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Az 5-fluorouracil (5-FU) citotoxikus hatdsat els6sorban a timidilatszintaz (TS) enzim gatldsa biztositja,
ugyanakkor az 5-FU a dihidropirimidin-dehidrogenaz (DPD) utjan lebomlik. Az 5-FU-kezelés haté-
konységat és biztonsagat e két enzim aktivitasa és az azokat befolyasolé farmakogenetikai tényezék
hatdrozzak meg. 5-FU-val kezelt colorectalis daganatos (CRC) betegek periférids mononuklearis sejtje-
iben 1.) meghataroztuk a DPD-aktivitds megoszlasat, a DPD-hidny gyakorisdgat és a DPD
IVS14+1G > A pontmutacié eléfordulasat, és kapcsolatot kerestiink a DPD-csokkenés/hiany és az 5-
FU-kezelés toxikus hatdsai kozott; 2.) adjuvans 5-FU-kezelésben részesiilt CRC-s betegek esetében a TS
génpolimorfizmusai, a DPD-aktivitas valamint a betegek tinetmentes- és teljes tulélése kozotti dssze-
fliggést vizsgaltuk. A DPD-hidny gyakorisaganak vizsgalatat 764 5-FU-val kezelt CRC-s beteg vérminta-
jabol izolalt periféridas mononuklearis sejtekben radioenzimologiai moédszerrel hataroztuk meg. A TS-
génpolimorfizmusok és a DPD-szint Osszefiiggését az 5-FU-alapt adjuvans kezelést kovetd tuléléssel
166 CRC-s betegen vizsgaltuk. A génpolimorfizmusok meghatarozasat PCR + poliakrilamidgél-elektro-
forézissel (PCR-PAGE) és PCR-RFLP-PAGE (restriction fragment lenght polymorphism) mddszerrel
végeztik. Eredmények: 764 CRC-s beteg koziil <10 pmol/perc/10° limfocita DPD-érték 160 betegben
(20,9%) fordult el6, ezek koziil 38 betegben (4,9%) sulyos DPD-hianyt (5 pmol/perc/10° limfocita alat-
ti értéket) mértiink. Az utobbi betegcsoportban stilyos (>Gr 3) toxicitas 87%-ban fordult el6. A DPD
IVS14+1G>A mutaci6 a 38 sulyos DPD-hidnyos beteg koziil 3 esetben (7,8%) heterozigota formaban
fordult eld, és mindharom esetben Gr 4 toxicitassal (neutropenia, mucositis, diarrhea) jart. A TS-
génpolimorfizmusok 6sszefiiggést mutattak a tuléléssel. Figyelemremélt6 az 5-TSER és a 3'-TSUTR 3-
3 genotipusanak kombinalasabol keletkez6 8 genotipus-kombinacié eltéré lefutasu tulélési gorbéje,
amelyek Cox regresszios analizis alapjan két, prognosztikai kiilonbséget mutat6 - ,A” j6 prognézisi
(RR< 1) és ,B” rossz prognoézisi (RR>1) - csoportba sorolhaték. E két csoport Kaplan-Meier-analizis
szerinti betegségmentes- és teljes tulélése szignifikansan eltéré. A DPD-aktivitds szintén szignifikans
dsszefliggést mutatott a tuléléssel, a 10 pmol/perc/108 limfocita alatti DPD-aktivitasu betegek beteg-
ségmentes- és teljes tulélése szignifikdnsan hosszabb volt, mint a magasabb aktivitasiaké. A DPD-
aktivitds meghatarozésa jobb prognosztikai faktor az 5-FU altal okozott stlyos toxicitas elérejelzésére,
mint a IVS14 +1G > A mutécio analizise. Cox multivaridns analizis szerint mind a TS-polimorfizmus-
kombinéci6, mind a DPD-aktivitas a talélés fiiggetlen prognosztikai faktora 5-FU-alapu adjuvans keze-
1és esetén. Magyar Onkologia 51:113-125, 2007

The cytoxic effect of 5-fluorouracil (5-FU) is mediated by the inhibition of thymidylate synthase (TS),
however, at the same time 5-FU is catabolized by dihydropyrimidine dehydrogenase (DPD). Efficacy
of 5-FU may therefore depend on the TS and DPD activity and on pharmacogenetic factors influencing
these enzymes. Our aims were 1) to determine the distribution of DPD activity, the frequency of DPD
deficiency and the DPD (IVS14+1G>A) mutation in the peripheral blood mononuclear cells of
colorectal cancer (CRC) patients, and study the relationship between DPD deficiency and toxicity of 5-
FU; 2) to investigate the influence of TS polymorphisms and DPD activity on the survival of CRC

Kozlésre érkezett: 2007. majus 16.
Elfogadva: 2007. majus 24.

Levelezési cim: Dr. Kralovanszky Judit, Orszagos Onkoldgiai Intézet,
1122 Budapest, Rath Gyorgy u 7-9., Telefon: 1-224-8787, Fax: 1-224-8620, e-mail: kralo@oncol.hu

A munka az NKFP 00024/2005 palyazat taimogatasaval késziilt.

© MAGYAR ONKOLOGUSOK TARSASAGA WWW WEBID HU MRAGYAR ONKOLGGIA 51 FVFOLYAM 2. SZAM 2007




patients receiving 5-FU-based adjuvant therapy. The frequency of DPD deficiency was determined by
radiochemical methods in the peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) of 764 CRC patients
treated with 5-FU. The relationship between the TS polymorphisms, DPD activity and the disease-
free- and overall survival was studied in 166 CRC patients receiving 5-FU-based adjuvant therapy. TS
polymorphisms were determined in the DNA samples separated from the PBMCs, by PCR-PAGE and
PCR-RFLP-PAGE (restriction fragment length polymorphism) methods. Low DPD values (<10
pmol/min/10° PBMCs) were demonstrated in 160/764 patients (20.9%), and of those DPD deficiency
(<5 pmol/min/10% PBMCs) was verified in 38 patients (4.9%). In the latter group severe (>Gr 3)
toxicity was found in 87%. The prevalence of the DPD IVS14+1G>A mutation among the 38 DPD-
deficient patients was 7.8% (3/38) and was accompanied by severe Gr 4 toxic symptoms (neutropenia,
mucositis, diarrhea). TS polymorphisms showed a relationship with the survival of CRC patients. It is
important to mention that by combining the 3-3 genotypes of 5-TSER and 3-TSUTR polymorphisms
the obtained 8 genotype combinations showed significantly different Kaplan-Meier survival curves.
The evaluation of these curves with Cox regression analysis resulted in two prognostically different
groups: ,A” good prognosis (RR<1) and ,B” bad prognosis (RR>1). The disease-free- and overall
survival of these two groups were significantly different. DPD activity also showed correlation with
the survival; patients with DPD activity <10 pmol/min/10® PBMCs showed significantly longer
disease-free- and overall survival. The determination of DPD activity proved to be a more valuable
parameter in the evaluation of serious 5-FU-related toxicity compared to the IVS14+1G > A mutation
analysis. According to the Cox multivariate analysis the combination of germline TS polymorphisms
and DPD activity is/an independent prognostic marker of survival in CRC patients treated with
adjuvant 5-FU therapy. Kralovdnszky ], Adleff V, Hitre E, Pap E, Réti A, Komldsi V, Budai B.
Pharmacogenetic studies on the prediction of efficacy and toxicity of fluoropyrimidine-based adjuvant
therapy in colorectal cancer. Hungarian Oncology 51:113-12, 2007
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Egyetemi tanulmdnyaim befejezése utdn jelentkeztem
az Orszdagos Onkologiai Intézet Belgyogydszati Osz-
talydra, és felvételem utdn a Dr. Sellei Camillo és Dr.
Eckhardt Sandor dltal vezetett Klinikai Kisérleti La-
boratériumban kertiltem, ahol a hazai daganatelle-
nes gyogyszerek klinikai farmakologiai vizsgdlatai
torténtek. Taldn ma mdr kevesen tudjdk, hogy a
Degranol és a dibromhexitek (Myelobromol és
Elobromol) gyogyszerré fejlesztésének kdszinhetden a
magyar daganatellenes gyogyszerkutatds azokban az
években az eurdpai orszdgokban is nagy figyelmet
kapott. A vizsgdlatok eredményeit, amelyekben volt
szerencsém vésztvenni igen neves europai szaklapok
kozoltek. Eckhardt Professzor kutatdsi irdanymutatd-
sa, amely madr akkor az emberen, az emberért végzett
vizsgdlatokat helyezte kozéppontba - klinikai kisérle-
ti kutatds -, a mai napig befolydsolta és segitette ku-
tatoi palyamat, amelyért hdlds koszonettel tartozom.

Bevezetés

A colorectalis rak (CRC) Magyarorszagon mind a
férfiak, mind a nék korében a masodik leggyako-
ribb haldlokot jelenti, 2003-ban 2787 férfi és 2311
n6 halt meg vastag- és végbéldaganatban (32). Is-
meretes ugyanakkor, hogy az utébbi 6t évben az
elérehaladott CRC-s betegek esetében a teljes tul-
¢lés kozel kétszeresére emelkedett (38), amely
elsésorban a klasszikus hatéanyagcsoport, az 5-
fluoropirimidinek mellett e daganatok kezelésé-
be bevezetett 4j gyogyszerek - irinotecan, oxali-
platin, valamint az angiogenezist gatl6 bevacizu-
mab és az epidermalis névekedési faktor recepto-
rat gatlo cetuximab - alkalmazasanak koszonhe-
t6. A betegek esetében szignifikans, egyének ko-
z0tti kilonbség van az egyes gyogyszerekre adott
valaszban és a velilk szembeni tolerancidban,
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amelyet a nem, életkor, egyes szervek funkcioi, a
daganat patologiai stadiuma, differencialtsaga,
molekularis jellemz6i, a metabolizmus cirkadian
ritmusa mellett az egyes gyogyszerek farmakolo-
gidjaban szerepet jatszo genetikai tényezok is be-
folyasolnak. E genetikai tényez6k, a DNS szek-
vencia variansai, az un. génpolimorfizmusok be-
folyasolhatjak a gyogyszerek farmakokinetikajat
(felszivodas, megoszlas, metabolizmus, elimina-
ci6) és farmakodinamiajat (molekularis target, te-
rapis vélasz, toxicitas, tulélés).

A csirasejtes (germline) génpolimorfizmuso-
kat az egyes betegek normalis szévetébdl (fehér-
vérsejtek, szajnyalkahartya-sejtek és kontroll szo-
veti mintdk) izolalt DNS-bél hatarozzak meg. Is-
mert, hogy a tumorokat igen nagyfoku géninsta-
bilitas jellemzi, ugyanakkor a malignus sejtek a
beteg normalis sejteinek malignus transzformaci-
6ja utjan keletkeznek, az eredeti szovet szamos
genetikai tulajdonsagat megtartva. Ez a tény adja
a lehet6séget, hogy az egészséges szovethol izo-
1alt DNS-b4l torténd vizsgalatok prediktiv hatasi-
ak lehetnek a daganatos betegséggel kapcsolato-
san. Marsh és mtsai (29) 13 gén 28 polimorfizmu-
sat hasonlitottak 6ssze 44 CRC-s beteg normalis
colon-nyalkahartyajabol és tumorszovetébdl szar-
maz6 DNS-mintan. Az értékelheté 1139 dsszeha-
sonlitasbol 13 esetben (1,1%) taldltak eltéré geno-
tipust a kétféle DNS-mintdban. Ez a tény alata-
masztja a csirasejtes DNS-mintakon torténd gén-
polimorfizmus-vizsgalatok alkalmazhat6sagat,
ugyanakkor felhivja a figyelmet az ugyan igen rit-
kan el6fordulo, de lehetséges eltéré eredményre.
Természetesen a tumorgenom is tartalmazhat
un. szomatikus mutaciokat, kromoszémaatrende-
z6déseket, kromoszomavesztést, duplikaciot, ame-
lyek klinikailag fontos prediktiv informaciot tar-
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talmazhatnak, gondoljunk csak a nem kissejtes
tiidérdkokban (NSCLC) alkalmazott epidermalis
novekedési faktor-receptor (EGFR) tirozinkindz
doménjét gatlo hatéanyagokra (gefitinib, erloti-
nib), amelyek esetében klinikai valaszt a szomati-
kus mutaciokat tartalmazé EGFR esetében mu-
tattak ki (30). A mutaciékat csak a tumorszo-
vetbdl szarmazé mintdkban mutattak ki, a megfe-
lel6 egészséges szovetben nem fordultak eld.

A csirasejtes polimorfizmusok legnagyobb
tobbsége (>90%) un. SNP (single nucleotid
polymorphism), de el6fordulnak még inszer-
ciok/deléciok, valtozo szamu tandem ismétldé-
sek, mikroszatellitak és hosszpolimorfizmusok. A
human genom szekvencidjanak felismerésekor
1,42 milli6 SNP-t mutattak ki, amelyek koziil né-
hany mar bevezetést nyert az onkoldgidban a te-
rapias valasz, tulélés, tumorprogresszio és a mel-
lekhatasok elérejelzésére (37).

A colorectalis rakok gyogyszeres kezelésében
még ma is a fluoropirimidin tipusd hatéanyagok
(5-fluorouracil, tegafur, capecitabin, S-1, UFT) je-
lentik a terapia sarokkdvét. Monoterapia formaja-
ban alkalmazva az 5-fluorouracil (5-FU) kb. 20%-
os valaszadast eredményez metasztatikus daga-
natok esetében, mintegy 12 honapos median tul-
¢élést eredményezve. Valamivel magasabb valasz-
adasi aranyt és hosszabb tulélést értek el, ha az 5-
FU-t leukovorinnal egyiitt alkalmaztak (31) vagy
folyamatos infuzi6 formajédban adagoltak (9).

A fluoropirimidinek terapias hatékonysagat
kiilonbozé tényezdk befolyasoljak, elsGsorban a
vegytiletek aktivalasat és lebontdsat biztositd en-
zimek mikodése (23). A pirimidin- és folatanyag-
csere-enzimek genetikai variabilitisanak megis-
merése 1Uj megkozelitést, a farmakogenetikai
vizsgalatok bevezetését tette lehet6vé e fontos
anyagcsereutak és az Gket befolyasold gyogysze-
rek metabolizmusanak és hatékonysaganak ta-
nulmanyozasédban. Az 5-FU hatékonysaga szem-
pontjabol kiemelked6 szerepe van a vegytilet leg-
fontosabb molekularis targetjének, a timidilat-
szintaznak (TS), valamint a lebontds sebesség-
meghatarozo enzimének, a dihidropirimidin-de-
hidrogenaznak (DPD) (1. dbra).

Az 5-FU a szervezetbe kertilve azonnal anaboli-
kus atalakulason megy keresztiil és tébb 1épésben
5-fluor-2'-dezoxiuridin-monofoszfatta (FAUMP) ala-
kul at, amely a TS-hoz irreverzibilisen kot6dve ga-
tolja a pirimidin-bioszintézist és ezaltal a prolifera-
ci6t. Kimutattak, hogy a tumor magas TS-szintje
(mRNS-, fehérjeexpresszio, enzimaktivitas) rossz
terapias valasszal, rovidebb tuléléssel jar elsésor-
ban a metasztatikus daganatokban (17, 22). Ugyan-
akkor mas vizsgalatokban, adjuvans kezelés esetén
a magas TS-szint hosszabb betegségmentes- és tel-
jes tulélést eredményezett (8, 21).

A TS génen (TYMS) eléfordul6 néhany polimor-
fizmus befolyéasolja a génexpressziot és az mRNS
stabilitasat, emiatt szerepiik lehet az 5-FU-kezelés
hatékonysagaban. A TS gén promoter enhancer ré-
gidjaban (5-TSER) egy 28 bazispar hossziisagu tan-
dem ismétlédés talalhato, amely leggyakrabban 2
(2R) és 3 (3R) ismétlddéseket tartalmaz, és befolya-
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lett a 3R/3R homozigdta genotipus a tumorban ma-
gasabb TS mRNS-expresszioval jar egyttt, dsszeha-
sonlitva a 2R/R genotipussal (38). Egy masodik, 6
bazispar inszercios/delécios polimorfizmus talalha-
t6 a TS mRNS 3-UTR régiéban a TS 1494del6 locu-
son, amely a TS mRNS stabilitasat befolyasolja. A
+6/+6 (+/+) genotipus esetén az mRNS fokozott
stabilitdsa szignifikdnsan magasabb TS mRNS-ex-
presszi6t eredményez 0sszehasonlitva a -6/-6 (-/-)
homozigétakkal (28) (2. dbra).

1. dbra. Az S5-fluoruracil metabolizmusdban és hatdsdban szerepet jdtszo
legfontosabb pirimidin- €s foldtanyagcsere-enzimek és génpolimorfizmusaik
(piros szinnel jelélve a kézleményben vizsgdlt enzimek és polimorfizmusaik).

Ouvdlis hdttérben: enzimek neve; MS: metioninszintdz;, SHMT: szerin-hidroximetil-

transzferdz; DHFR: dihidrofoldt-reduktdz; MTHFR: metiléntetrahidrofoldt-
reduktdz, TS: timidildtszintdz; DPD: dihidropirimidin-dehidrogendsz.
Szogletes hdttérben az enzimekhez tartozo legfontosabb génpolimorfizmusok,
metabolitok; SAM: S-adenozil-metionin, THF: tetrahidrofoldat, DHF: dihidrofoldt;
AUMP: dezoxiuridin-monofoszfdt, ATMP: dezoxitimidin-monofoszfat.
Hatszogletes hdttérben; 5-FU: 5-fluoruracil; FAUMP: 5-fluor-dezoxiuridin-

monofoszfit, H2FU: dihidro-S-fluoruracil
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A vizsgalatok nagy tébbségében a TS-polimor-
fizmusokat a primer tumorbdl vagy a metaszta-
zisbol hatarozzak meg, ugyanakkor igen nagy
elonyt jelenthet a vérbdl izolalt sejtekbdl valo ge-
notipizalas, amely nem invaziv és gyorsan elvé-
gezhet6 modszer.

Bar az 5-FU hatékonysagat nagymértékben az
aktivalas és az azt kovet6 TS-gatlas hatdrozza
meg, szignifikans szerepet jatszik a hatas kialaku-
lasaban a vegytilet igen gyors lebontasa a dihidro-
pirimidin-dehidrogendz (DPD) enzim utjan, ami
az 5-FU-szint mintegy 80%-os csokkenését ered-
ményezi a kezelés utani elsé 30 percben, ezaltal
meghatdrozva az aktivalas szdmara rendelkezés-
re all6 5-FU szintjét (24). A DPD-t szamos szovet-
feleségben kimutattdk, de a legmagasabb aktivi-
tds a majban talalhatd, amely a pirimidinek, igy
az 5-FU lebontasaban is fontos szerepet jatszik. A
vér mononukledris sejtjeinek (PBMC) DPD-akti-
vitasa igen jo korrelaciét mutat a maj aktivitasa-
val, ezért rutinszertien felhasznalhato a teljes test
DPD-aktivitasanak helyettesité (,surrogate”)
markereként (6). Kimutattak, hogy a DPD-aktivi-
tas forditottan aranyos az 5-FU plazmakoncentra-
ciojaval folyamatos infiziés kezelés soran (14).

Ragcsalokban megallapitottdk, hogy a DPD
mRNS-expresszidja és aktivitdsa cirkadian rit-
must mutat. Human vizsgalatokban egészséges
egyénekben és daganatos betegekben egyes ese-
tekben ugyan kimutattak cirkadian ritmust,
azonban ez kiillonbségeket mutatott az egyes
egyének kozott (34). Szamos munkacsoport iga-
zolta, hogy az alacsony DPD-aktivitas fontos rizi-
kofaktor az 5-FU-toxicitas kialakuldsa szempont-
jabél (6, 17). Az alacsony DPD-aktivitas kiiszobér-
téke a normalis populaci6 atlagértékének 70%-a
Ezt a kiiszobértéket véve figyelembe, a normalis
populacié 10-14%-a rizikdcsoportnak tekinthetd
egy esetleges 5-FU-kezelés esetén, a silyos toxici-
tas kialakulasa szempontjabol.

A humén DPD gén (DPYD) az 1p22 kromo-
szoman talalhato, 23 exonbol all. A géntérkép

szerint legalabb 950 kb hossztsagu, 3 kb hosszu
kodolo szekvenciat tartalmaz, az atlagos intron-
méret 43 kb (45). A DPD génen 39 kiillonboz6
mutaciét és polimorfizmust irtak le, amelyek
nagy tobbségét velesziiletett, komplett DPD-hia-
nyos egyéneken ismerték fel. Ezeket a mutacio-
kat a legkiilonbozdébb klinikai tinetek (neurolo-
giai tinetek, autizmus, hypertonia, hyperrefle-
xia, stb.) kisérték. A mutdciok a kédold regioban
nem egyenletesen oszlanak el a 23 exonon, 81%
a 2-14-es exonon talalhat6. Szamos mutans DPD
allélrdl szamoltak be 5-FU-adagolast kovetd su-
lyos toxicitas esetén, ilyen betegekben 14 muta-
ciot irtak le: 1 splice site (IVS14+1G>A), 2 non-
sense (R21X, E386X), 6 missense mutdciot
(M166V, M182K, V335L, 15608, A777S, D949V) és
5 polimorfizmust (C29R, R21Q, S543N, 1543V,
V7321) (44) (3. dbra).

A leggyakrabban el6fordulo, a 14. exonon ta-
lalhaté G>A pontmutacié (IVS14+1G>A) a 14.
exon kieséséhez vezet a DPD pre-mRNS splicing
soran. Ennek eredményeképpen az mRNS-bél
egy 165 nukleotid hosszisagi szegmens hiany-
zik, amely az 581-635. aminosavakat kodolja, igy
sérilt, nem funkciondl6 fehérje szintetizalodik
(44). A G>A pontmutaci6 gyakorisagat 7 popula-
ciéban megvizsgalva azt taldltak, hogy magas
allélfrekvencia mutathat6 ki a holland, német,
finn, torok és taiwani népességben, mig a muta-
ci6 nem volt kimutathat6 a japan és afro-ameri-
kai egyénekben (44). 5-fluorouracil-toxicitdsban
szenvedd betegeken a DPD gén kiilonbéz6 muta-
cioi koziil a 14. exonon taldlhaté G > A pontmuta-
ci6 eléforduldsa a leggyakoribb, amely mar hete-
rozigota formaban jelentés DPD-csokkenést, ho-
mozigota formaban teljes DPD-hidnyt okoz, ami
5-FU-kezelés soran sulyos, esetleg haldlos toxici-
tashoz vezet.

Az alacsony DPD-aktivitds az 5-FU-kezelést
kovetéen kialakulo toxicitas fontos prediktiv
markere, ugyanakkor a magas DPD-szint kovet-
kezményeként az 5-FU fokozott lebontésa, a ke-

3. dbra. Sulyos 5-FU-toxicitdasban szenvedo betegekben a DPYD génen eldfordul 14 mutdcio illetve
polimorfizmus. Az egyes szimbolumok egy-egy beteget jelentenek, akik homozigotdk (O) illetve heterozigotdk
(®) az adott mutdciora nézve. A leggyakrabban eléforduld mutdcio a 14. exonon taldlhato IVS14+1G>A
pontmutdcio van. (Kuilenburg ABP: Eur | Cancer 40: 939-950, 2004 (44); az Elsevier Kiado szives

engedélyével)
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1. tabldzat.

A vizsgdlt betegek
szdma, klinikai és
patologiai jellemzoi

zelés csokkent eredményességének vagy ered-
ménytelenségének eldrejelzdje lehet. Sejtvonala-
kon és human tumorxenograftokon egyértelmu
forditott korrelaci6t mutattak ki a DPD-aktivitas
és az 5-FU-érzékenység kozott (3). Az emberi
colorectalis tumorszovetb6l meghatarozott DPD
mRNS-expresszio/fehérje/enzimaktivitas és az 5-
FU-kezelés eredményessége kozott a vizsgalatok
csak mintegy 50%-aban talaltak 6sszefliggést a tu-
mor DPD-szintje és az 5-FU hatékonysaga kozott
(44). Erdemes megemliteni, hogy a tumor és nor-
malis szovet DPD mRNS-expressziojat/aktivitasat
osszehasonlitva a tumorban alacsonyabb DPD-
szintet taldltak, mint a normalis mucosaban, és
feltehetGen ez is kozrejatszik, hogy nem talaltak
egyértelmu osszefliggést a tumorban mért DPD-
szint és a kezelés eredményessége kozott (40).
Vizsgélataink célja: Az 1. dbrdn kiemelten fel-
tintetett DPD és TS enzimek, valamint mutacio-
juk/polimorfizmusaik szerepét vizsgalni az adju-
vans, 5-FU-t tartalmazo kezelés hatékonysagaban
és a toxikus mellékhatasok kialakulasaban. Tanul-
manyoztuk a DPD-aktivitds megoszlasat a CRC-s
betegek periféridss mononuklearis sejtjeiben, és
osszefiiggést kerestink a DPD-csokkenés/hiany
és az 5-FU-kezelés toxikus hatdsai kozott. Vizsgal-
tuk a DPD IVS14+1G>A mutacié el6fordulasi
gyakorisagat az alacsony DPD-aktivitasu betegek-
ben. Adjuvans 5-FU-kezelésben részesiilt CRC-s
betegek esetében osszefliggést kerestiink a TS-
génpolimorfizmusok, a DPD-aktivitas, valamint a
betegek tiinetmentes és teljes tulélése kozott.

Vizsgalati anyagok és modszerek

Betegek

A DPD-aktivitds/mutaci6 megoszlasanak tanul-
manyozasa céljadbol az enzim meghatdrozasat
2001. januéar és 2003. november kozott oszté-
Iyunkra érkezett olyan CRC diagnozisu betegek

n %

Osszes beteg 166 100
Nem

Ferfi 91 55

N6 75 45
Kor

<58 84 51

>58 82 49
Lokalizacié

Rectum 82 49

Colon 84 51
Dukes-stadium

B2 46 28

C 120 72
Differenciacié (grade)

1/2 145 87

3 21 13
Kezelés tipusa

Bolus 70 42

Infuzios 96 58
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esetében végeztiik el, akik az Orszagos Onkologi-
ai Intézetben (néhany esetben mas korhaz vagy
klinika onkolégiai osztdlyan) adjuvans vagy
palliativ 5-FU-alaptu kezelésre keriiltek. A 764
vizsgalt beteg kozul 93 beteg esetében (akiknél a
DPD-aktivitas 10,0 pmol/perc/10° limfocita érték
alatt volt) vizsgélat tortént a DPD IVS14+1G>A
mutacié meghatarozasara is.

A timidilatszintaz 5-TSER és 3-TSUTR poli-
morfizmusok és a DPD-aktivitds valamint az 5-
FU-kezelés eredményességének meghatarozasa
166, 1995. majus és 2004. junius kozott adjuvans
kezelésben részesiilt Dukes B2 és C stadiumu
CRC-s beteg esetében tortént. A betegek 5-FU-
alapu kezelésben részesiiltek bolus 5-FU-kezelés
(Mayo protokoll) vagy bolus + folyamatos inftiziés
kezelés (De Gramont protokoll) illetve folyama-
tos infliziés kezelés (CiFU) formdjdban. A rectum-
tumoros betegek mitét el6tt sugarkezelést kap-
tak. A vizsgélatok végzését az Orszagos Onkologi-
ai Intézet Etikai Bizottsaga (IEB) irasban engedé-
lyezte. A betegek klinikai-patologiai jellemzék
szerinti megoszlasat az 1. tabldzat szemlélteti.

Modszerek

Periférids mononukledris sejtek (limfocitdk) szepard-
ldsa: A betegekt6l levett 10 ml (15% EDTA)
alvadasgatlot tartalmazé vérmintabol Ficoll-gradi-
ensen tortént a periférias mononuklaris sejtek sze-
paraldsa. A sejtszamot Bilirker-kamraban tortént
szamolassal hatdroztuk meg és a sejteket tovabbi
feldolgozasig folyékony nitrogénben taroltuk.

DPD radioenzimologiai meghatdrozdsa: A sej-
tek feltarasa folyékony nitrogénben torténd fa-
gyasztassal és 25°C-on valo felolvasztassal (3x30
sec) tortént. A feltart sejteket 30 percig ultracent-
rifugaltuk 20 000 g-n. A DPD enzim meghataro-
zasat a citoszolbol végeztiik, mig az tledéket fél-
retettiik a polimorfizmus és mutacié vizsgalata-
hoz torténé DNS-szeparalas céljara.

Az enzimvizsgalat az altalunk korabbiakban leirt
modszer médositasa alapjan tortént (18). A citoszolt
6-1*-C] 5-FU-t (26,5 pM), NADPH-t (12 pM), MgCL,-t
(6,5 mM), és nikotinamidot (1 mM) tartalmazé nat-
riumfoszfat-pufferben (pH=8,0) 37 °C-on inkubal-
tuk 0 illetve 20 percig. Az inkubacié befejezése utan
a reakciot jéghideg 96%-os etanollal allitottuk le, és
a mintdk 0,2 pm pérusméretd Vecta Spin mikro-
centrifuga sziirén torténd lesziirése utan a DPD en-
zim hatasara keletkezett katabolitot ['*-CJ-H,5-FU-t
(dihidro-5-fluorouracil) és az eredeti [1*-C}-5-FU-t fo-
lyadékkromatografidas (HPLC) modszerrel valasztot-
tuk szét. A detektalas on-line radiokémiai detektor-
ral tortént. A DPD értékét a 109 limfocitabol keletke-
zett H,5-FU mennyiségében adtuk meg pmol/
perc/10° limfocita egységben.

Farmakogenetikai modszerek

DNS-szepardlds: A DNS-szeparalas az ultracentri-
fugalas utan nyert tiledébdl tortént MasterPure
DNS-tisztité kit segitségével (Epicentre Tech-
nologies, Madison, WI, USA) az eléallito 4ltal
megadott modszer szerint.
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A DPD [VS814+1G>A mutdciot a van Kuilen-
burg és mtsai ltal leirt modszer (43) szerint hata-
roztuk meg. A 14-es exon-szélt magdba foglalo
génrégiot PCR-rel amplifikaltuk. A felhasznalt pri-
mer par: 5-ATCAGGACATTGTGACATATGTTTC-
3 (szenz) és 5-CTTGTTTTAG-ATGTTAAATCA-
CACATA-3' (antiszenz) volt. A primerek a ki-
emelt helyen Ndel restrikciésenzim-hasit6helyet
képeznek a PCR-terméken egy allélfiiggd ill. egy
allél-fiiggetlen szakaszon. Ily mddon a Ndel-
RFLP (restriction fragment lenght polymorphism)
vizsgalat nemcsak az allél-diszkriminaciot teszi
lehet6vé, hanem egy belsé emésztési kontrollal
is rendelkezik.

Az RFLP vizsgalat alapjan a 198 bp méretd
PCR-termékbdl a 181 bp hossziisagtiva valo atala-
kulas a teljes emésztés kontrolljat, a 154 bp frag-
mentum megjelenése pedig a mutans allél jelen-
1étét igazolja.

S'TSER polimorfizmus: a meghatarozast a
Kawakami és mtsai (19) altal leirt médszer sze-
rint végeztilk a kovetkezo primereket alkalmaz-
va: (szenz) 5-GTGGCTCCTGCGTTTCCCCC-3',
(antiszenz) 5-TCCGAGCCGGCCACAGGCAT-3'.
A PCR-termékeket nem denatural6 PAG-elektro-
forézissel analizaltuk 10%-os gélen. A 28 bazispar
differencia a 2R (192 bp) és 3R (220 bp) allélek
kozott a gélen jol megkiillonboztethetd.

3-TSUTR polimorfizmus: a meghatarozast PCR
amplifikaciot koveté RFLP-vel végeztiik az Ulrich
és mtsai (41) altal leirt modszer szerint a kovet-
kez6 primereket alkalmazva: (szenz) 5'-
CAAATCTGAGGGAGCTGAGT-3, (antiszenz) 5'-
CAGATAAGTGGCAGTACAGA-3'. A PCR-termé-
ket Dral restrikciés enzimmel emésztettitk 1
6ran at, majd 10%-os nem denatural6 PAG-elekt-
roforézissel szeparaltuk. A standard protokoll, a
PCR osszetétele és korillményei korabbi vizsgala-
tainknak megfeleléek voltak (1).

Statisztikai modszerek

A vizsgalt paramétereket, mint a tulélés lehetsé-
ges prediktiv faktorait univaridns modszerrel
analizaltuk. A tulélést Kaplan-Meier-modszerrel
vizsgaltuk, a tulélési gorbék oOsszehasonlitasara
log-rank-tesztet alkalmaztunk. Univarians és
multivaridans Cox regresszios analizist alkalmaz-
tunk a relativ riziké (RR) és a 95%-os konfiden-
ciaintervallum meghatarozasara. A multivarians
Cox regresszi6s analizist a ,hierarchical forward
with switching” modell alapjan végeztiik. A sza-
mitdsokhoz NCSS Kaysville, UT., USA) szamito-
gépes programot alkalmaztunk.

Eredmények

DPD-aktivitasértékek megoszldsa CRC-s
betegeken és a DPD IVS814 +1G > A mutdcio
eléforduldsi gyakorisaga

A 764 CRC-s beteg DPD-aktivitasértékének meg-
oszlasa normal Gauss-eloszlast mutat, nem nagy
szamban, de el6fordulé igen magas DPD-értékek-
kel. Alacsony (<10 pmol/perc/10° limfocita)

FLUOROPIRIMIDINEK FARMAKOGENETIKFJR

DPD-érték 160 beteg esetében (20,9%) fordult
el6, és ezek kozul 38 betegben (4,9%) sulyos
DPD-hianyt, 5 pmol/perc/10° limfocita alatti ér-
téket mértink. Az utobbi betegcsoportban 87%-
ban fordultak el6 toxikus 5-FU-kezelések, ame-
lyek Gr 3-4 neutropeniaval, mucositisszel, has-
menéssel jartak egytitt. Az 5-10 pmol/perc/108
limfocita érték kozotti csoportban csak 17%-ban
fordult el6 stlyosabb (> Gr 2) toxicitds (4. dbra).
A DPD 1VS14+1G > A mutaciét a <10 pmol/
perc/10°8 limfocita enzimaktivitasu csoport bete-

gei koziil 93 esetben hataroztuk meg, és 3 beteg- 4. dbra.
ben mutattuk ki heterozigéta forméaban, ami a 38 DPD-aktivitdsértékek
stlyos DPD-hidnyos (<5 pmol/perc/10° limfoci- megoszldsa 764
ta) beteget véve figyelembe 7,8%-os gyakorisagot colorectalis daganatban
jelent. Ezekben a betegekben igen sulyos, gyak- szenvedd beteg
ran halmozott toxicitas, Gr 3-4 neutropenia vagy limfocitaiban. Az
pancytopenia, Gr 3-4 mucositis, hasmenés (egy alacsony DPD-€rtékek
esetben véres hasmenés) fordult el6. A toxikus és a toxikus 5-FU-
allapot rendezése csontveld-stimulalé faktor és kezelések (Gr 3-4
széles spektrumu antibiotikum adéasaval sikertlt. neutropenia, Mucositis,
A tovabbi kezelések sordn ezek a betegek nem hasmenés)
kaptak 5-FU-t tartalmazd gyogyszerkombinaciot gyakorisagadt a tabldzat
(5. dbra). szemlélteti.
[ férfi (n=375) DPD-érték n Toxikus 5-FU-
[Jné (n=389) kezelések
80 n %
- <5 38 33 87
70 n ] 5,1-10 122 21 17
60 — -
50+
£ I
\©
240 T
[}
i
30
20
10
0 T T T T 1

T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85
DPD (pmol/perc/10° limfocita)

S. dbra. A DPD 1VS14 +1G > A mutdcid analizise 93 (< 10 pmol/perc/10° limfocita)
DPD-aktivitdsu colorectalis daganatos betegen. Sm: molekulatomeg-marker,
Wt: vad tipus; Mt: mutdns heterozigdta genotipus

DPD enzimvizsgalat: 764 beteg
Alacsony (<10 U/10° ly) DPD-aktivitas: 160 beteg
Mutacié analizis az alacsony DPD-aktivitasu betegbél: 93 beteg
Mutans heterozigota genotipus: 3 beteg (3,2%)

F‘-——l‘—-—‘l—-ﬂm“-—_“ -181bp
-154 bp

Sm Wt Wt Wt Mt* Wt Wt

- A IVS14+1G>A mutaciot heterozigdta formaban hordozd beteg
- DPD-aktivitasa <1,2 U/10° limfocita
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A timidildtszintdz-génpolimorfizmusok
dsszefiiggése az 5-FU-alapui adjuvdns
kezelésben részestilt betegek tulélésével

A vizsgalatba 166 beteget vontunk be, a median
kovetési id6 19+ 14 honap volt. A 5-TSER és 3'-
TSUTR polimorfizmusok megoszlasat a betegek
klinikai és patolégiai jellemz6i (nem, életkor,
Dukes-stadium, differenciacio, tumorlokalizacio,
kezelés tipusa) szerint dsszehasonlitva szignifi-
kans kiilonbséget egyediil a 3-TSUTR genotipu-
sok megoszlasbhan talaltunk a nemek kozott, ahol
a -6/-6 (-/-) genotipus eléfordulasa a férfiakban
magasabb, 14%, mig a nékben csak 3% volt
(p=0,035).

A kovetési id6 alatt (19 +14 hénap) 58 beteg
(34,9%) esetében alakult ki relapszus (11 loka-
lis recidiva és 47 tavoli metasztazis). A beteg-
ségmentes- (DFS) és teljes tulélés (OS) Ossze-
fiiggését klinikai patologiai paraméterekkel, va-
lamint a TS-polimorfizmusokkal univarians Cox
regresszios analizissel a relativ riziko (RR) és
95% konfidenciaintervallum (95% CI) szamita-
sa alapjan vizsgaltuk. A klinikai patol6giai para-
méterek nem befolyésoltak szignifikansan a tul-
élést, kivéve a kezelés tipusa, mely esetében a
folyamatos infuzids kezelésben részesiilé bete-
geknél szignifikdnsan hosszabb betegségmentes
talélést (p=0,036) tapasztaltunk a bolus keze-
léssel osszehasonlitva. A TS-polimorfizmusok
esetében megallapitottuk, hogy az 5-TSER 2R

allél jelenléte heterozigota vagy homozigota
(2R/3R vagy 2R/2R) formdban szignifikdnsan
révidebb betegségmentes- (p=0,048) és teljes
talélést (p=0,009) eredményezett a 3R/3R ho-
mozigota betegekéhez képest. Bar a 3'-TSUTR
genotipusok nem mutattak szignifikdns Ossze-
figgést sem a betegségmentes-, sem a teljes tul-
éléssel, a -6/-6 homozigotak esetében a relativ
riziké magasabb volt, mint azokban a betegek-
ben, akik legalabb egy +6 allélt tartalmaztak
(RR=1vs. 0,67 és 1 vs. 0,68) (a részletes adato-
kat nem mutatjuk).

Figyelembe véve, hogy mindkét polimorfiz-
mus esetében taldltunk jobb és kevésbé jo prog-
nozist jelz6 genotipusokat, érdemesnek latszott a
két polimorfizmus kombindciéjat dsszehasonlita-
ni a talélésekkel. Feltételezve, hogy minden 5'-
TSER genotipus kombinalédhat minden 3’-TSER
genotipussal, elméletileg 9 kombinaci6 lehetsé-
ges, amelyek koziil betegeink esetében 8 fordult
el6 (2/2 & -6/-6 kombinaciot nem talaltunk). Eze-
ket a genotipus-kombindcidkat a 6. A és C dabrd-
kon tintettik fel.

A betegségmentes talélést vizsgalva (6.A db-
ra) hosszabb betegségmentes tulélést taldltunk az
6sszes 3R/3R genotipust tartalmazé kombinacié
és a 2R/3R heterozigotak koziil a +6/ +6 genoti-
pussal valé kombinacié esetében. A tobbi négy,
2R/3R heterozigdta és 2R/2R homozigota genoti-
pust tartalmazé kombinacié esetében rovidebb
talélést talaltunk. A log-rank-teszt szerint szigni-

6. dbra. Osszefiiggés a 166, 5-FU-tartalmii adjuvdns kezelésben részesiilt CRC-s beteg betegségmentes- és teljes
tulélése, valamint az 5-TSER- és 3-TSUTR genotipus-kombindciok kizétt. A, C: a 8 eldfordult genotipus-
kombindcichoz tartozo betegek Kaplan-Meier-analizis szerinti betegségmentes- (DFS) és teljes tilélése (OS).

B, D: A tulélés univaridns Cox regresszios analizise alapjan a 8 genotipus-kombindciohoz tartozo betegeket
két csoportba osztottuk: ,A” (jo prognozis): velativ rizikd (RR) 1, ,B” (vosszabb progndzisi): RR > 1

TS5 &3
A (DFS) genotipus n B (DFS)
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fﬂ — 23 V 38 Af‘,g RR<1
= -=23 4 8
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w 22 4~ 0 W T
2 -—= 2 prognosztikai RR>1
1 csoport n
! —_ 91
I —_ 75
0,0 T T L T ) 0,0 T T T T : !
o 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60
hénap hénap
Log rank teszt p=0,06 for trend p=0,027 Log rank teszt p=0,002
TS5 &3
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Log rank teszt p=0,031 for trend p=0,016 Log rank teszt p=0,001
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fikans trend (p=0,027) mutatkozott a 8 kombina-
cio tulélésre gyakorolt hatdsdban. Hasonld ered-
ményeket kaptunk a teljes tulélés értékelésekor

2. tabldzat. A dihidropirimidin-dehidrogendz-aktivitds 6sszefiiggése a klinikai és
patologiai paraméterekkel, valamint a TS-polimorfizmusokkal

is (trend p=0,016) (6.C dbra). Abbol a célbdl, n atlag SD SE o
hogy a nyolc talélési gorbe értékelését megkony-
> . S . Nem
nyitsiik, a nyolc genotipus-kombinacioval jelle- Férfi 87 217 104 11 NS
mezhetd betegek betegségmentes tulélése esetén NG 74 190 117 1.4
a relapszusrizik6t univaridns Cox regresszios o
inahz.lssjel. ’ertekeltuk, mely?ek. a.lapj.?m /azokat a <53 81 212 12,4 14 NS
ombinaciokat, ahol a relativ rizik6 értéke (RR) >58 80 197 97 11
<1 volt, a j6 prognodzist (,A") csoportba, mig azo- — ’ ’ ’
kat, ahol az RR >1 volt, a rosszabb prognozisu Lokalizacio
(,B") csoportba osztottuk. Az ,A” és ,B" csoport Rectum 79 22,2 12,0 1.3 NS
Kaplan-Meier tulélési analizise két szignifikdnsan Colon 82 188 10.0 I
eltéré prognosztikai csoportot eredményezett. A Dukes stadium
log-rank-teszt eredménye betegségmentes tilélés B2 45 22,2 1.7 1.7 NS
esetén p=0,002, a teljes talélés esetén p=0,001 C 116 19,8 10,0 1.0
volt (6.B,D dbra). Differenciacié (grade)
1/2 140 1 11,5 1,0 p=0,003*
Osszefiiggés a dihidropirimidin-dehidrogendz- ? _ 2! o 78 16
aktivitds és az 5-FU-alapu adjuvans kezelésben KeBZ&'S: tipusa 68 507 107 '3 NS
részestilt betegek tulélése kozott Infiaios o3 202 15 15
A 166 adjuvans kezelésben részestlt beteg koziil 5 TSER
161 beteg esetében hataroztuk meg a DPD- 2R/2R 28 24,7 13,2 2,5 p=0,053
aktivitast. Elemeztiik a DPD-értékek és a betegek 2R/3R 77 20,3 11,6 1.3
klinikai-patolégai tulajdonsagai, valamint a DPD- 3R/3R 56 18,5 8,8 1,2
értékek és a TS-polimorfizmusok kozotti lehetsé- 3TSUTR
ges Osszefliggéseket. Nem talaltunk szignifikans 0bp/0bp 17 233 97 24 NS
killonbséget a nem, életkor, tumorlokalizacio, 6bp/Obp 77 193 108 12
Dukes-stadium és a kezelés tipusa szerint csopor- 6bp/6bp 67 21,0 11,8 1,4
tositott betegek esetén a DPD-atlagértékekben,  Welchcorrected. unoared test
. P , . . . B paire es
ugyanakkor a differencialtsag szerint torténd cso-
7. dbra. Osszefiiggés a
A (1DOF_S) B (1D (:: _S) 161, 5-FU-tartalmi ad-
" " juvdns kezelésben része-
: ] stilt CRC-s beteg beteg-
0 ] o ] ségmentes- ¢s teljes tuil-
% ] ?‘: ] élése valamint a limfoci-
= 0,51 - 0,51 takban mért DPD-akti-
3 i _ 3 ] vitds kozott. A DPD-ak-
2 ] Unom’ 2 1 tivitds alapjdn a betege-
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ben adtuk meg: U/10°
limfocita = pmol/perc/
10° Timfocita)




3. tdbldzat.
A tulélés multivaridns
Cox regresszios

portositaskor a rosszul differencialt (Gr 3) tumo-
ros betegek esetében szignifikdnsan alacsonyabb
DPD-értékeket talaltunk a Gr 1-2 tumoros bete-
gekhez képest (p=0,003). Nem volt szignifikans
osszefliggés a TS-génpolimorfizmusok és a DPD-
aktivitas kozott sem, bar az 5-TSER polimorfiz-
musok esetén a 3R/3R homozigotaktdl a 2R/2R
homozig6tdk irdnydba csokkend DPD-aktivitds
mutathat6 ki, amely megkozelitette a szignifi-
kancia hatarértékét (p=0,053) (2. tdbldzat).

A betegeket emelked6 DPD-aktivitas alapjan
4 csoportra osztottuk: [1] 0-10; [2] 10,1-20; [3] 20,1-
30; [4] >30,1 pmol/perc/10° limfocita. A 4 kilon-
boz6 DPD-aktivitasu csoport Kaplan-Meier-anali-
zis szerinti betegségmentes- (7.A dbra) és teljes
talélését (7.C dbra) abrazolva megallapithato,
hogy a talélési gorbék forditott dsszefiiggést mu-
tattak az emelkedé DPD-értékekkel (DFS trend
p=0,027; OS trend p=0,015). Az egyes gorbék
Osszehasonlitasa log-rank-teszttel azt mutatta,
hogy mind a DFS, mind az OS esetében az 1. cso-
port (DPD €10 pmol/perc/10° limfocita) szignifi-
kénsan kiilonbozott az 0sszevont 2 + 3 + 4 csoport-
tol (DFS p=0,0162; OS p=0,0107). Ennek az
eredménynek az alapjan a tovabbiakban a bete-
geket két csoportba osztottuk ([1] DPD 0-10 és [2]
DPD >10,1 pmol/perc/10° limfocita), és elvégez-
tik a Kaplan-Meier tulélési analizist a betegség-
mentes- (7.B dbra) és a teljes (7.D dbra) tulélésre,
amely mindkét esetben szignifikans kiilénbséget
mutatott a két talélési gorbe kozott (p= 0,016 és
p=0,011).

A multivaridns Cox regresszios analizis ered-

analizise ménye szerint mind a betegségmentes, mind a
Betegségmentes tulélés Teljes tulélés
RR* P RR P

Nem

N6

Férfi 1,48 0,290 1,2 0,676
Kor

<58

>58 1,14 0,620 1,46 0,358
Lokalizacié

Colon 1 1

Rectum 2,1 0,028 3,08 0,023
Dukes-stadium

B2 1 1

C 2,04 0,042 4,9 0,009
Differenciacié (grade)

1/2

3 1,33 0,307 1,47 0,559
Kezelés tipusa

Inflizids 1 1

Bolus 2,3 0,044 5,24 0,030
TS prognosztikai csoport

WA 1 1

,B” 2,23 0,004 3,46 0,006
DPD-aktivitas

<10 U/108 lymph. 1 1

>10 U/108 lymph. 2,69 0,002 2,61 0,039
*RR = relativ rizikd

MRAGYAR ONKOLGGIA 51 FVFOLYAM 2. SZAM 2007

teljes tulélés esetében a Dukes-stadium, tumorlo-
kalizacio és a kezelés tipusa mellett a TS-polimor-
fizmus-kombinaci6 és a DPD-aktivitas fiiggetlen
prognosztikai faktornak bizonyult (3. tdbldzat).

Megbeszélés

Az 6roklott genetikai kiillonbségek befolyasolhat-
jak az egyének gyogyszerekkel szembeni érzé-
kenységét. A farmakogenetika célja ennek az is-
meretanyagnak az alkalmazasa a gyogyszeres ke-
zelés egyénre tervezésében, ugyanis a farmako-
genetikai vizsgalatok egyik legfontosabb alkalma-
zasi tertilete a gyogyszeres kezelést megeldzéen
annak a valdszintiségnek a megallapitasa, hogy
egy adott beteg esetében egy specifikus gyogy-
szer/gyogyszer-kombinacié hatékony lesz-e és
milyen stlyos mellékhatasokkal jar majd a keze-
lés. Kulonosen fontos a farmakogenetikai para-
méterek ismerete és alkalmazasa a daganatelle-
nes gyogyszeres kezelés soran, hiszen jol ismert,
hogy ezeknek a hatéanyagoknak igen sztk a tera-
pias indexe. Bar a farmakogenetika egy viszony-
lag fiatal tudomanyag, egyes gyogyszerek eseté-
ben eredményeit mar az FDA, az amerikai gyogy-
szerengedélyezési hatosag is elfogadta, és a
gyogyszerek alkalmazasi eldirataban felhivjak a
klinikusok figyelmét a lehetséges prediktiv gene-
tikai tesztre. Ennek megfelel6en pl. a mercapto-
purine, azathioprine esetében a thiopurin-metil-
transzferaz TPMT*2, TPMT*3A és TPMT*3C po-
limorfizmusok, az irinotecan esetében az
UGT1A1*28 polimorfizmus javasolt meghataro-
zasa segiti a sulyos toxicitassal jar6 esetek kiszl-
Tését.

Mind a tumor, mind a normalis szovetek
génpolimorfizmusai befolyasoljak a gyogyszerek
hatasat, azonban, ahogyan azt a bevezetésben mar
emlitettiik, egy adott beteg esetében ezek tobb
mint 98%-ban megegyeznek. Ez ad lehetdséget a
normalis szovetekb6l (periférids mononuklearis
sejtek, szdjnyalkahartya-sejtek) torténé génpoli-
morfizmus-meghatarozasokra, amely konnyfd,
gyors, nem invaziv modszer. A szomatikus muta-
ciok, kromoszémavesztés vagy -amplifikaciok ki-
alakulasaval ugyanakkor szamolni kell, amelyek
bar ritkan, de eltéré tumorgenotipust okozhatnak.

Az 5-fluorouracil a CRC-k bazisgyogyszere,
amely alkalmazasa soran fontos metabolikus val-
tozasokon (lebontds, aktivalds) megy keresztiil
ahhoz, hogy daganatellenes hatasat kifejtse. Az
aktivalast és lebontast katalizalo enzimek és az
6ket kodolo gének polimorfizmusai jelentésen
befolyasolhatjdk az 5-FU daganatellenes hatasat
€s toxicitasat (17, 18, 21, 22, 30).

Vizsgélataink sordn a 5-FU toxicitdsat, vala-
mint hatdsat a CRC-s betegek adjuvans kezelését
kovet6 tulélésre a vegyiilet igen gyors lebontdsat
katabolizal6 enzim, a DPD és IVS14+1G>A mu-
tacidja, valamint a molekularis target TS polimor-
fizmusainak meghatarozasaval kivantuk jelle-
mezni. A DPD-aktivitids esetén a normalis po-
pulécio atlagértékének 70%-a alatti értékek ese-
tén mar kell szdmolni toxikus mellékhatasok ki-
alakulasaval, mig az atlagérték 48%-a alatt a su-
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lyos toxicitasok kialakulasanak veszélye jelento-
sen fokozodik (42). A magyar kontroll populacio-
ban a DPD-aktivitds atlagértéke 14,04+7,42
pmol/perc/108 limfocita. Ennek és az altalunk a
klinikumban tapasztalt toxikus eseményeknek az
alapjan a 10,0 pmol/perc/10° limfocita DPD-ér-
ték alatti betegeket enyhén, az 5,0 pmol/perc/
10%limfocita érték alatti betegeket stilyosan DPD-
hianyosnak tekintjik. Kiillonbozé 5-FU-val kezelt
daganatos korképekben az enyhe és stilyos DPD-
hiany gyakorisaga igen eltéré a kiilonboézé szer-
z6k esetében. Harom vizsgalat (10, 12, 26) értéke-
it 0sszehasonlitva, az atlagérték 70%-anal alacso-
nyabb DPD-aktivitas a vizsgalt daganatos betegek
(emlé-, fej-nyaki-, colorectalis rak, Hodgkin-kér)
8,3, 28,7 és 20%-aban, sulyos DPD-hiany 5,8, 6,0
és 2,7%-aban fordult el6, amellyel igen jo egye-
zést mutatnak a sajat vizsgalatunk eredményei,
amelyben mérsékelt DPD-csokkenés a betegek
20%-dban, mig stulyos DPD-hidny 4,9%-ban for-
dult el6. Eredményeink azt igazoltak, hogy a su-
lyosan DPD-hidnyos betegek esetében fokozott a
veszély a Gr 3-4 toxikus mellékhatasok (neutro-
penia, mucositis, hasmenés, kéz-lab-szindréma)
kialakulasara, ami e betegek mintegy 80-85%-at
veszélyezteti. A DPD-hiany fontossdgat a varat-
kordbbi, alacsonyabb betegszamon végzett vizs-
galataink (18) és szdmos munkacsoport igazolta,
ezek szerint a toxikus esetekben 39-61%-ban ta-
laltak alacsony DPD-értékeket.

A IVS14+1G > A pontmutdciot 0,94-5,4% gya-
korisagban mutattak ki a kiillonb6zé eurdpai po-
pulaciokban, ugyanakkor érdekes megjegyezni,
hogy a mutacio a japan és afrikai-amerikai popu-
lacioban nem fordult el6 (44). A mutdcié megosz-
lasanak gyakorisagara a sulyos DPD-hianyos be-
tegek kozott igen eltéré adatok vannak: Portuga-
lidban 73 beteget vizsgalva Gr 3-4 toxicitasban
szenvedd betegek esetében 2/8 (25%) (35), Fran-
ciaorszagban 93 5-FU-toxicitasban szenved6 be-
teg kozil 2/93 (2,2%) (27). Hollandidban eltéré
gyakorisagot tapasztaltak a kiilonb6z6 vizsgalatok
esetében. Bosch és mtsai (4) 8/165 (4,8%), mig
van Kuilenburg és mtsai 16/60 (26%) (44) gyako-
risagban mutattak ki a mutaciot. Sajat jelenlegi
adataink esetében a 38 stlyos DPD-hianyos bete-
glink koziil 3 esetben (7,8%) fordult el6 a muta-
ci6. Az eltéré adatok oka lehet, hogy egyes ese-
tekben a silyosan DPD-hidnyos betegek szama-
ra, mas esetben a Gr 3-4 neutropenids betegek
szamara vonatkoztattdk a mutacié gyakorisagat.
A Hollandidban talalt kiemelked6en magas gya-
korisagnak ugynakkor lehetséges, hogy etnikai
okai vannak.

A fenti adatok azt mutatjak, hogy a DPD-
hiany nem minden esetben magyarazza az 5-FU-
kezelést kovetd toxicitast, a 14. exonon taldlhatd
G > A pontmutaci6 vizsgalata pedig nem alkalmas
modszer az 5-FU-val kezelt betegek kozott varha-
téan jelentkezé sulyos toxicitas elérejelzésére,
ugyanakkor mutans esetben Gr 3-4 toxicitas ese-
tén igazolhatja a DPD-hiany okat. Ujabb adatok

nak metilaciéja kapcsolatba hozhat6 az enzim

FLUOROPIRIMIDINEK FARMAKOGENETIKFJR

t6, hogy epigenetikus mechanizmusok is szere-
pet jatszhatnak a DPD-aktivitds szabalyozasaban
(10). Tovabbi prospektiv Kklinikai vizsgalatok
szitkségesek a mellékhatasok igen pontos koveté-
sével és a DPD-aktivitas meghatarozéaséaval a vizs-
galat pontos specificitasanak és szenzitivitasanak
meghatarozasahoz.

Az 5-FU varhaté klinikai hatékonysaganak
elérejelzésére a molekularis target TS génpoli-
morfizmusait és a DPD-aktivitast vizsgaltuk. Ko-
rabbi vizsgalatok igazoltak, hogy a TS gén 5-
TSER polimorfizmusa esetén a tandem ismétlé-
dés hossza kapcsolatot mutat a TS fehérje ex-
presszigjaval, a 3R/3R genotipus esetén a legna-
gyobb az expresszio (19). Ugyancsak ismert, hogy
a 6 bp delécio a 3-TSUTR régiéban a TS mRNS in-
stabilitasat és alacsonyabb TS mRNS-szintet okoz
(28). Egymasnak ellentmondé eredményeket ta-
laltunk ugyanakkor arra vonatkozdlag, hogy a
magas vagy az alacsony TS-expresszio jelent-e j6
prognozist illetve terapias valaszt adjuvans 5-FU-
kezelés esetén. Egyes szerzok (5, 33) azt igazol-
tak, hogy az intratumoralis magas TS-expresszio
rossz prognézisra utalo jel, ugyanakkor masok
hosszabb tulélést taldltak magas intratumoralis
TS-szint mellett adjuvans 5-FU-kezelés esetén
(13, 21). A normalis szévetekben az alacsony TS-
expresszio vagy az olyan genotipus-kombinaciok,
amelyek alacsony TS-expresszioval jarnak,
ugyanakkor stlyos toxikus mellékhatasokkal jar-
hatnak egyiitt, amelyek szintén rossz prognozisra
utalhatnak (36). Lecomte és mtsai (25) a 3R/3R,
2R/3R és 2R/2R genotipusok esetén 3%, 18% és
43%-ban mutattak ki Gr 3-4 toxicitasokat. Sajat
vizsgalatunkban is a ,B” prognosztikai csoportba
(alacsony TS) tartozd betegek esetében szignifi-
kénsan gyakrabban tapasztaltunk mellékhataso-
kat az ,A” csoporttal ésszehasonlitva. Ezek az
adatok is magyarazattal szolgalnak azon eredmé-
nyeink megértéséhez, melyek szerint azok a csi-
rasejtes TS-génpolimorfizmusok illetve polimor-
fizmus-kombinaciok, amelyek magas TS-ex-
presszioval jarnak, jobb 5-FU terdpias valaszt,
szignifikdnsan hosszabb betegségmentes- és tel-
jes talélést jeleztek. A 8 polimorfizmus-kombina-
ci6 esetében elvégzett Cox regresszi6s analizis
eredményei is azt igazoltak, hogy a magas TS-ex-
pressziot jelz6 genotipus-kombinaciok esetében
talaltunk <1 relativ rizikét (,A” j6 prognézisi
csoport), szemben a >1 relativ rizik6ju ,B” (rossz
prognozisi) csoporttal. Ez az eredmény a tovab-
biakban lehetdséget ad egy adott beteg esetében
a TS-génpolimorfizmus-kombinacié6 meghatéaro-
zasa alapjan az adjuvans kezelést kovet6 prognoé-
zis megbecstlésére.

A DPD-aktivitast és az 5-FU-kezelésre adott
valaszt vizsgalva 60 emberi tumorsejtvonalon for-
ditott Osszefliggést igazoltak a sejtek DPD-
aktivitasa és 5-FU-érzékenysége kozott (3). Ez az
eredmény arra utal, hogy az intratumoralis DPD-
aktivitasnak fontos szerepe lehet az 5-FU haté-
konysagaban. Egy o0sszefoglalo tanulmanyban
colorectalis-, gyomor-, eml6-, fej-nyaki-, petefé-
szek-, és holyagdaganatokban a DPD-szint és az
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5-FU-kezelés kozti 6sszefiiggéseket elemezve azt
mutattak ki, hogy bar elég nagy kiilonbségek vol-
tak a kiilonbo6z6 csoportok DPD-értékei kozott, az
esetek kb. 50%-aban 6sszefliggés mutathato ki a
DPD-szint és a prognozis kozott (44).

A DPD-szinteket adjuvans 5-FU-kezelést ko-
vetéen colorectalis- és gyomorrak esetében a tu-
mor- és kornyez6 normalis széveti mintdkban
mRNS (21), fehérje (16) és enzim szinten (39)
vizsgaltak, és az eredmények azt mutattak, hogy
alacsony DPD-szint esetén csokken a relapszus
rizik6ja (39) és né a betegségmentes- és teljes tul-
€lés hossza (21, 39). A tumorszovet és a kérnyezo6
egészséges szovet DPD mRNS-expresszidjat 0sz-
szehasonlitva szignifikansan alacsonyabb értéket
mutattak ki a tumor- mint a normalis szovetben
(2). Sajat, még nem kozolt vizsgalataink eredmeé-
nye szerint ugyanakkor a vér periférias mono-
nuklearis sejtjeiben a DPD aktivitdsa egy nagy-
sagrenddel magasabb, mint a colorectalis norma-
lis- és tumorszovetben. Figyelembe véve azt az
eredményt, amely szerint a periférids mononuk-
learis sejtek és a maj DPD-aktivitasa igen jo kor-
relaciot mutat (5) feltételezhetd, hogy ezeknek a
sejteknek a maj mellett igen jelentés szerepiik
van az 5-FU lebontasaban. Ez a megfigyelés is
alatamasztotta azt a célkitizéstinket, hogy a vér
mononukledris sejtjeiben mért DPD-aktivitas és
az 5-FU-kezelés eredményessége kozotti ossze-
fiiggést vizsgaljuk. Vizsgalataink szerint 6sszefiig-
gés van a DPD-aktivitas és az 5-FU-kezelést kove-
t6 betegségmentes- és teljes tilélés hossza kozott.
Az alacsony (<10 pmol/perc/10° limfocita)
DPD-aktivitasu betegek kb. 75%-a, mig a 10,1
pmol/perc/10° limfocita érték feletti betegeknek
csak 25%-a volt 5 évvel a kezelés utan tiinetmen-
tes, és hasonlé értékeket, 95% vs. 55% kiilonbsé-
get talaltunk a teljes tulélésben. Az alacsony
DPD-aktivitasu betegekben az 5-FU plazmaszint-
je tartésan magasabb értéken marad, amelyet sa-
jat vizsgalati eredményeink is igazoltak, mely
szerint szignifikans forditott dsszefiiggést mutat-
tunk ki a DPD-aktivitas értéke és az 5-FU egyen-
sulyi plazmakoncentraci6ja (Css) kozott folyama-
tos infuziés 5-FU-kezelés soran (15).

Természetesen, ahogyan azt jelen kozlemé-
nytinkben is bemutattuk, az alacsony DPD-érté-
kek esetén fokozodhatnak az 5-FU-kezelés mellék-
hatasai, ezért a klinikusnak mérlegelni kell a val-
lalhato rizik6t a jobb terapias eredmények érdeké-
ben, ugyanakkor ezekben az esetekben esetleg
megfontolhat6 az 5-FU ddzisanak csokkentése is.
Emlitést érdemel Schuell és mtsai munkdja (37),
amelyben metasztatikus colorectalis daganatok-
ban osszefiiggést kerestek a kemoterapiaval kap-
csolatos mellékhatasok szama és a kezelés haté-
konysaga kozott, és korrelaciot talaltak a median
tulélés és a mellékhatasok szama kozott; 0-1 mel-
lékhatas esetén 10 honap, mig 6 vagy efeletti sza-
mu mellékhatas esetén 18 honapos median tul-
¢lést mutattak ki. Eredményeink szerint a multi-
varians Cox regresszi6s analizis igazolta, hogy a
TS-polimorfizmusok mellett a DPD-aktivitas is a
talélés fliggetlen prognosztikai faktora a CRC-k
adjuvans 5-FU-kezelése esetén.
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Kovetkeztetésképpen megallapithato, hogy az
5-FU-kezelést megel6zéen elvégzett DPD-enzim-
vizsgalat prediktiv értéki a stulyos Gr 3-4 toxicita-
sok elérejelzésében. A TS-génpolimorfizmusok és
a DPD-szint egyittes értékelése prognosztikai érté-
ki az adjuvans kezelést kovetd tulélés elorejelzésé-
ben, ezaltal segitséget nyujt a gyogyszeres kezelés
osszetételének individualis megtervezéséhez.
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A szerzok koszonetiiket fejezik ki Dr. Kahan Zsu-
zsa Tanar Asszonynak a DPD-vizsgalatra kuldott
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