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1. Bevezetés

A majtranszplantacid, mint indikécid vilagszerte elfogadott megoldas
a végstadiumi majelégtelenségben szenvedd betegek szamara. A
tulélést tobb tényezo is befolyasolja: a beiiltetett donor szerv
mindsége, a miitéti technika, az alapbetegség, kilokodés eléfordulasa,
illetve az alkalmazott immunszuppressziv terapia és a gyogyszeres
kezelés okozta nem-kivant hatdsok eléforduldsa. Lényeges szempont
az alkalmazott sziik terdpids spektrumli immunszuppressziv
gyogyszerek megfeleld dozirozasa, kiilondsen a korai posztoperativ
iddszakban.

A Kklinikai gyakorlatban a kalcineurin inhibitorok adagolas
indulasakor a testtomeg, majd a vérszint alapjan torténik.
Tuladagolasuk esetén vesekarosodas alakulhat ki, a legyengitett
immunrendszer kovetkeztében fertdézések 1éphetnek fel, az
aluldozirozas pedig a beiiltetett majgraft kilokodését okozhatja.
Metabolizmusukban a CYP3A4 és CYP3AS5 enzimek vesznek részt,
melyek genetikai polimorfizmusa magyarazatot adhat a betegeknél
tapasztalhato  eltér6 gyogyszer metabolizmusra, ugyanakkor
figyelembe kell venni a CYP3A expresszid mértékét is, mely
kiilonbozo behatasokra valtozhat. Temesvari és munkatarsai korabban
megallapitottdk, hogy a maj CYP3A4 enzim aktivitdsa és a
fehérvérsejtekben mérhetd CYP3A4 mRNS expresszio kdzott szoros
korrelacio van, vagyis a CYP3A4 fehérvérsejtekben torténd aktualis
donor periférias vérébol izolalt fehérvérsejtek felhasznalasaval. Az
dsszefiiggés alapjan kifejlesztett CYPtest™ vizsgalat egy olyan

diagnosztikai rendszer, mely nemcsak a CYP enzimek DNS



analizissel kimutathat6 génhibait (CYP-genotipizalas), hanem a
gyogyszer-metabolizmusban jelentds szerepet jatsz6 CYP enzimek
expresszidjanak meghatarozasat is lehet6vé teszi (CYP-fenotipizalas).
Kutatasunk soran azt vizsgaltuk, hogy a beiiltetésre keriil6 majgraft
CYP3A-statuszanak (donor CYP3A5 genotipus és CYP3A3 mRNS
expresszid) meghatarozasaval meghatarozhato-e a beteg aktualis
kalcineurin inhibitor sziikséglete. Tovabba vizsgaltuk, hogy a
majgraft CYP3A-statuszahoz igazitott immunszuppressziv terapia

milyen elényokkel jar a hagyomanyos klinikai gyakorlathoz képest.

2. Célkitiizések

A majtranszplantaciot  kovetd  iddszakban ~ fontos  az
immunszuppressziv = gyogyszerek megfeleld kezdd dozisanak
megvalasztasa és vérszintjének szlik terdpids tartomanyban vald
megtartasa. Ugyanazon dozis a betegeknél eltérd gydgyszerszinteket
eredményezhet, amely részben az immunszuppressziv hatéanyagok
metabolizmusadban és elimindcidjdban részt vevd enzimek
mitkodésére (CYP enzimek) vezethetd vissza. Az enzimek miikodését
egyrészt a genetikai valtozatossag, masrészt kiilsd (gyogyszeres
kezelés, dohanyzas) és/vagy belsé (kor, nem, betegségek, hormonalis
allapot) tényezok befolyasoljak.

Jelen kutatomunka célja, hogy a majtranszplantacioval egyidében
tortént gyogyszer-metabolizalo képesség meghatarozasaval segitséget
nyujtson a beavatkozason atesett betegek immunszuppressziv
kezelésének optimalizalasahoz, amellyel megel6zhetd a stlyos nem-

kivant hatasok kialakulédsa, javithatd a majgraft és a beteg tulélése.



Az alabbi kérdésekre kerestiink valaszokat:

» Milyen 0Osszefiiggés van a donor maj CYP3A-statusza
(CYP3AS5 genotipus és CYP3A4 expresszid) és a kalcineurin
inhibitorok recipienseknél kialakult vérszintje kozott a korai
posztoperativ idészakban?

» A beiiltetésre keriilt maj CYP3A-statusza alapjan eldre
meghatarozhato-e a terapias ciklosporin, illetve takrolimusz
vérszinthez sziikséges dozis?

» Milyen alapvet6 kiilonbségek (takrolimusz vérszint beallitas,
nem-kivant hatasok) vannak a donor CYP3A-statusza

alapjan kezelt, és a kontroll (klasszikus protokoll alapjan

crer

3. Modszerek

A vizsgalatokba bevont betegek

A célkittizésben megfogalmazott kérdések megvalaszolasahoz két
egymasra épilé vizsgalat-sorozatot végeztiink majtranszplantacion
atesett betegeknél. A majatiltetések a Semmelweis Egyetem
Transzplantaciés és Sebészeti Klinikdjan torténtek, a mitéttani
lépéseket a Klinika standard protokollja szerint végezték.

Az els6 vizsgalat soran majtranszplantacioval egyidoben
meghataroztuk 131 beiiltetésre keriild6 maj CYP3A5 genotipusat és
CYP3A4 mRNS expresszidjat real-time PCR technikdval a donor
periférias vérének felhasznalasaval, valamint 6sszefiiggést kerestiink

a donorok CYP3A-statusza és a recipiensekben kialakult kalcineurin



inhibitor (takrolimusz, ciklosporin) kialakult szérumszintje (Co/D),
illetve a terapids vérszint eléréséhez sziikséges dozis kozott.

A masodik vizsgalat sordn a donor CYP3A-statusza alapjan torténd
takrolimusz terapia el6nyeit hatdroztuk meg. Két betegcsoportot
hasonlitottunk 6ssze: 1) az ismeretlen CYP3A-statuszu, igynevezett
hagyomanyos klinikai protokoll szerint alkalmaztuk (a kezd6
takrolimusz dozist a testsuly, majd a tovabbi dozisokat a kialakuld
vérszint alapjan allitottuk be). 2) A CYP3A-statusz alapjan kezelt
betegek (CYPtest csoport, n=112) a donor CYP3A5 genotipusa és
CYP3A4 mRNS expresszioja alapjan sziikség esetén a protokolltol
eltér6, modositott takrolimusz kezelésben részesiiltek. Az
Osszehasonlitd vizsgalathoz kigytjtottiik a betegek demografiai
adatait (Semmelweis Egyetem Transzplantacids és Sebészeti Klinika,
Irattar), illetve a mitétet kovetd 20 napos iddintervallumra vonatkozo
adatokat  (esetleges nem-kivant hatdsokat, az alkalmazott
immunszuppressziv gyogyszerek tipusat/napi dozisat/vérszintjét,
hospitalizacios napok szamat, az intenziv osztalyon eltdltott idot, a
graftmiikodés és vesemiikodés mindségét). A majgraft miikodésének
mindségérol a majfunkcios paraméterek (szérum  bilirubin,
protrombin, glutamat-oxalacetat-transzaminaz (GOT), glutamat-
piruvat-transzaminaz (GPT)), mig a vesemiikodés mindségérdl a
vesefunkcids paraméterek (karbamid vérszint, szérum kreatinin szint)
valtozasabol lehetett kovetkeztetni. Rogzitettiik a korai posztoperativ
iddszakban el6fordulo rejekcios epizodokat és fertézéseket is.

A Semmelweis Egyetem Transzplantacios és Sebészeti Klinikdja,
illetve a  Természettudomanyi Kutatokdzpont Metabolikus

Gyogyszerkolcsonhatasok Kutatdocsoportja rendelkezik a
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Tudomanyos és Kutatasetikai Bizottsag sziikséges engedélyeivel
human mintak tudomanyos célbol torténd felhasznalasdhoz (4799-
0/2011-EKU). A kutatasokat az egészségligyr6l sz616 1997. évi CLIV.
torvény és a 23/2002 az Egészségiligyi Miniszteri Rendelet alapjan
végeztilk el a Helsinki Nyilatkozatnak megfeleléen. A betegek
teljeskorli tajékoztatast kovetéen irasbeli hozzajarulasukat adtak a
vizsgalatok elvégzéséhez. A vérmintak levétele donorok esetében a
szervkivétel idején, mig a recipiensek kalcineurin inhibitor
vérszintjének meghatarozasahoz sziikséges vérvétel minden esetben a

reggeli gyogyszer-bevétel elbtt tortént.

Fehérvérsejt izolalas

A vizsgalatok elvégzéséhez a vérmintakat EDTA tartalmu vérvételi
csOben hiitve szallitottak a Természettudomanyi Kutatokdzpontba,
Iényeges szempont volt, hogy a levételtél szamitott 4 oran beliil
feldolgozasra keriiljenek. A fehérvérsejtek, majd a DNS izolalasa utan
meghatarozasra keriilt a beiiltetett majgraft CYP3A5 genotipusa,
illetve a fehérvérsejtekb6l RNS-izolalds és mRNS mennyiségi

meghatarozasat kovetden a CYP3A4 expresszidja.

CYP génhibiak kimutatasa TaqMan probakkal

A genotipizalas TagMan probak felhasznalasaval tortént (BioSearch
Technologies, Novato, CA) real-time polimeraz lancreakcio (PCR)
technikat alkalmazva, melynek soran a CYP3A5*3 allélra jellemzo,
baziscserével jaro SNP-t (6986A>G) hataroztuk meg. Kétféle,
kiilonb6z6 hullamhosszon emittald fluoreszcens festékkel jelolt
probat alkalmaztunk, mely soran kdnnyedén elkiilonithetd volt a vad

tipust és a mutaciot hordozo allél. A PCR végén mért fluoreszcens
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jelek relativ intenzitdsa alapjan megkiilonboztettiink  (allél
diszkriminacio): homozigota vad tipusu (CYP3A5*1/*1), homozigdta
mutans tipus (CYP3A5*3/*3) ¢és heterozigbta genotipusu
(CYP3A5*1/*3) donorokat. A reakcidkhoz Luminaris Probe qPCR
Master Mix-et (Thermo Fisher Scientific) hasznaltunk, a gyart6 altal
megadott hdmérséklet-protokoll szerint.

CYP3A4 mRNS szintek meghatarozasa kvantitativ real time
PCR-ral

A CYP3AS5 genotipus meghatarozdsa utan a CYP3A4 mRNS
expresszid mértékét hataroztuk meg, mely soran el6szor a teljes RNS-
t a donor fehérvérsejtjeibdl extrahaltuk. Az RNS preparatumokat (3
ug) reverz transzkripcidval alakitottuk at cDNS-¢é Maxima First Strand
cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)
alkalmazasaval a gyartd altal kozolt utasitasok alapjan. A human
CDNS-b6l real-time PCR mérés tortént KAPA Fast Probes Mastermix
(KAPA Biosystems, Cape Town, Dél-Afrika) és UPL-probak
alkalmazasaval (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Németorszag). A CYP3A4 mRNS mennyiségét a gliceraldehid 3-
foszfat dehidrogenaz szinjéhez (GAPDH, Microsynth AG, Balgach,
Svéjc) viszonyitva hataroztuk meg. GAPDH gén tigynevezett ,,house-
keeping” gén, expresszidja kiilonbozé behatdsokra nem valtozik. A
CYP3A4 expresszio alapjan (CYP3A4/GAPDH arany) Temesvari és
munkatarsai szerint 3 kategéridba sorolhatjuk a madjgraftokat: 10°
érték alatt gyenge metabolizald (PM), 105 és 10 kozott atlagos
metabolizalo6  (IM), valamint 10* érték felett extenziv
metabolizalokrol (EM) beszéliink.



Kalcineurin inhibitor vérszint meghatarozas

A transzplantacié utdn 6 ordval a protokoll alapjan kalcineurin
inhibitor kezelés kezd6dik a gydgyszerszint monitorizalasaval.
Kalcineurin inhibitorként ciklosporint (Sandimmun Neoral, Novartis
Hungéria) vagy takrolimuszt (Prograf, Astellas Pharma) alkalmaznak
naponta két alkalommal (12 6ras kiilonbséggel).

A kezdeti kalcineurin inhibitor dézist a betegek testtomegéhez
(mg/ttkg) igazitjak, majd az el6zetesen adagolt kalcineurin inhibitor
vérkoncentraciok alapjan szabalyozzak a tovabbi dozisokat a szokasos
klinikai protokoll szerint. A sziikséges kalcineurin inhibitor
mennyiséget a (cél Co/aktualis Cp) x aktudlis kalcineurin inhibitor
dozis képlet segitségével szamoljak ki.

A betegek napi 0,1 mg/kg takrolimuszt vagy 10 mg/kg ciklosporint
kapnak oralisan, melyeket a protokoll szerinti vérszintekhez allitanak
be, optimalisan 10-15 ng/ml cél vérszintre a takrolimusz és 200-300
ng/ml cél vérszintre a ciklosporin esetén. Terapias gyodgyszerszint
monitorozast az els6 héten minden nap, a masodik héten pedig minden
masodik napon végeznek. A recipiensektdl a reggeli gyogyszer
bevétel el6tt levett vérmintdkbol a biokémiai, hematoldgiai
paraméterek, illetve a kalcineurin inhibitor szint meghatarozas az
adott intézet helyi laboratériumaban tortént (Semmelweis Egyetem
Transzplantacios és Sebészeti Klinika). A kalcineurin inhibitor
vérszintet enzim ’immunoassay’ vizsgalattal hatdroztuk meg
(takrolimusz: TACR Flex Dimension Dade Behring Inc., Newark,
DE; ciklosporin: Cyclosporine Flex on Dimension RxL HM, Dade

Behring Ltd, Milton Keynes, Egyesiilt Kiralysag).



A graft miikodés és a takrolimusz okozta nem-kivant hatasok
meghatarozasa

Posztoperativ id6szakban rogzitettiik a takrolimusz okozta nem-kivant
hatdsok  (akut vesekarosodas, akut rejekcio, fertdézések)
elé6fordulasanak gyakorisagat. A beiiltetett majgraft miikodését is
monitorizaltuk, rogzitettik a primer graftmiikodési elégtelenség
(PNF, primary non-function), illetve a kezdeti rossz graftfunkcio (IPF,
initial poor function) gyakorisagat. Az akut vesekarosodasra a
vesefunkcios paraméterek romlasabol kovetkeztettink (szérum
karbamid- és kreatinin-szint emelkedés, becsiilt glomerularis filtracios
rata csokkenés). A majtranszplantacios beavatkozasnak (hossza,
bonyolult miitét, jelentds vérveszteséggel), a hypotensio-nak,
szeptikus ischaemia-nak (CRP-szint emelkedés, hemodinamikai
instabilitas, vér/vizelet fert6zottség), valamint a hepatorenalis
szindromanak (miitétet megel6zden is 1étez6é gyenge vesefunkcidja)
tulajdonithato vesefunkcioé romlast nem tartottuk takrolimusz okozta
vesekarosodasnak. A fentiecken tal, takrolimusz okozta
vesekarosodasnak tekintettik, ha a szérum kreatinin-szint a
takrolimusz kezelés alatt tobb, mint 0,5 mg/dl-el meghaladta a kezdeti
értéket. A feldolgozott klinikai adatok alapjan (mitéti technika,
polytranszfuzio, dializis, hosszii miitéti id6) az intraoperativ és
perioperativ idészakra vonatkozd torténések adatai a kapott
eredményeket nem befolyasoltak szignifikdnsan. Az akut rejekciora a
majfunkcidos paraméterek (szérum transzamindzok, alkalikus
foszfatdz, y-glutamil-transzferaz, és/vagy szérum  bilirubin
koncentracié) emelkedésébdl kovetkeztettink, azonban az akut

rejekciot minden esetben majbiopszia szovettani értékelése alapjan



allapitottuk meg. A rejekcié mértékének megallapitdsahoz Banff-

sémat alkalmaztunk.

Statisztikai elemzés

Az els6 vizsgalat soran a beiiltetett donor méaj CYP3A-statusza alapjan
megkiilonboztettiik azokat a donorokat, akik legalabb egy CYP3A5*1
allélt hordoztak és CYP3AS expresszalonak tekintettiik, mig azokat,
akiknél CYP3A5*3/*3 genotipust azonositottunk CYP3A5 nem-
expresszalonak tekintettilk. Meghataroztuk tovabba a CYP3A4
MRNS expresszidjanak mértékét, mely alapjan a beiiltetett szervet
alacsony, normal vagy magas CYP3A4 expresszalé csoportokba
soroltuk.

A kalcineurin inhibitorok szérumkoncentracios értékeit a dozissal és
arecipiens testtémegével normalizaltuk (ng/ml) x (mg dozis/ttkg)™. A
normal kalcineurin inhibitor vérkoncentraciok és dozisok a kiilonb6z6
CYP3A-statuszii majgraftoknal a medidn expresszios értékeket
mutattak. A median értékek 1ényegében nem mutattak kiilonbséget a
matematikai atlagértéktol (altalaban 1-2% ¢és mindig 5% alatt). A
csoportok kozotti  kiillonbségeket a Kruskal-Wallis variancia-
analizissel, illetve a Dunn-féle 6sszehasonlitasi teszttel értékeltik.

A masodik vizsgalat soran a CYP3A-statusz alapjan beallitott
takrolimusz terapia és a hagyomanyos kezelés kozotti kiilonbségeket
elemeztiik. Kolmogorov-Szmirnov proba segitségével vizsgaltuk a
biokémiai és klinikai paraméterek eloszlasait. A csoportok maj és
vesefunkciot jellemzdé adatait, valamint a stabil terapias
immunszuppressziv vérszint eléréséhez sziikséges id6t Mann-
Whitney U-teszt segitségével hasonlitottuk Ossze. Vizsgaltuk a

CYPtest és a kontroll csoportoknal a takrolimusz alkalmazasa soran

10



jelentkez6 nem-kivant hatasok (vesekarosodas, fertézés, rejekcio),
valamint a korai méjgraft diszfunkcié gyakorisagat is, a kiilonbségek
vizsgalatara Fisher-féle egzakt tesztet hasznaltunk.

A statisztikai probdkat GRAPHPAD INSTAT (v3.05; GraphPad
Software, San Diego, CA, USA) szoftver segitségével végeztiik el. A
P <0,05 értek volt statisztikailag szignifikansnak tekinthetd.

4. Eredmények

Beiiltetett majgraft CYP3A-statusza

A majtranszplantacion atesett betegeknél vizsgaltuk a kaukazusi
populéciora jellemzd, klinikailag relevans funkcioveszté CYP3A5*3
allél el6fordulasat. Az els6 vizsgalatba, valamint a masodik
vizsgalatba a CYPtest csoportba bevont atiiltetésre keriilt majgraftok
(n=243) nagy része (n = 195) CYP3A5-t nem expresszaldé donorokbol
szarmazott (CYP3A5*3/*3), amely a funkcionalis CYP3AS enzim
hianyat jelenti. A tobbi graft CYP3A5*1/*3 heterozigdta (n = 46) és
CYP3A5*1/*1 homozigdota vad genotipust (n=2) hordozott, ezért
CYP3AS5 expresszalonak mindsitettiik. CYP3A5*3 allél gyakorisaga
93,8% volt, mely hasonldé a kaukazusi (fehér) populacioknal leirt
gyakorisagi adatokhoz (88-97%). A funkcionalis CYP3AS5-t nem
expresszald majgraftoknal (n=195) meghataroztuk a CYP3A4 mRNS
expresszid6 mértékét a donor fehérvérsejtjeibdl, amely alapjan
kovetkeztettiink a maj CYP3A4 aktivitasara. A beiiltetett szerveket
harom, alacsony (PM), normal (IM) és magas (EM) CYP3A4
expresszioju csoportba soroltuk. A vizsgélatok azt mutatjak, hogy a

CYP3AG5 enzimet nem expresszald majgraftokban (n=195), 47,69%-
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ban (n=93) normal, 39,49 %-ban (n=77) csokkent, mig 12,82%-ban
(n=25) fokozott CYP3A4 enzim aktivitas mutatkozott.

A donor maj CYP3A-statusza és a recipiens kalcineurin inhibitor
vérszintje kozti 6sszefiiggés

A maijtranszplantaciot kdvetd korai posztoperativ idészakban fontos a
megfeleld ciklosporin, illetve takrolimusz vérszint beallitasa. Mivel a
kalcineurin inhibitorok terapids tartomanya sziik (ciklosporin: 200-
300 ng/ml, takrolimusz: 10-15 ng/ml), a vérszint monitorozasa
elengedhetetlen. Az elsé vizsgalat sordn 131 majtranszplanticion
atesett betegnél 34 esetben vezettiink be ciklosporin terapiat, a tobbi
beteg takrolimusz terapidban részesiilt, mely alapjan lathat6, hogy
hazankban is a takrolimusz a preferaltabb. Vizsgaltuk a donor m4j
CYP3A-statusza (CYP3A5 genotipus és CYP3A4 mRNS expresszid)
és a recipienseknél kialakuld ’steady-state’ kalcineurin inhibitor
vérszintek kozti Osszefliggést. Az Gsszehasonlithatosag érdekében a
kalcineurin inhibitor vérszint értékeket a dozissal és a testtomeggel
normalizaltuk. A donor CYP3A-statusza és a recipienseknél kialakult
stabil ciklosporin, illetve takrolimusz vérszintek kozott szignifikans
Osszefiiggést talaltunk. A stabil ciklosporin vérszintek szinte
megegyeztek a CYP3A5*3/*3 genotipusti magas CYP3 A4 expressziot
mutaté és a vad tipusi CYP3A5*1 allélt hordozd majgrafttal
transzplantalt betegekben [10,8+1,7 és 12,9+1,95 (ng/ml)/(mg/ttkg)].
Azonban alacsony vagy normal CYP3A4 expressziot mutatd donor
szerv esetében Otszdr, illetve haromszor magasabb stabil ciklosporin
értekeket meértiink [66,2+7,43 ¢és 35,0+4,94 (ng/ml)/(mg/ttkg)].
Hasonl6 dsszefiiggést talaltunk a stabil takrolimusz vérszint és a donor

maj CYP3A-statusza kozott. Nem mutatkozott szignifikans kiilonbség
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a vad tipusu CYP3A5*1 allélt hordozé és CYP3A5*3/*3 genotipusu
magas CYP3A4 expressziot mutatd donor szervvel transzplantalt
betegekben kialakult stabil takrolimusz vérszintek kozott [32,0+10,91
és 52,3+7,00 (ng/ml)/(mg/ttkg)]. Normal CYP3A4 expressziod
mérsékelt emelkedést, mig alacsony expresszio drasztikusan magas
takrolimusz vérszintet eredményezett [91,05+6,65 és 235,4+25,92
(ng/ml)/(mg/ttkg)].

A Kkalcineurin inhibitorok terapias vérszintjéhez sziikséges dozis
meghatarozasa a donor maj CYP3A-statusza alapjan

A korai posztoperativ idészakban a ciklosporin esetén az idedlis
gyogyszerszint (Co) 250 ng/ml (cél vérszint: 200-300 ng/ml), mig
takrolimusz esetén 11 ng/ml (cél vérszint: 10-15 ng/ml) ajanlott.
Majtranszplantalt betegeknél vizsgaltuk a terapias vérszint eléréséhez
sziikséges dozisigény és a donor CYP3A-statusza kozti kapcsolatot. A
CYP3A5*3/*3 genotipusi CYP3A4 atlagos expresszald majgrafttal
transzplantalt betegekben megfelelé a hagyomanyos testsuly alapjan
alkalmazott kezdeti gyogyszerdozirozas (9,1+1,24 mg/kg ciklosporin
és 0,109+0,009 mg/kg takrolimusz), azonban az alacsony CYP3A4
expressziot mutatd grafttal transzplantalt betegek esetében
alacsonyabb, feleannyi napi dozis (4,2+0,64 mg/kg ciklosporin és
0,047+0,011 mg/kg takrolimusz) javasolhat6. Amennyiben magas
CYP3A4 expresszio mutatkozik, illetve legalabb egy CYP3A5*1 allélt
hordoz a betiltetett szerv, koriilbeliil 30 %-kal magasabb dozis ajanlott
ciklosporin esetén (12,8+1,1 és 13,8+1,77 mg/kg) és kétszerannyi
takrolimusz esetén (0,213+£0,037 és 0,204+0,028 mg/kg). A terapias
vérszintek  eléréséhez sziikséges ciklosporin  és  takrolimusz

dozisigényt mind a CYP3A5 genotipus, mind a CYP3A4 expresszio
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mértéke befolyasolta. A vad tipusu CYP3A5*1 allél hasonld hatéast
eredményezett a kalcineurin inhibitor dézisigényre, mint a magas
CYP3A4 expresszi6. Tovabba a funkciondlis CYP3AS5-t nem
expresszaldo majgraft transzplantacidjat kovetéen a CYP3A4
expresszid mértéke befolyasolta a kalcineurin inhibitor expoziciot és

dozis-igényt a recipiensekben.

CYP3A-statusz alapjan beallitott takrolimusz terapia Kklinikai
elényei - 6sszehasonlité klinikai vizsgalat

Az utdbbi években a takrolimusz alkalmaziasa majtranszplantalt
betegeknél mindinkabb eldtérbe keriilt a ciklosporinhoz képest,
hasznalataval jelent6sen lecsokkent az akut rejekciok aranya, és
javultak a hossza tava grafttilélési eredmények is. Mivel a
Semmelweis Egyetem Transzplantacids és Sebészeti Klinikajan is
dontden a takrolimuszt alkalmazzak, igy a masodik vizsgalatba csak
takrolimusszal kezelt betegeket vontunk be.

A masodik vizsgalat soran a takrolimusz kezelés inditasa eldtt a
CYPtest csoportban (n=112) meghataroztuk a CYP3A5 genotipust,
illetve a CYP3A4 mRNS expresszid6 mértékét, mely alapjan
megallapitottuk a takrolimusz terapias vérszinthez sziikséges kezdeti
dozist az els6 vizsgalat-sorozat takrolimuszra vonatkozé eredményei
alapjan. A klasszikus klinikai protokoll alapjan javasolt 0,1 mg/kg
doézist a funkcionalis CYP3AS-t nem expresszald, normal CYP3A4
mRNS expresszidju grafttal transzplantalt betegeknél alkalmaztuk. A
vad tipusit CYP3A5*1 allélt hordozo grafttal transzplantalt betegeknél
0,2 mg/kg dozist és a CYP3AS enzimet nem expresszald, magas
CYP3A4 aktivitasti majjal transzplantalt betegeknél szintén magasabb

dozisu (napi 0,2 mg/ttkg) takrolimusz kezelést inditottunk, mig az
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alacsony CYP3A4 expresszioju maj beiiltetését kdvetden 0,05 mg/kg
takrolimusz kertilt alkalmazasra. A kontroll csoportban a gyogyszeres
kezelés beallitdsa hagyomanyos modon, testtomeg (0,1 mg/kg), majd
vérszint alapjan tortént. A transzplantaciot kovetd elsd 20 napban
mindkét csoportban sikeriilt elérni a terapias céltartomanyt, bar
kiilonbdz6 aranyban. Az optimalis takrolimusz vérszintet a
transzplantaciot kovetd 8. napra a CYPtest csoportban majd minden
beteg (97,5%) elérte, mig a kontroll csoportban a betegek minddssze
59%-nal alakult ki a megfeleld takrolimusz vérszint.

A transzplantaciot kovetd elsé 3 hétben vizsgaltuk a maj miikodést
jellemzo biokémiai és klinikai paramétereket. A madj miikodést
jellemzo paraméterek (GOT, GPT, szérum bilirubin szint, protrombin
id6) gyorsan normalizalodtak mindkét csoportban. A korai
posztoperativ id6szakban el6fordulhat elsédlegesen nem miikodoé maj
(PNF, primary non-function), melynek egyetlen megoldasa végsé
esetben a retranszplantacio. A ,.kezdeti szegényes majmitkodés” (IPF,
initial poor function) konzervativ terapia mellett normalizalédhat. A
vizsgalatba bevont recipienseknél PNF nem fordult el6. Az IPF
incidenciaja mindkét csoportban hasonlé volt (8,9% mindkét esetben),
mely megegyezett a korabban leirt tanulmanyok als6 értékeivel (8,7-
24,7%). A vizsgalt idoszakban egyetlenegy beteget sem veszitettiink
el.

A Semmelweis Egyetem Transzplantacios és Sebészeti Klinik4jan a
majtranszplantaciét kovetdéen a betegek atlagosan 20-30 napot
toltenek az intézetben. Vizsgalatunk soran a majgraft CYP3A-statusz
vezérelte takrolimusz terapiaval kezelt csoport betegei 22 napot,
meérsékelten, de szignifikansan rdvidebb id6t toltdttek korhazi

koriilmények kozott, mint a hagyomanyos protokoll alapjan kezelt
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betegek (24 nap, P>0,0174). Az Intenziv Osztalyon torténd kezelés

mindkét betegcsoport esetén megegyezett, atlagosan 7 nap vollt.

Korai posztoperativ idészak nem-kivant hatasainak elemzése

Korai posztoperativ id6szakban elemeztilk a CYPtest és a kontroll
csoportokban a nem-kivant hatasok el6fordulasanak gyakorisagat, a
vesekarosodast, a fertézések és az akut kilokodés incidenciajat. A
profilaktikus gyogyszeres terapia mellett 3,6 % és 5,9 %-ban fordult
el6 fertézés a CYPtest és a kontroll csoportban, mely értékek kdzott
nem talaltunk szignifikans kiilonbséget. A szdvettani eredmények
alapjan igazolt akut rejekciok szama szignifikansan magasabb volt a
kontroll csoportban, mint a CYPtest betegcsoportban (23,8% vs 3,6%
P<0,0001). A legtobb, akut rejekciét mutatd betegnél a
transzplantaciot kovetd elsé héten 2-5 napig a takrolimusz vérszint a
terapias szint alatt volt (<10 ng/ml) volt (20/24 a kontroll és 2/4 a
CYPtest csoportokban). A kontroll csoportban a kilokddés hatterében
valoszinilileg a beiiltetett szerv fokozott takrolimusz metabolizald
képessége allt. A normalizalt takrolimusz vérszintek alapjan
feltételezhet6, hogy 17 kontroll betegnél a CYP3AS5*1 vad tipusu allél
jelenléte, vagy a CYP3A5*3/*3 genotipusii magas CYP3A4 enzim
aktivitasi donortol szarmazo majgraft vezethetett rejekciohoz. A
funcionalis CYP3AS5-t expresszald, vagy CYP3A5*3/*3 genotipusu,
de magas CYP3A4 expresszioji majgraft Aatiiltetése esetén a
recipienseknél emelt takrolimusz dézisra van sziikség (0,2 mg/kg).
Tovabbi 7 kontroll betegnél a vérszint alapjan normal CYP3A4
expresszio volt feltételezhetd. A CYPtest csoportban 4 betegnél
észleltiink akut kilok6dést, melynek hatterében CYP3A5*3/*3

genotipus mellett, normal CYP3A4 expressziot mértiink a donornal.

16



Takrolimuszhoz kotheté vesekarosodas szignifikansan gyakrabban
fordult el6 a kontroll csoport betegei kozott, mint a CYPtest
csoportban (27% vs 8% P=0,0004). Korabbi vizsgalatokban
Osszefiiggést mutattak ki a magas takrolimusz koncentracié (20-25
ng/ml) és a vesekarosodas el6fordulasa kozott, ezért vizsgaltuk a
nephrotoxicitast a betegeknél, illetve az emelkedett takrolimusz
szintekre is fokuszaltunk. A kontroll csoportban 27 esetben észleltiink
akut vesekarosodast, ezek koziil 13 esetben mutatkozott legalabb 2
napig tartd magas takrolimusz vérszint (>20 ng/ml) az elsé
poszttranszplantacios héten. Meg kell jegyezni, hogy a vesekarosodast
nem mutato kontroll betegeknél is akadt magas takrolimusz vérszint
az els6 posztoperativ héten (8/74), azonban az -el6fordulasi
gyakorisaga lényegesen alacsonyabb volt (magas takrolimusz
koncentracié vesekarosodott betegeknél kortilbeliil 50%, egészséges
vesefunkcioji kontroll betegeknél 10,8%, P=0,0001). A CYPtest
csoportban magas takrolimusz vérszintet (>20 ng/ml) csak 5 esetben
(5/112) mértiink, mely akut vesekarosodassal (2/9) vagy anélkiil
(3/103) fordult eld, szemben a kontroll csoport betegeivel (13/27 és
8/74).

5. Kovetkeztetések

A majtranszplantaciot kovetéen a betegek immunszuppressziv
terapiaja fontos a majgraft és a recipiens védelmében. Az alkalmazott
szlik terapias indexti kalcineurin inhibitorok, mint bazis szerek
meghatarozzak a kezelést, koziiliik méra a takrolimusz kertilt eltérbe
a  ciklosporinnal  szemben. A  kalcineurin inhibitorok

s
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gyogyszer-lebontd képessége, mely a korai posztoperativ idészakban
rendkiviil fontos, hiszen a beiltetett szerv ilyenkor a
legsériilékenyebb. A majgraft CYP3A-statuszanak (CYP3A5
genotipus és CYP3A4 expresszio) meghatarozasa segiti a kalcineurin
inhibitor metabolizal6 képesség megallapitasat ¢€s a kezdeti
ciklosporin, illetve takrolimusz terapia optimalizalasat, azonban nem
helyettesiti a folyamatos vérszint monitorozast. A terapias vérszint
gyors kialakulasa csokkenti a toxikus nem-kivant hatasok (pl.
vesekarosodas, fert6zés, graftkarosodas) kialakulasanak kockazatat és

noveli a majgraft és a beteg tulélését.

Eredményeink alapjan az alabbi uj megallapitasokat tessziik:

> A beiiltetett majgraft CYP3A-statusza (donor CYP3A5 genotipus
és CYP3A4 expresszio) szignifikdnsan befolydsolta a recipiensek

kalcineurin inhibitor (ciklosporin, takrolimusz) vérszintjét.

> A donor maj CYP3A-statusza eldre jelezte a terapias vérszinthez
sziikséges kalcineurin inhibitor dozis-sziikségletet majtranszplantalt
recipienseknél a korai posztoperativ idészakban, amely alapjan
javaslatokat fogalmaztunk meg a kezdeti ciklosporin, illetve
takrolimusz dozirozassal kapcsolatban (ciklosporin: CYP3A5*1 13
mg/kg; CYP3A5*3/*3 magas CYP3A4 expresszid 13 mg/kg; normal
CYP3A4 expresszio 9 mg/kg; alacsony CYP3A4 expresszio 4 mg/kg;
takrolimusz: CYP3A5*1 0,2 mg/kg; CYP3A5*3/*3 magas CYP3A4
expresszio 0,2 mg/kg; normal CYP3A4 expresszio 0,1 mg/kg;
alacsony CYP3A4 expresszio 0,05 mg/kg).
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> Majtranszplantalt betegeknél a donor maj CYP3A-statusza alapjan
kialakitott személyre szabott takrolimusz kezelés segitségével
gyorsabban érhetd el a stabil terapids gyogyszerszint, mint a
hagyomanyos klinikai gyakorlat alapjan torténd gyogyszerbeallitassal
(testtdmeg alapjan szamitott kezd6 dozis, majd a takrolimusz vérszint

alapjan moddositott dozirozas).

> A donor CYP3A-statuszahoz igazitott takrolimusz terapia
szignifikdnsan csokkentette a terapias takrolimusz vérszint-
tartomanytol jelentdsen eltéré koncentraciok, valamint a takrolimusz
okozta nem-kivant hatasok (vesekarosodas, majgraft kilokodés)
kialakulasanak kockazatat, mely jelentdsen javitja a betegek

¢letmindségét s tulélési esélyeit.

19



6. Sajat publikaciok jegyzéke

Az értekezés alapjaul szolgaloé kozlemények

Monostory K, Téth K, Kiss A, Hafra E, Csikany N, Paulik J, Kobori
L. (2015) Personalizing initial calcineurin inhibitor dosing by
adjusting to donor CYP3A-status in liver transplant patients. Br J Clin
Pharmacol, 80(6): 1429-37.

doi: 10.1111/bcp.12747 IF: 3,830

Csikany N, Kiss A, Déri M, Fekete F, Minus A, Téth K, Temesvari
M, Sarvary E, Bihari L, Gerlei Zs, Kobori L, Monostory K. (2021)
Clinical significance of personalized tacrolimus dosing by adjusting
to donor CYP3A-status in liver transplant recipients. Br J Clin
Pharmacol, 87(4): 1790-1800.

doi: 10.1111/bcp.14566 IF; 4,340**
**Varhato IF érték.

A disszertacidhoz kapcsolddo publikacidk Osszesitett impakt faktora:

8,17

20



