were found between
Roma and Hungarian samples in CYP2CI19*1 (79.5 vs.
87.4 %) and CYP2CI19*2 (20.5 vs. 12.6 %) alleles,
respectively (p < 0.001). None of the subjects was found to
carry the CYP2C19%*3 allele. Frequencies of the interme-
dier metabolizer phenotype defined by the *1/*2 genotype
(0.318 vs. 0.230, p < 0.005) and poor metabolizer pre-
dicted by the *2/*2 genotype (0.046 vs. 0.011, p < 0.005)
was significantly higher in Roma than in Hungarians,
respectively. Genotype distribution of the Roma population
was similar to those of the population of North India,
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however, a major difference was found in the frequency of
the CYP2C19%*2 allele, which is likely a result of admixture
with European lineages. In conclusion, the frequencies of
the CYP2C19 alleles, genotypes and corresponding exten-
sive, intermediate and poor metabolizer phenotypes studied
here in the Hungarian population are similar to those of
other European Caucasian populations, but display clear
differences when compared to the Roma population.

Keywords CYP2C19%2(G681A)-CYP2CI19*%3(G636A)-
Hungarian - Interethnic differences - Roma

Introduction

Cytochrome P450 2C19 (CYP2C19) is responsible for the
metabolism of the antiplatelet drug clopidogrel, proton-
pump inhibitors such as omeprazole, most of antiepileptics
like mephenytoin, certain antidepressants and the antima-
larial drug proguanil [1, 2]. The CYP2C19 gene is highly
variable and has over 20 variants, which are listed on
Human Cytochrome P450 Allele Nomenclature Committee
website (http://www.cypalleles.ki.se/cyp2c19.htm). Inter-
individual differences in enzyme activity caused by these
variants divide the population into extensive (EM), inter-
mediate (IM) and poor (PM) metabolizer phenotypes [2, 3].
The PM phenotype confers a genetic predisposition to
excessive therapeutic effect and adverse effects when using
a normal dosage. According to CPIC guideline, if clinical
genotyping identifies a patient as a CYP2C19 PM, current
literature supports the use of an alternative compound,
provided it is not contraindicated clinically [4-8].

Two most important functional polymorphisms of the
CYP2CI9 gene are responsible for intra- and inter-indi-
vidual variability in drug effect and toxicity. The CYP2C19
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G681A variant introduces a splicing defect and produces a
premature stop codon which results in a truncated, non-
functional protein [2]. This SNP (single nucleotide poly-
morphism) defines the CYP2C19*2 allele. The G636A
change in the cDNA results in a premature termination
codon and this is the defining SNP of the CYP2C19*3
allele [2].

The clinical pharmacogenetics implementation consor-
tium (CPIC) guideline for clopidogrel, several food and drug
administration (FDA) drug labels (e.g. clopidogrel, prasu-
grel, diazepam, esomeprazole, lansoprazole, omeprazole,
citalopram) and the European Medicines Agency‘s (EMA)
drug label on clopidogrel contains pharmacogenetics infor-
mation regarding the clinically most relevant loss-of-func-
tion alleles and poor metabolizers, which are associated with
diminished responses to treatment (www.fda.gov) [4, 9].
Gain-of-function alleles, like CYP2C19*17, are not men-
tioned in current drug labels, since there are no sufficient
clinical data on their practical significance. However, they
may require more attention in the future.

The frequencies of above mentioned two most common
loss-of-function alleles of CYP2CI9 gene exhibit ethnic
differences. The 1,000 Genome Project reports a wide
range of allele frequencies of the CYP2C19%2 allele in
different populations and races: 0.133 CEU (Utah residents
with ancestry from northern and western Europe), 0.308
CHB+JPT (Han Chinese in Beijing, China+ Japanese in
Tokyo, Japan), 0.169 YRI (Yoruba in Ibadan, Nigeria), and
0.058 for the CYP2C19*3 allele in CHB+JPT. According
to HapMap data the population frequencies for
CYP2C19%2 are the following: CEU 0.155, CHB 0.256,
JPT 0.284, YRI 0.144 (www.ensembl.org). Asian popula-
tions have higher frequencies of the CYP2C/9*2 and
CYP2C19%*3 alleles than Caucasian White, Black or His-
panic populations. Of particular note are the Pacific
Islander populations of Papua New Guinea and Vanuatu,
where very high frequencies of the *2 and *3 alleles may
be of strong clinical significance for the prophylaxis of
malaria with the CYP2CI9 substrate drug proguanil [10].
The two loss-of-function, CYP2CI19*2 and *3, alleles
account for 99 % of PM subjects in Asians and approxi-
mately 87 % of White PMs [11]. Besides, the prevalence of
the PM phenotype is 2-5 % in Caucasians and Africans
and 10-23 % of East Asian populations [12].

Regarding the great clinical importance of CYP2CI19
gene, a genome-wide association study (GWAS) of 429
healthy Amish people confirmed that the CYP2C19%*2
loss of function variant was associated with diminished
platelet response to clopidogrel treatment and poorer
cardiovascular outcomes [13]. According to this, the
importance of CYP2C19 loss-of-function alleles in clini-
cal pharmacogenetics is underlined by the fact that the
FDA has released guidelines with pharmacogenetics-
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based recommendations on the dosage of several
CYP2CI9 substrates (www.fda.gov). Similarly to FDA,
the European Society of Cardiology and the EMA has
incorporated CYP2CI9 genetic information about PM
predicting genotype into the updated clopidogrel medicine
label (2010 March).

Regarding the high clinical importance of CYP2CI9
gene in drug therapy, it is important not only to evaluate
the CYP2CI9 genotype of the volunteers, but also the
general frequency of its polymorphisms in representative
population samples from different ethnic groups. The
Roma (Gypsy/Romani) minority forms the largest ethnic
group in Hungary with specific genetic background [14]. It
is well known, Roma minorities are dispersed everywhere,
and by estimations the Roma population is as high as §-10
million in Europe and ~12 million in the world [15].
Studies on Y-chromosome markers and mitochondrial
DNA lineages supported North—West India as the likely
origin for the Roma group [15-27]. A low rate of inter-
ethnic marriages in Roma population is present, and it is
most probably responsible for preserved ancient genetic
structure of this ethnic group. In contrast, Hungarians live
in Europe for thousands of years, however they are origi-
nated from the Eastern-Ural region [28-30]. Several stud-
ies have shown that Hungarians are genetically
heterogenous, which reflects recent admixture events with
neighbouring populations do to wars and migrations [31].

In accordance with this, the ancestry and the genetic
composition of Roma and Hungarian populations differ
from the European Caucasians. Previous studies of several
pharmacogenetically relevant genes already revealed dif-
ferences in genetic structure of Roma and Hungarian
populations [32—-34]. According to the literature, there is no
report on the prevalence of the common CYP2C19 allelic
variants in the world-wide spread populations of Roma
people. In a study on the Hungarian population several
CYP2C19 alleles were characterized, however an unrep-
resentative sample size was examined and methods dif-
ferent from the present study were used [35]. The objective
of this study was to determine the frequencies of
CYP2C19%2 and CYP2C19%3 variant alleles in Roma and
Hungarian populations, to compare our data to other pop-
ulations, mainly to Indians and Caucasians studied, and
review the population distribution of CYP2CI9 alleles,
genotypes and predicted phenotype.

Materials and methods

Study population

The DNA samples were obtained from the central Biobank
of the University of Pecs that is part of the National Biobank
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Network of Hungary (www.biobank.hu), as well as the
pan-European Biobanking and Biomolecular Resources
Research Infrastructure (BBMRI) (http://www.bbmri.eu/
bbmri/). The governance principles and maintenance man-
agement of the Biobank had been approved by the Hun-
garian National Research Ethics Committee. During the
collection and analysis of DNA samples and processing of
the accompanying clinical and personal data the guidelines
and regulations of the Helsinki Declaration in 1975 and the
currently operative national regulations were followed.
Informed consent was obtained from all study subjects.
DNA samples from a total of 370 healthy Hungarians (176
males and 194 females, mean age 50 &£ 19 years, range:
20-98 years) and 500 healthy Roma subjects (178 males
and 322 females, mean age 39 4 16 years, range:
18-94 years) were used in the study.

Molecular methods

Genomic DNA was isolated from peripheral leukocytes
using routine salting out method, and was stored DNA with
the volunteers informed consent. Three polymorphisms of
the CYP2C19 (MIM*124020, 10q23.33) gene including
CYP2C19%2 (splicing defect, exon 5), CYP2C19*3 (exon
4) were analyzed. Genomic sequences deposited into the
GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) were
used for primer design.

Genotyping was carried out using polymerase chain
reaction (PCR) followed by restriction endonuclease
digestion (RFLP). For detection of the G681A (Pro227Pro,
rs4244285) polymorphism the following primers were
used: 5-AATTTTCCCACTATCATTGATTATTTCTC-3
and

5"-TCTGTTCATATCCTTCACTCACTTTTT-3'.
Underlining in the sequence indicates mismatch base
introduced to generate artificial cleavage site. The G636A
(Trp212Ter, 1rs4986893) SNP was detected using the fol-
lowing set of primers: 5-ATTGTTTCCAATCATT
TAGCTTCAC-3’ forward and 5'-ACTTCAGGGCTTGGT
CAATA-3' reverse. PCR amplification was carried out in a
final volume of 50 pl on an MJ Research PTC 200 thermal
cycler. PCR conditions were as follows: predenaturation for
2 min at 96 °C, followed by 35 cycles of denaturation for
30s at 95 °C, annealing for 30 s by primer specific

temperature, primer extension for 30 s at 72 °C, the final
extension at 72 °C for 5 min. Annealing temperatures for the
G681A and G636A primers were 60 and 54 °C, respectively.

Ten pl PCR product of the G681A and G636A primers
was digested by HpyF3I and BamHI restriction enzymes,
respectively. The digested PCR products were separated by
electrophoresis using a 3 % agarose gel stained with ethi-
dium bromide and visualized by an UV transilluminator. In
the amplicons of the G681A polymorphism a control
obligatory cleavage site was used to monitor the efficacy of
the digestion. In samples with 681 GG genotype the HpyF31
cleaves the 530-bp long PCR product into 187- and 243-bp
fragments. If the 681 A allele was present in homozygous
form, 27-, 160-, 343-bp fragments could be detected. The
269-bp amplicon of the G636A SNP in the samples with GG
genotype was digested into 96- and 173-bp long fragments.
In contrast, in AA homozygotes the recognition site of the
enzyme was missing, resulting in no digestion.

As part of quality control the following procedures were
carried out. All the CYP2C19*2 homozygote variant
samples from the PCR-RFLP assays were direct sequenced
with the same primers utilizing an ABI PRISM 3100
AVANT genetic analyzer. As internal controls we used to
test the validity of RFLP assay, we used the direct
sequenced normal, heterozygouse and homozygous sam-
ples as internal controls by prepared agarose gels. To test
the RFLP protocol applied for CYP2C19*3 allele detection
we used the same re-sequencing method for 10 % of ana-
lyzed samples.

Statistical analysis of data

Statistical significance (p < 0.05) was assessed by ¥ test
to compare the differences between studied groups. Sta-
tistical analyses were performed applying Excel for Win-
dows and SPSS 11.5 package for Windows (SPSS Inc.,
Chicago, IL).

Results
The allele and genotype frequencies of the CYP2CI9

G68I1A polymorphism in Roma and Hungarian populations
are shown in Table 1. The allele and genotype frequencies

Table 1 Genotype and allele

frequencies of CYP2C19%2 CYP2C19 polymorphism Genotype Roma n = 500 Hungarian n = 370 4

polymorphism in healthy Roma (%) %)

and Hungarian population CYP2C19%2 (G681A) GG 318 (63.6) 281 (75.9) <0.001

samples (Pro227Pro) GA 159 (31.8) 85 (23.0) 0.004
AA 23 (4.6) 4 (1.1) 0.003
GA + AA 182 (36.4) 89 (24.1) <0.001
A allele frequency 0.205 0.126 <0.001
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were in Hardy—Weinberg equilibrium both in Roma and
Hungarian subjects. None of the subjects in our study
populations of Roma and Hungarian samples was found to
carry the CYP2C19 G636A SNP (CYP2C19%*3 allele).

Significant differences were found when we compared
the genotype frequencies of the CYP2CI19 681 variant in
the Roma and Hungarian populations: GG 63.6 versus
759 %, GA 31.8 versus 23.0 %, AA 4.6 versus 1.1 %,
GA+AA 36.4 versus 24.1 %. Furthermore, the A allele
frequency also displayed a difference (0.205 vs. 0.125,
respectively) (p < 0.004).

In the next step, CYP2CI9 allele, genotype and pre-
dicted phenotype frequencies were compared between the
two studied groups, and with data reported from different
ethnic populations (Table 2). Striking differences were
found between the Roma and Hungarian samples studied in
the distribution of the CYP2C19*1 (79.5 vs. 87.4 %) and
CYP2CI19%2 (20.5 vs. 12.6 %) alleles, respectively
(p < 0.001).

The most common CYP2CI9 genotype was the EM
phenotype predicting *1/*1 wild type both in Roma (0.636)
and in Hungarian (0.318) samples (p < 0.001). The fre-
quency of the *1/¥2 genotype, which predicts the IM
phenotype, was significantly higher in Roma than in
Hungarians (0.318 vs. 0.230; p < 0.005). Furthermore, the
prevalence of the *2/*2 genotype, defining PM status, was
0.046 in Roma and 0.011 in the samples from the Hun-
garian population (p < 0.005). The *1/*3, *2/*3 and *3/*3
genotypes were found neither in Roma nor in Hungarian
samples studied.

An important finding of our study is, that according to
the genotype data the proportion of predicted PM pheno-
type was more than fourfold higher in Roma population
than in Hungarians (p < 0.003). Moreover, the predicted
IMs were found also significantly more frequent in Roma
than in Hungarians (p < 0.004).

Discussion and conclusion

The drug metabolizing enzyme CYP2C19 is responsible for
activation and detoxification of several clinically important
drugs. Inter-ethnic variation in the frequency of CYP2CI9
variant alleles, that define clinical phenotypes with normal,
medium and low rates of drug metabolism (EM, IM, PM) are
important from clinical perspective, as patients in these groups
require different drug dosage to achieve the best therapeutic
response and lowest rate of adverse events. Therefore, in our
study we investigated the prevalence of two major loss-of-
function alleles of CYP2C19 metabolizing enzyme in healthy
Roma and Hungarian populations. The distinct history and
marriage customs of these two populations might explain the
similarities and differences found in our study.
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The prevalence of the CYP2CI9 allele, genotype and
predicted phenotype frequencies reported from different
ethnic populations residing in different geographic areas
are summarized in Table 2.

The highest frequency of CYP2C9#2 allele was found in
East Asian (23.0-45.5 %) [36-46] and Indian
(29.7-41.7 %) [47-53] populations, however, the lowest
frequency can be found in European (9.1-18.8 %) [12, 54—
64] and West Asian (12.0-15.0 %) populations [36, 59,
65-68]. It should be noted that the CYP2CI19*2 variant
being represented in different ethnic groups at a similar and
relatively high frequency implies that this determining
mutation is quite old, occurred before the Black, Oriental
and Caucasian racial group split [63].

The CYP2C9*3 variant was found in increasing order in
different populations as follows: Europeans (0.0-0.9 %),
North Americans (0.0-0.2 %) [36, 69-75], West Asians
(0.0-1.0 %), Indians (0.0-2.2 %), Africans (0.0-3.0 %)
[58, 76-79] and East Asians (1.0-14.0 %). In contrast, very
low frequency or total absence of the CYP2C19%*3 variant
in different Caucasian populations and its relatively high
prevalence (25 %) in Oriental racial group indicate that this
mutation occurred quite recently, after the differentiation
of the Caucasian and Oriental racial groups [63, 68].

Various studies reported a prevalence of 0-25.6 %
CYP2CI9 PM phenotype among different populations. The
highest incidence of PMs has been reported among East
Asians  (5.60-24.0 %) and populations from India
(9.8-20.2 %). In contrast, North Americans (1.3-9.0 %),
Africans (0.0-5.3 %), Europeans (0.7-4.3 %) and West
Asians (0.7-3.1 %) have much lower PM frequencies in
average (see Table 2.).

Comparing the Roma and Hungarian populations, Roma
have significanly higher frequency of the CYP2CI9%*2
variant and a higher prevalence of IMs, and a remarkable
fourfold increase of the PM phenotype. Therefore, this
indicates, that Roma are at increased risk for developing
adverse effects treated by CYP2C19 subtrates.

The prevalence of the common observed CYP2CI9
allelic variants, genotypes and predicted EM, IM and PM
phenotypes in Roma population is in accordance with dose
observed in the North Indian population, except the clini-
cally relevant CYP2C19*2 allele [47]; Roma have a sig-
nificantly lower CYP2C19%*2 frequency. The genotype and
the corresponding phenotype distribution of the CYP2C19
gene in the Roma population appear to represent a transi-
tion between the values for populations from different
areas of India [47-53] and the European Caucasian popu-
lations [59-63].

Interestingly, in European Caucasian populations a slight
decrease in CYP2C19%2 allele frequency can be observed
from North to South. In this perspective, the Hungarian
population can be placed in the middle of this gradient.
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Table 2 Comparison of allele, genotype and predicted phenotype frequencies of CYP2CI9 gene reported from different ethnic populations

Population n CYP2C19
Alleles Genotypes Predicted phenotype Ref.
*] *) *3 ol Vil D VAo A VA ) b ) I G VA T 51\ ™M PM
Hungary
Roma 500 79.5% 20.5% 0.0 63.6* 31.8%* 0.0 4.6* 0.0 00 63.6* 31.8% 4.6* Current
study
Hungarian 370 874 126 00 759 230 0.0 1.1 0.0 00 759 230 1.1 Current
study
Hungarian 112 826 16.5 09 - - - - - - 67.0 312 1.8 [35]
Europe
Dutch 765 86.5 133 02 - - - - - - 74.8 224 28  [54]
Swedish 83 850 14.0 0.1 710 27.0 1.0 1.0 0.0 0.0 71.0 28.0 1.0 [55]
Danish 239 84.0 16.0 00 715 247 00 3.8 0.0 0.0 715 247 3.8 [56]
Faroese 310 81.8 18.8 0 66.2 312 O 32 0.0 0.0 66.2 312 32 [57]
Belgian 121 90.9 9.1 00 835 149 00 1.6 0.0 00 835 149 1.6  [58]
German 328 84.0 159 02 - - - - - - - - 43  [59]
German 140 850 15.0 00 - - - - - - - - - [60]
Russian 290 883 114 03 787 190 03 1.7 03 00 78.7 193 20 [61]
Croatian 200 85.0 15.0 00 730 240 0.0 3.0 0.0 00 73.0 240 3.0 [62]
Italian 360 889 11.1 00 794 189 00 1.7 0.0 0.0 794 189 1.7 [63]
Greek 283 869 13.1 00 759 219 00 2.2 0.0 00 759 219 22 [12]
Portuguese 153 87.0 13.0 0.0 - - - - - - - - 1.0 [64]
India
Aryan (North) 121 703 29.7 00 479 446 00 74 0.0 00 479 446 74 [47]
Tamilian (South) 112 59.8 379 22 295 580 27 8.0 1.8 0.0 29.5  60.7 9.8 [48]
Tamilian (South) 292 - - - 349 442 07 19.5 0.7 00 349 449 202 [49]
Andhra Pradesh (South) 115 67.0 33.0 0.0 460 420 00 12.0 0.0 0.0 46.0 420 120 [50]
Dravidian (South) 220 - - - - - - - - - 322 528 150 [51]
Kerala (South) 118 68.0 31.0 1.0 470 420 1.0 9.0 1.0 0.0 47.0 43.0 100 [50]
Karnataka (South) 108 60.0 39.0 1.0 390 430 00 17.0 1.0 0.0 39.0 430 18.0 [50]
Maharashtrian (West) 139 57.1 41.7 12 338 453 14 18.7 0.7 0.0 33.8 467 194 [52]
Gujrati and 164 — - - - - - - - - 89.6 0.0 104 [53]
Marwadi (West)
Africa
Tanzanians (Bantu) 251 81.0 18.0 1.0 660 300 1.0 3.0 0.0 0.0 66.0 31.0 3.0 [76]
Egyptian 247 88.8 11.0 02 786 202 04 0.8 0.0 00 78.6  20.6 0.8 [77]
Ethiopians 114 85.0 14.0 30 750 190 1.0 3.0 30 0.0 75.0 20.0 52  [78]
Zimbabweans (Shona) 168 87.0 13.0 0.0 770 19.0 0.0 4.0 0.0 0.0 77.0  19.0 4.0 [79]
Venda 152 783  21.7 00 618 329 00 53 0.0 0.0 61.8 329 53 [79]
Beninese 111 87.0 13.0 00 739 261 00 0.0 0.0 0.0 73.9  26.1 0.0 [58]
East Asia
Japanese 53 67.0 230 104 - - - - - - - - - [36]
Japanese 217 61.8 274 108 - - - - - - - - 152 [37]
Japanese 186 59.0 29.0 120 - - - - - - - - 18.8  [38]
Chinese Han 101 559 36.6 74 - - - - - - - - - [39]
Chinese Bai 202 69.0 26.0 50 - - - - - - - - 134 [39]
Chinese 121 50.0 455 45 - - - - - - - - 24.0  [40]
Chinese Dai 193 66.3 303 34 - - - - - - - - 9.3  [41]
Chinese Mongolian 280 72.0 24.0 40 510 350 6.0 6.0 1.0 1.0 51.0 410 8.0 [42]
Chinese Taiwanian 118 63.0 32.0 55 - - - - - - - - - [36]
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Table 2 continued

Population n CYP2C19

Alleles Genotypes Predicted phenotype Ref.

*1 *2 *3 ¥1EL xLE2 0 *X1A3 0 #2620 #2%3 0 *3/%3 EM M PM

Chinese Malaysian 68 590 31.0 100 368 382 59 59 11.8 15 36.8  44.1 19.2 [42]
Malaysians 142 660 28.0 6.0 420 400 6.0 6.0 63 1.0 420 46.0 134 [42]
Malaysians 54 720 23.0 50 500 370 74 3.7 1.9 0.0 50.0 444 5.6 [42]
Indian (Malaysia) 20 63.0 38.0 00 350 550 00 10.0 0.0 00 350 550 10.0 [42]
Taiwanese 179 62.6 324 50 365 449 6.7 8.4 34 0.0 36.5 516 11.8 [44]
Filippino 52 540 39.0 80 - - - - - - - - 23.0 [36]
Koreans 103 675 209 11.7 - - - - - - - - 11.7  [45]
Burmese (Burma) 127 66.0 30.0 40 441 394 55 9.4 1.6 0.0 44.1 449 11.0 [46]
Thai (Burma) 774 68.0 29.0 30 445 426 37 6.7 2.1 04 445 463 9.2 [46]
Karen (Burma) 131 71.0 28.0 1.0 51.1 397 038 7.6 0.8 0.0 51.1 405 84  [46]
Vietnamese 90 620 240 140 - - - - - - - - 20.0 [40]
West Asia

Turkish 404 87.0 12.0 04 760 223 074 0.9 0.0 00 76.0 23.0 1.0 [59]
Israeli Jewish 140 84.0 15.0 1.0 707 264 14 2.0 0.0 00 70.7 27.8 2.0 [65]
Saudi Arabian 97 850 15.0 00 - - - - - - - - 20 [36]
Lebanese 161 863 134 03 758 205 06 3.1 0.0 0.0 75.8  21.1 3.1  [66]
Iranian 147 86.0 13.0 1.0 741 252 06 0.0 0.6 0.0 74.1 252 0.68 [67]
Iranian 200 86.0 14.0 00 750 220 00 3.0 0.0 0.0 75.0 220 3.0 [68]
North America

Canadian Native Indian 115 80.9 19.1 0.0 - - - - - - - - 7.0 [69]
Canadian Inuit 152 88.0 12.0 00 - - - - - - - - - [70]
African Americans 517 81.0 19.0 0.0 660 300 00 3.0 0.1 00 66.0 30.0 3.1 [71]
African Americans 76 809 19.1 0.0 480 27.0 0.0 1.0 0.0 0.0 48.0 1.3 [72]
African Americans 100 84.0 16.0 0.0 700 28.0 00 2.0 0.0 0.0 70.0 28.0 20 [73]
African Americans 108 75.0 25.0 0.0 61.0 400 00 7.0 0.0 0.0 61.0 40.0 6.5 [36]
African Americans 233 833 165 02 1640 60.0 0.0 8.0 1.0 0.0 164.0  60.0 9.0 [74]
Mexican American 346 90.2 9.7 0.1 - - - - - - - - - [75]
South America

Mestizo Comlombian 189 91.2 8.8 00 836 153 0.0 1.1 00 00 83.6 153 1.1 [80]
Amerindian (Brazilia) 183 89.6 10.4 0.0 - - - - - - - - - [81]
Caucasian Brazilian 615 83.1 16.9 0.0 - - - - - - - - - [81]
African Brazilian 99 798 20.2 0.0 - - - - - - - - - [81]
Mulatto Brazilian (mixed) 315 83.5 16.5 00 - - - - - - - - - [81]
Bolivian 778 92.1 7.8 0.1 853 135 0.1 1.0 0.0 0.0 853 13.6 1.0 [82]
Oceania

Vanuatu + Pacific Islands 5538 22.3  63.3 144 - - - - - - - - 61.0 [10]
Australian 227 50.1 355 143 - - - - - - - - 25.6  [83]

*] allele, *1/*1 genotype, EM and IM predicted phenotype frequencies were calculated according to the studied polymorphisms, other CYP2C19
variant alleles were not included

n number of subjects, — no data are available

* p < 0.004, when Roma are compared with Hungarian population of our study

Despite its unique ethnic origin, the studied Hungarian In summary, this study provides the first analysis of
population exhibited frequencies of the CYP2C19*2 and  clinically important loss-of-function alleles of the CYP2C19
CYP2C19%3 variant alleles similar to those in other Cauca-  gene in healthy Roma population. We found that the Roma
sian populations. population differed significantly from the Hungarians and
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from Caucasians, however comparing to population samples
reported from India no difference could be observed, except
for the CYP2C19%2 variant allele. In contrast, contemporary
Hungarian people do not differ significantly from other
European Caucasian populations in relation to the preva-
lence of common CYP2C19 variants. Our findings suggest
that Roma people are at increased risk of variation in
CYP2C19 substrate metabolic and drug response compared
to the Hungarian population. Given that CYP2C19 variants
determine the therapeutic treatment effectiveness, our pres-
ent data further emphasize the need for therapeutic strategies
that take pharmacogenomics factors and their population-
specific features into account to maximise clinical benefit
and to minimise adverse events.
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