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Zusammenfassung

Mehr als die Halfte aller iiber 50-Jahrigen nehmen téglich fiinf oder mehr Medikamente ein. Die
fiir die Verstoffwechselung von Medikamenten verantwortlichen Enzyme weisen eine stark
iiberlappende Substratspezifitit auf und sind somit in ihrer Effektivitit anfillig fiir Polypharma-
zie. Die Enzymaktivitidt wird weiterhin auch durch Medikamente beeinflusst, die die Enzyme
inhibieren oder induzieren. Interindividuell ist das Ansprechen auf Medikamente ebenfalls sehr
verschieden. Ein wichtiger Grund hierfiir ist die unterschiedliche Aktivitit der fremdstoffmeta-
bolisierenden Enzyme, da diese genetisch sehr polymorph sind. Insgesamt bedingen Polyphar-
mazie, die einhergehenden Medikamenteninteraktionen und Polymorphismen von Enzymen
starke Variationen von Medikamentenwirkspiegeln und bedingen somit Ineffektivitdt und Toxi-
zitdt. Ziel dieser Arbeit war es, diese Faktoren zu untersuchen und die Ergebnisse in einer Da-
tenbank zu integrieren, die auf diesen Informationen basierende Therapieoptimierungen ermdg-
licht.

Um die in der Literatur weit verstreuten Erkenntnisse zu Interaktionen der einzelnen Enzyme
und Transporter und der funktionellen Charakterisierung ihrer genetischen Varianten und deren
Haufigkeit in verschiedenen Ethnien biindeln zu kénnen, war ein automatisierter Textminingan-
satz erforderlich. Es wurde nach Interaktionen zwischen ca. 2.800 Medikamenten und iiber 6.000
fremdstoffmetabolisierende Enzymen, darunter Cytochrom P450-Enzyme (CYPs), Phase II-
Enzyme und Transporter (und jeweils deren Synonymen) mit ca. 100 Pridikaten wie ,,hemmen,
induzieren, metabolisieren* etc. in iiber 21 Millionen Artikeln in PubMed gesucht. Dies ent-
spricht weit mehr als einer Milliarde Einzelsuchen. Insgesamt wurden 22.000 Artikel mit den
gewiinschten Schliisselwortkombinationen gefunden. Diese potenziellen Beziehungen wurden
anschlieend manuell validiert und die verifizierten Interaktionen in die Transformer Datenbank
integriert.

Zu den tiiber 2.800 Medikamenten wurden mehr als 4.000 Interaktionen mit Phase I-Enzymen,
mehr als 400 mit Phase II-Enzymen und mehr als 1.100 mit Transportern ermittelt. Diese Ergeb-
nisse wurden in der Datenbank Transformer online zur Verfiigung gestellt, die ohne Anmeldung
und kostenlos zugénglich ist: http://bioinformatics.charite.de/transformer. Um den Nutzern eine
gezielte Suche nach Interaktionen zwischen mehreren Medikamenten zu ermdglichen, wurde ein
Web-Tool entwickelt, inklusive eines Interaktionsnetzwerk-7Tools.

In einem ndchsten Schritt wurden die Auswirkungen sowie die Haufigkeiten von CYP-
Polymorphismen in Kaukasiern und anderen Ethnien ermittelt, um eine Liste von klinisch rele-
vanten Polymorphismen zu erstellen. Des Weiteren wurden Expressionsunterschiede von CYPs

in verschiedenen Geweben dargestellt.



Die Wichtigkeit der Beriicksichtigung von CYP-Interaktionen in der Verstoffwechselung von
Medikamenten wurde an Hand von Chemotherapieprotokollen verdeutlicht. Dazu wurden 91
Behandlungsprotokolle auf Medikamentenwechselwirkungen analysiert und Optimierungsvor-
schldage aufgezeigt. Eine klinische Studie iiber die Behandlung von Kindern mit einem Rezidiv
einer akuten lymphoblastischen Leukdmie wird derzeit auf medikamentése CYP-Interaktionen
und ihren Einfluss auf die Mortalitét hin untersucht.

Weitere klinische Studien — sowohl retrospektiv als auch prospektiv — sollten die vorgelegten
theoretischen Analysen in Zukunft untermauern, um Wirksamkeit zu verbessern und Nebenwir-

kungen zu vermeiden.

Abstract

More than half of the people aged 50 years or older are administered at least five drugs daily.
The enzymes, which are responsible for the drug metabolism, have overlapping substrate speci-
ficities. Therefore, these enzymes are susceptible to polypharmacy. Additionally, drugs often
inhibit enzymes or induce their expression. At a given prescribed dose, the actual effective drug
level differs considerably between patients. One important reason for this is that the enzymatic
activity varies due to genetic variability, leading to phenotypes such as poor and extensive me-
tabolisers. Thus, the use of multiple drugs, drug-drug interactions and polymorphisms of the en-
zymes result in unexpected drug levels leading to ineffective therapy and increased toxicity. The
aim of this project was to analyse these factors and integrate the results in a database, in order to
enable evidence-based optimisation of the pharmacotherapy.

An automatic textmining was developed to find relations between drugs, enzymes, transporters,
genetic variants and their frequency in different ethnicities. More than 21 Millions of abstracts in
PubMed were searched for interactions between 2,800 drugs and more than 6,000 enzymes, in-
cluding cytochrome P450 enzymes (CYPs), phase II-enzymes and transporter, with over 100
predicates like: “inhibit, induce, metabolise” etc. were sought in. A total of more than one billion
of queries were performed. Altogether, more than 22,000 scientific publications matched the
search criteria. The potential relations therein had to be validated manually before they were
integrated into the Transformer database.

For the 2,800 drugs about 4,000 interactions with CYPs, 400 with phase II-enzymes and 1,100
interactions with transporters were determined. The results were compiled and made available

online without registration or payment at: http://bioinformatics.charite.de/transformer. To enable
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interactive drug-cocktail optimisation a web-tool including network visualisations was devel-
oped.

In a next step, the frequencies and effects of CYP polymorphisms in Caucasians and other eth-
nicities were analysed to create a list of relevant polymorphisms. Additionally, expression differ-
ences of CYPs in different tissues were analysed and visualised.

The importance of considering CYP interactions with regard to metabolism of drugs was shown
for chemotherapeutic drug cocktails. To this end, 91 treatment protocols were investigated for
potential metabolic interactions and alterations were suggested to improve efficacy and safety in
pharmacotherapy. A clinical study on the treatment of children with relapses of acute lympho-
blastic leukemia is currently being analysed for CYP drug-interactions and their influence on
survival rates.

Further clinical studies - both retrospective and prospective — should be performed to underpin

the theoretical analyses presented here to improve efficacy and reduce toxicity.



1 Einleitung

1.1 Pharmakokinetik als wichtiger Ansatzpunkt fiir die personalisierte Medizin

Die interindividuellen Unterschiede in der Pharmakokinetik stellen im klinischen Alltag ein hdu-
figes Problem dar [1]. Die Pharmakokinetik beschéftigt sich mit dem Einfluss des Organismus
auf Medikamente in Abhéngigkeit von der Zeit; wohingegen die Pharmakodynamik die Wirkung
der Medikamente auf den Organismus behandelt. Im Organismus werden die Medikamente re-
sorbiert, verteilt, verstoffwechselt und ausgeschieden. Dies sind mehrstufige, komplexe Prozes-
se, die zum groflen Teil durch polymorphe, fremdstoffmetabolisierende Enzyme gewihrleistet
werden. Die Vorhersage des individuellen Wirkspiegels wird zusétzlich durch die stetig steigen-
de, gleichzeitige Einnahme verschiedener Medikamente erschwert [2]. Anndhernd die Halfte der
iiber 50-Jahrigen nimmt fiinf oder mehr Medikamente téglich ein [3]. Ab einer Einnahme von
flinf oder mehr Medikamenten spricht man von Polypharmazie, die einen bekannten Risikofaktor
fiir Morbiditdt und Mortalitét darstellt [4].

Viele aktuelle Ansétze der pharmakologischen Medizin greifen an den sogenannten Targets an,
stellen also pharmakodynamische Prozesse in den Vordergrund. Dabei wird nicht beriicksichtigt,
dass viele Medikamente von denselben Enzymen verstoffwechselt werden und diese Enzyme
zusitzlich sehr polymorph sind. Dies ist jedoch relevant, um die Erkrankung individuell ange-
passt behandeln zu konnen.

Um Medikamentenwechselwirkungen vorhersagen zu kdnnen, miissen alle Schritte der Pharma-
kokinetik sowie die Polymorphismen der relevanten Enzyme beriicksichtigt werden. Die ver-
schiedenen Teilbereiche, die in der Pharmakokinetik untersucht werden, kdnnen in Form der
Abkiirzung ADME (Aufnahme, Distribution, Metabolismus, Exkretion) vereinfacht zusammen-

gefasst werden [6].

1.1.1 Absorption - Aufnahme in die Blutbahn

Die orale Aufnahme von Medikamenten in die Blutbahn geschieht durch passive Diffusion, Car-
rier-vermittelte Diffusion, aktiven Transport und Phagozytose [7]. Das Wissen um die Ausla-
stung, die Inhibition und die Induktion von transmembrandsen Transportern ist bisher weit ver-

streut iiber viele wissenschaftliche Arbeiten und so im klinischen Alltag nicht verwendbar.

1.1.2 Distribution — Verteilung im Organismus
Um die Verteilung von Medikamenten im gesamten Organismus abschétzen zu konnen, ist es

wichtig, die chemischen Eigenschaften der Medikamente zu kennen (Lipophilie, Hydrophilie,
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Bindungsvermdgen an Proteinen etc.) sowie die Durchblutung und die Permeabilitit der Mem-

branen zu beriicksichtigen.

1.1.3 Metabolismus — Stoffwechsel

Die Verstoffwechselung der Medikamente findet hauptsdchlich in der Leber iiber die Phase I-
und Phase II-Enzyme und teilweise {iber die Aktivierung von Prodrugs statt.

In der Phase I-Modifikation werden reaktive und polare Gruppen in Substanzen durch Oxidation,
Reduktion, Hydroxylierung, Zyklisierung und andere Reaktionen eingefiihrt [8]. Die CYPs sind
fiir ungeféhr 80% der gesamten Medikamentenverstoffwechselung verantwortlich [9]. Es wurden
57 humane CYPs identifiziert, die in 18 Familien und 43 Subfamilien eigeteilt werden [10]. Ins-
besondere die Familien 1, 2 und 3 sind fiir den Abbau von Medikamenten verantwortlich. Die
meisten CYPs metabolisieren mehr als ein Medikament und umgekehrt kann ein Medikament
durch mehrere verschiedene CYPs verstoffwechselt werden. Manche Medikamente inhibieren
die Aktivitdt eines CYPs und andere induzieren die Biosynthese eines CYPs. Die Kenntnis {iber
diese Interaktionen ist notwendig, um Medikamentenkombinationen wahlen zu kdnnen, die sich
in ihrer Effektivitit gegenseitig nicht beeintrichtigen [11].

Phase II-Enzyme sorgen fiir eine bessere Elimination durch eine Erhdhung der Wasserloslichkeit
mittels Konjugation. Dies wird durch die enzymatische Kopplung zwischen Metabolit und funk-
tionellen Gruppen, wie Glutathion, Glucuronséure, Acetate, Sulfate oder Glyzin erreicht [12],
um dann iiber die Galle oder den Harn ausgeschieden zu werden. Die wichtigsten Phase II-
Enzyme sind  Glutathion-S-Transferasen,  Uridine-Diphosphate-Glucuronosyltransferasen
(UGTs), N-Acetyltransferasen, Sulfotransferasen (SULTs), Methyltransferasen und Acetyl-CoA-
Enzyme [13]. Es sind 33 UGT Familien bekannt, die dhnlich wie die CYPs klassifiziert werden.
Fir die Verstoffwechselung der Medikamente sind die UGT Familien 1 und 2 am
wichtigsten [14]. Auch diese Enzyme konnen inhibiert und induziert werden.

Prodrugs sind pharmakologisch inaktive Substanzen, die erst durch chemische Umwandlung ihre
vollstindige Wirkung entfalten konnen. Die Vorteile bestehen in einer besseren Bioverfiigbarkeit
bei gleichzeitig verringerten Nebenwirkungen und hoherer Selektivitit [15]. In der chemothera-
peutischen Behandlung wird dieser Umstand genutzt, indem zytotoxische Medikamente erst von
Tumorzellen aktiviert werden und somit die korpereigenen Zellen schonen [16]. Prodrugs kon-
nen durch Photobestrahlung [17], pH-Wert-Verdnderungen [18] oder Enzyme [19], wie zum
Beispiel den Cytochrom P450-Enzymen (CYPs) [20] aktiviert werden. Cyclophosphamid, Ifos-

famid, Tamoxifen und Procarbazin sind Prodrugs, die erst von CYPs in einer Phase I-Reaktion



aktiviert werden miissen. Polymorphismen in den CYPs kénnen entweder zu verminderter Akti-
vierung oder zu beschleunigtem Abbau fiithren [21].

Diese Schritte der Verstoffwechselung von Fremdstoffen sind in der Abbildung 1 schematisch
dargestellt. Beispielsweise wird Codein eingenommen und durch CYP 2D6 zum aktiven Mor-
phin demethyliert. Morphin wird von einem ATP-Bindungs-Cassette-Transporter (ABC-
Transporter) in die Zelle transportiert. In der Zelle gibt es dann verschiedene Mdoglichkeiten der
Transformation. Im Beispiel wird Morphin durch CYP 2C8, 2D6 oder 3A4 (Phase I) metaboli-
siert. In der Phase II wird Morphin hauptsidchlich von UGT 2B7 in Morphin-3-Glucuronid und
Morphin-6-Glucuronid umgewandelt.

L P
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Medikamentenverstoffwechselung

Oben rechts ist die orale Aufnahme eines Prodrugs symbolisiert, welches von einem Enzym ak-
tiviert und {iber Transporter in die Zelle aufgenommen wird. In der Zelle durchlauft der aktive
Metabolit Phase I- und Phase II-Reaktionen bis er wieder ausgeschieden werden kann.

1.1.4 Exkretion — Ausscheidung

Bei der Exkretion eines Arzneistoffes ist neben der hepatischen bzw. bilidren, auch die renale
Ausscheidung zu beriicksichtigen. Der Qo Wert eines Medikaments gibt den Anteil der extra-
renalen Ausscheidung an. Werte kleiner als 0,3 bedeuten, dass das Medikament groBtenteils

(> 0.7) unveréndert renal ausgeschieden wird. Dies spielt bei Patienten mit Niereninsuffizienz



eine wichtige Rolle, da diese Medikamente in niedrigeren Dosierungen verabreicht oder sogar
abgesetzt werden miissen, um Toxizititen zu vermeiden. Dabei spielen Enzym-Interaktionen

eine geringere Rolle.

1.2  Polymorphe Enzymfamilie Cytochrom P450

Spear et al. fanden heraus, dass die meisten Medikamente ihre gewiinschte Wirkung nur bei ei-
nem Bruchteil der Patienten erreichen [22]. So liegt die Effektivitdt der verabreichten Medika-
mente bei Erkrankungen wie Alzheimer nur bei 30%, Inkontinenz 40%, Migréne (akut) 52%,
Migréne (prophylaktisch) 50%, Arhythmie 60%, Tumore 25%, Hepatitis C 47%. Einer der
Griinde fiir das unterschiedliche Ansprechen auf die Medikamente ist die individuell unter-
schiedliche Auspragung der Enzyme und deren Aktivitit. Diese sind vor allem iiber Einzel-
nukleotid-Polymorphismen (SNPs) in der fiir das Enzym kodierenden Region zu erkliren. Fort-
schritte in der genetischen Forschung ermoglichen eine kostengiinstige Identifizierung von SNPs
[10]. Ein SNP ist ein einzelner Basenpaaraustausch, der zu einem Aminosdureaustausch fithren
kann (nicht-synonymer SNP). Durch einen solchen Austausch kann es weiterhin zur Aktivitéts-
verdnderung des entsprechenden Enzyms kommen.
Die Aktivitit des Enzymstoffwechsels wird pharmakologisch in sehr schwach (poor), schwach
(intermediate), normal (wildtype), schnell (extensive/rapid) und sehr schnell (ultrarapid) unter-
teilt [23]. Diese Phéanotypen konnen Dosissteigerung oder Dosisreduzierung erfordern. Die Su-
perCYP Datenbank beinhaltet ca. 1.200 Allel-Varianten von sdmtlichen CYPs [24], jedoch ohne
Informationen iiber die Haufigkeit der Allele (in verschiedenen Ethnien) und nur unvollstédndige
Angaben iiber die Enzymaktivititseffekte.
Die Haufigkeit der SNPs zwischen verschiedenen Ethnien schwankt teilweise extrem. Bei-
spielsweise kommt die Allelvarianz CYP 3A7 *2 (26041C>G) bei ca. acht Prozent der Kauka-
sier, 28% der Chinesen und 62% der Afrikaner vor [25]. Die klinische Relevanz der CYP SNP
wurde in diversen Studien belegt, insbesondere um Medikamenten-assoziierte Todesfille zu ver-
hindern [26], [27], [28], [29], [30].
Die Vanderbilt Universitdt in Nashville, USA, genotypisiert alle Patienten mit einem entspre-
chendem Risiko-Profil (kardiovaskuldre Risiken, Transplantationspatienten, etc.) auf Allelvari-
anzen der folgenden Gene:
« CYP 2C19: Bei intermediate oder poor metabolizer wird das Prodrug Clopidogrel im
Falle eines Herzinfarkts nicht schnell genug aktiviert. Stattdessen sollten die bereits akti-
ven Medikamente wie Prasugrel oder Ticagrelor gegeben werden.

+  CYP 2C9, um Warfarin (Coumadin) gleich zu Beginn richtig dosieren zu konnen.
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» CYP 3A5: Bei normalen bis starken Metabolisierern muss die Dosis von Tacrolimus er-
hoht werden, um eine Transplantatabstoung zu verhindern.

» SCL*5 ist ein schwacher Metabolisierer von Simvastatin. Darum sollte bei diesen Patien-
ten gleich mit einem anderen Statin begonnen werden, um Nebenwirkungen wie Myopa-
thie und Rhabdomyolyse zu vermeiden.

« Thiopurin-Methyltransferase (TPMT), um die potenziell myelotoxische Wirkung von
Thiopurin (Purinethol, Imuran, Tabloid) zu verhindern.

Die Vanderbilt Universitit gibt an, dass es sich auch aus 6konomischer Hinsicht lohnt, diese
SNPs zu untersuchen [31], da potenzielle Folgeerkrankungen so vermieden werden konnen. Um
solche Probleme aufdecken zu konnen, ist es wichtig, die Haufigkeiten der SNPs in verschiede-

nen Ethnien zu kennen.

1.3  Chemotherapie als Beispiel fiir Cocktailoptimierung

Weltweit erkranken jahrlich mehr als 200.000 Kinder unter 15 Jahren an malignen Tumoren
[32]. Aufgrund standardisierter Protokolle stellen Chemotherapien einen guten Ausgangspunkt
fiir Studien zur Optimierung von Medikamentencocktails dar. Zusétzlich sind die Nebenwirkun-
gen der Medikamente gravierend, teilweise sogar tddlich. Zytostatika sowie antiinflamma-
torische Medikamente fithren zu Schiaden der stark proliferierenden Gewebe, insbesondere blut-
bildender Zellen im Knochenmark, Haarfollikel, Nagel und Schleimhiute [33] sowie zu Schiden
der Knochen, der Hormondriisen und des Herzens [34]. Weitere Spatfolgen sind Leber- und Nie-
renschiden, Schwerhdrigkeit, Lungenfibrose, neurologische Schiden und Neumalignome [35].
Um Unter- und Uberdosierungen vermeiden zu konnen, bedarf es einer exakten Kenntnis des
Zusammenwirkens der Medikamente.

Therapien von Leukdmien und Lymphomen sind fiir SNP-Analysen bzw. retrospektive Ver-
gleichsstudien besonders geeignet, u.a. weil die liberwiegende Anzahl der Kinder und Jugendli-
chen ausschlieBlich medikamentds behandelt werden. Die 5-Jahres-Uberlebensrate unterscheidet
sich zwischen den verschiedenen Leukdmiearten erheblich. Die akute myeloische Leukidmie
(AML) hat mit 61% die niedrigste 5-Jahre-Uberlebensrate und Hodgkin-Lymphome mit 96% die
hochste [36], [37]. Die akute lymphoblastische Leukdmie (ALL) hat inzwischen eine Langzeit-
Uberlebensrate von fast 80% [38]. Allerdings erleiden 20% ein Rezidiv, von denen ca. 55% ver-
sterben [39]. Egbelakin et al. berichten i{iber schwere Neurotoxizitit durch eine Vincristin-
Behandlung bei Kindern mit ALL. Als Ursache konnte eine geringere Aktivitdt von CYP 3A5

(poor metabolizer) gefunden werden, weswegen Vincristin im Plasma akkumuliert [40].



1.4  Zielsetzung

Die Uberlappungen in der Substratspezifitit von fremdstoffmetabolisierenden Enzymen, deren
groBe Anzahl von SNPs sowie die ethnischen Unterschiede der SNP-Frequenzen gestalten die
Vorhersage von phinotypischen Reaktionen auf Medikamente schwierig. Um fiir jeden Patienten
aufeinander abgestimmte Medikamente und eine individuell angepasste Dosis auswidhlen zu
konnen, bedarf es umfangreichen Wissens zu allen erwidhnten Faktoren. Aus diesem Grund soll-
ten in dieser Dissertation folgende Fragen bearbeitet werden:

1. Welche Wechselwirkungen wurden in der gesamten wissenschaftlichen Literatur zwischen
Medikamenten und fremdstoffmetabolisierenden Enzymen beschrieben? Welche Medikamente
beeinflussen sich potenziell also gegenseitig?

2. Bei welchen Medikamenten handelt es sich um Prodrugs und welche miissen erst von
Enzymen aktiviert werden, um ihre Wirkung zu entfalten?

3. Welche Polymorphismen von den Enzymen sind von gréfter Bedeutung fiir die
Verstoffwechselung von Medikamenten? Welche SNPs kommen in Kaukasiern bzw. in anderen
Ethnien am hiufigsten vor? Welche Enzyme verstoffwechseln die meisten Medikamente und
haben somit den groften Einfluss auf die Medikamentenmetabolisierung?

4. In welchen Organen bzw. Geweben werden CYPs in welchem Verhéltnis exprimiert?

5. Konnen konkrete Optimierungsvorschldge am Beispiel der Polychemotherapie gemacht

werden, um Wechselwirkungen zwischen mehreren Medikamenten zu vermeiden?

Ziel der Arbeit war die Schaffung einer theoretischen Grundlage fiir klinische Studien, die zu
personalisierten Dosisanpassungen beitragen sollen. Somit kdnnten wirkungslose und toxische
Medikamentenspiegel vermieden werden. Um die Wechselwirkungen von verschiedenen,
gleichzeitig applizierten Medikamenten unter Beriicksichtigung der verstoffwechselnden Enzy-
me unkompliziert abfragen zu konnen, sollten sdmtliche Interaktionen mit Referenz in einer Da-
tenbank integriert sowie ein Medikamenten-Enzym-Interaktions-Tool (Cocktail-Tool) entwickelt
werden.

Dariiber hinaus sollte eine Analyse zu Expressionsunterschieden in verschiedenen Geweben
stattfinden. Dadurch sollte herausgefunden werden, ob und inwiefern die CYPs im Korper hete-
rogen verteilt sind. Auf diese Weise konnten Schlussfolgerungen auf die Funktion seltenerer

CYPs moglich sein, eventuell sogar Ansitze fiir die Entwicklung neuer Medikamente.
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2 Methodik

2.1  Textmining als wichtige Methode der biomedizinischen Forschung

Textmining stellt eine systematische Literaturrecherche dar, mit der in dieser Arbeit potenzielle
Interaktionen ausfindig gemacht wurden. Die uniiberschaubare Menge an Informationen macht
das Textmining zur einzigen Moglichkeit sdmtliche Informationen zuverlédssig aufzufinden und
stindig aktuell halten zu konnen. Dieses Verfahren wurde bei allen drei Publikationen ange-
wandt. Dabei wurden die Zusammenfassungen (4bstracts) aller in PubMed/Medline verdffent-
lichten wissenschaftlichen Artikel (iiber 21.000.000, Stand von September 2013) automatisch
nach spezifischen Schliisselwortern bzw. Kombinationen durchsucht und so nach relevanten Ar-
tikeln gefiltert. Im Fall dieser Dissertation waren dies 2.802 Wirkstoffnamen und deren Syn-
onyme, die Enzymnamen und deren Synonyme sowie ca. 100 Préddikate (Interaktionsbegriffe)
wie ,,inhibit, degrade, increase, induce* etc. Die Enzymnamen umfassen 57 CYPs, sechs Phase
II-Enzymgruppen und 411 Transporter, davon 49 ABC-Transporter und 362 SLC-Transporter
(englisch: solute carrier transporter). Das entspricht iiber einer Million Einzelsuchen in Pub-
Med.

Diese Publikationen wurden von dem NCBI FTP Server in XML-Format heruntergeladen und in
der Programmbibliothek Lucene (lucenenet.apache.org) katalogisiert. Um in dieser Bibliothek

dynamisch Beziehungen abzufragen, wurde mit Hilfe von LingPipe (http://alias-i.com/lingpipe)

ein Java-Programm entwickelt.

Es wurden potenzielle Beziehungen in ca. 22.500 Zusammenfassungen gefunden. Diese Textmi-
ning Treffer wurden in einer SQL-Datei ausgegeben. Um die falsch-positive Trefferrate zu ver-
ringern, wurde ein Score aus folgenden Variablen berechnet: Abstand zwischen den Schliissel-
wortern (z. B. Medikament und Enzym), Héaufigkeit der Schlagworte in der Zusammenfassung,
Reihenfolge der Schlagworte, Position in der Zusammenfassung sowie Titel und Vorkommen
von Negationstermen. Durch diesen Score wurden die gefundenen 22.500 Zusammenfassungen

auf ca. 12.500 relevante reduziert.

2.2 Manuelle Validierung zur Qualitiitssicherung

Das kombinierte Auftreten dieser Schliisselworte in der Zusammenfassung bzw. in einem Satz
garantiert noch keine Interaktion. Deswegen wurden die Textmining Treffer manuell ,,validiert*
(in der englischen Literatur wird diesbeziiglich von "manual curation” gesprochen). Dazu wur-
den die Zusammenfassungen oder, falls ndtig, der Volltext gelesen, um entscheiden zu konnen,
ob tatsdchlich eine Interaktion zu dem gefundenen CYP existiert und um dem Wirkstoff gegebe-
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nenfalls die Attribute ,,Substrat®, ,,Inhibitor* oder ,,Induktor zuzuordnen. Die Abbildung 2 zeigt
das entwickelte Validierungsprogramm am Beispiel eines Transporter-Textminings. Die vorge-
schlagene Beziehung kann mit ,,wahr* (z7ue) bestdtigt, oder als negative Beziehung mit ,,falsch*
(false) negiert werden. Wenn mindestens drei Mal die gleiche Interaktion validiert wurde, gilt

diese als gesichert und wurde in die Datenbank Transformer integriert.
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Abstract

'BACKGROUND AND ME THODS: The antiepileptic drug carbamazepine is known to be an inducer of cytochrome P450 Related citations in PubMed ~ *
(CYP) 3A4 after binding to the nucear pregnane X receptor. To evaluate whether it also reguiates the mutidrug transporter Induction sinal P-glycoprotein by St
proteins P-ghcoprotein (P-gp) and mulidrug protein MRP2 in humans, Johr's w

gene MDR1 messenger ribonucleic acid (mRNA) and HRPZ mRNA, content of P-gp and MRP2, and disposition of the

after int ind long 1 ] (100 mg for 19 day: n
assessed in 7 healthy subjects (age, 23-35 years; body weight, 64-93 kg) before and after comedication of carbamazepine (600
mg for 14-18 days)

RESULTS: Carbamazepine medication was associated with increased urinary excretion of D-glucaric acid and induction of
carbamazepine eiimination Creatinine clearance was not affected. Duodenal expression of both MDR1 mRNA and MRP2
'mRNA and the MPR2 protein was significantly induced, whereas the P-gp content was not affected MDR1 mRNA expression
and MPR2 mRNA expression were comelated (1 = 0.873, P < 001). Afer carbamazepine, metabolic clearance of intravenous
talinolol was significantly increased. Residual ciearance was signficantly decreased in dependence on MDR1 mRNA
expression (=-0.647, P = 012) and MRP2 mRNA expression ( = -0.613, P =020). Oral absorption of talinolol was
significantl lower after carbamazepine comedication (53 2% +/- 15 5% versus 62.1% +/- 13.0%, P = 018), and renal clearance
‘and metaboiic ciearance were signficantl increased, correlated in each case with MDR1 mRNA (1= 0612, P =020, andr =
0554, P =040, respectively) and MRP2 mRNA (1 = 0596, P = 025, and r = 0.565, P = 035, respectively)

CONCLUSIONS: Aside from induction of CYP3A4, carbamazepine acts as an inducer of intestinal MOR1 mRNA, MRP2 Cited by 10 PubMed Central =
mRNA, and MRP2 protein content articles

Abbildung 2: Validierung der Textmining Ergebnisse

Validierungsprogramm mit exemplarischen Ergebnissen eines Transporter-Textminings mit den
Spalten Score, PubMedID, Relationssatz und Checkboxen fiir die Validierung (wahr, falsch, un-
sicher). Die Transporter sind in blau, die Relation in orange und die Medikamente in rot hervor-
gehoben. Wissenschaftler 1 (Scientist I) liest den Relationssatz, evtl. die Zusammenfassung des
Artikels (4bstract) und falls nétig den Volltext, um die vorgeschlagene Beziehung zu validieren.
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Bei der Suche nach Héufigkeiten von SNPs in Kaukasiern wurde nach Allel-Verdnderungen und
rs-Nummern auf Grundlage der Allel Nomenklatur Website (www.cypalleles.ki.se/) gesucht
(Stand von Juli 2013) [41]. Diese wurden in Beziechung zu Wortern wie: “firequency, caucasians,
population, effect” gesucht. Aufgrund der Tatsache, dass die Frequenzen haufig nur in den Voll-
texten der Publikationen stehen und nicht in den Zusammenfassungen, gestaltete sich die auto-
matisierte Suche hiernach schwierig. Daten zu Frequenzen konnten nur in Arbeiten gefunden
werden, deren Zusammenfassung bereits einen Hinweis auf solche Informationen gab. Folglich

schloss sich eine manuelle Volltextanalyse in entsprechenden Publikationen an.

2.3  Varianten der Enzymfamilie CYP P450 und das ,1.000 Genom Projekt’

In dem 1.000 Genom Projekt (www.1000genomes.org) wurde die DNA von 1.092 Individuen

aus 14 verschiedenen Populationen sequenziert [42]. Dabei wurden insgesamt 38 Millionen
SNPs und fast 1,5 Millionen kurze und lange Insertionen und Deletionen gefunden. Bei der gro-
Ben Anzahl von Polymorphismen stellt sich die Frage, welche hiervon bedeutsam fiir die perso-
nalisierte Medizin sind. Bedeutsam sind zunéchst diejenigen Polymorphismen, die einerseits
einen Effekt auf die Enzymaktivitit haben und andererseits haufig (>1%) in der breiten Bevolke-
rung auftreten.

Das Browser-Tool (browser.1000genomes.org) ermoglicht die Suche nach SNPs in samtlichen
Genen. In dieser Arbeit wurde nach nicht-synonymen SNPs in allen verfiigbaren CYP-Genen

(45) mit einer Frequenz von iiber einem Prozent in allen 14 verschiedenen Ethnien gesucht.

2.4  Analyse der Expression in verschiedenen Geweben

CYPs werden nicht nur in der Leber exprimiert, sondern in fast allen Geweben und zwar in je-
weils unterschiedlichem Ausmall. Somit spiegeln die CYPs oft die funktionellen und molekula-
ren Aufgaben der jeweiligen Organe wider. Die Expressionsraten der CYPs in Geweben kdnnten
aufschlussreiche Hinweise iiber deren Stoffwechsel liefern.

Um CYP mRNA Expressionsdaten in unterschiedlichen Organen untersuchen zu konnen, wurde
in der Datenbank Gene Expression Omnibus (GEO) (ncbi.nlm.nih.gov/geo) nach einem geeigne-
ten Expressionsdatensatz gesucht. In der vorliegenden Arbeit wurden die Affymetrix Daten der
Serie GSE3526 ausgewdhlt [43]. In dieser Studie von Roth et al. wurden zehn post mortem
Spender (fiinf weibliche, fiinf ménnliche) biopsiert. Die Spender litten an keinen chronischen
Krankheiten und starben aufgrund eines plotzlichen Ereignisses. Jedem Spender wurden 65 Bi-
opsien aus 41 verschiedenen Geweben entnommen, insgesamt 353. Roth et al. verwendeten das
Human Genome Array (U133 Plus 2.0) mit 84 Sonden, um u.a. die Expressionsspiegel von 40
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verschiedenen CYPs (inklusive deren Isoformen) zu messen. In der vorliegenden Arbeit wurden
die Daten von Roth et al. zundchst normiert und kondensiert. AnschlieBend wurde mit Hilfe des
Programms Genesis [44] eine ‘Heatmap’ (farbkodierte Eigenschaftskarte) generiert (siche Ab-
bildung 3). Um die Expressionswerte miteinander vergleichen zu kénnen, wurde die relative
Expression (Z-Score) kalkuliert. Dabei wurde das Genexpressionsniveau eines Gewebes abziig-
lich des mittleren Genexpressionsniveaus aller Regionen ermittelt und durch die Standardabwei-
chung dividiert. Um die Gewebsunterschiede deutlicher zu machen, wurde die Leber separat
ausgewertet. Die Ergebnisse der Expressionsunterschiede sind in einer Kérperkarte in der eige-
nen Publikation zusammenfassend veranschaulicht [45]. Alle Expressionsniveaus, die minde-
stens zwei Standardabweichungen iiber oder unter dem Mittelwert lagen, wurden integriert. Die

Intensitét der Farben spiegelt die Hohe der Expression wider.
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Abbildung 3: Heatmap (farbkodierte Eigenschaftskarte) der mRNA-Expressionsanalyse
von 40 CYP-Isoformen in 41 humanen Gewebearten [45]

Die Abbildung zeigt die Verteilung der CYP-Expressionen in 41 verschiedenen Geweben. Die
Expressionsniveaus lagen in einem Bereich +/- 3 Standardabweichungen vom Mittelwert und
sind auf Basis der abgebildeten Farbskala visualisiert.



3 Ergebnisse

3.1 Web-Interface zur Nutzung der Interaktionsdatenbank und Datenanalyse

Die positiv validierten Interaktionen zwischen ca. 2.800 Medikamenten und fast 6.000 verschie-
denen Enzymen wurden in die Datenbank ‘Transformer’ integriert. Die Tabelle 1 gibt einen

Uberblick iiber die Interaktionen mit den jeweiligen Enzymen. Die Daten sind auf der Website

http://bioinformatics.charite.de/transformer ohne Anmeldung o6ffentlich zuginglich. Zu jeder
Interaktion findet man die entsprechende Referenz, iberwiegend in PubMed-ID angegeben mit

direktem Link zur Publikation.

Medikamente > 2.800
davon Prodrugs 125
davon Nahrungsmittel 150

Phase I-Interaktionen > 4.000

Phase II-Interaktionen > 400

Transporter Interaktionen > 1.100

Referenzen >100.500

Tabelle 1: Statistik der Datenbank Transformer
Anzahl der enthaltenen Medikamente und deren Interaktionen mit den fremdstoffmetabolisieren-
den Enzymen der Phase I, Phase II und der Transporter sowie deren Referenzen

Zu sémtlichen Medikamenten wurden alle Enzyminteraktionen inklusive Referenzen sowie Indi-
kationen (via ATC-Code), samtliche Synonyme, die chemischen Strukturformeln (2D-
Strukturen) und viele weitere physikalische und chemische Eigenschaften in die Datenbank
Transformer integriert. Zu 789 verschiedenen Medikamenten konnten auflerdem Halbwertzeiten
und zu 760 Medikamenten Qo-Werte in Transformer ergénzt werden. Zu den 125 gefundenen
Prodrugs findet man dariiber hinaus die Art der Aktivierungsreaktion, sowie das aktivierende
Enzym (falls vorhanden) und den aktiven Metaboliten. Der Aktivierungsmechanismus wurde mit
chemischen Strukturformeln visualisiert.

Um die Kompatibilitdt verschiedener, gleichzeitig verabreichter Medikamente beurteilen zu

konnen, wurde im Rahmen dieser Disseratation das sogenannte ‘Cocktail-Tool’ entwickelt. In
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diesem Cocktail-Tool kdnnen Interaktionen zwischen iiber 2.800 Medikamenten zueinander und
zu tber 6.000 fremdstoffmetabolisierenden Enzymen abgefragt werden. Es wird eine dynami-
sche Ergebnistabelle angezeigt, in der interaktiv je nach Indikation nach Alternativen gesucht
werden kann (siche exemplarisch Abbildung 4). Jede Interaktion ist mit der entsprechenden
PubMed-Referenz verlinkt. Die Interaktionen zwischen den ausgewihlten Medikamenten kon-
nen auch in einem Interaktionsnetzwerk (rot umrandet in Abbildung 4) in Form einer Java An-
wendung dargestellt und interaktiv erweitert werden. Zielproteine (Targets) und verstoffwech-
selnde Enzyme der Medikamente konnen auf diese Weise leicht iiberblickt werden. Zusétzlich
kann man auf jedes Enzym klicken und gelangt so zu Details, inklusive 3D-Struktur und allen
interagierenden Medikamenten.

Die Indikation des Medikaments kann mit Hilfe des ATC-Codes ausgewihlt werden. Der ATC-
Code ist das WHO-Klassifikationssystem fiir Medikamente, nach Anatomischen, Therapeuti-
schen und Chemischen Kriterien. Allerdings haben viele Medikamente mehr als einen ATC-
Code, weil sie fiir mehrere Indikationen eingesetzt werden. Acetylsalicylsdure (ASS) wird bei-
spielsweise als Schmerzmittel (ATC-Code: N02BA), zur prophylaktischen und therapeutischen
Blutverdiinnung (BO1AC) sowie fiir die lokale Anwendung (AO1AD) eingesetzt. Nach Auswahl
der gewiinschten Indikation iiber den ATC-Code, ist es mdglich nach therapeutisch sinnvollen
Alternativen zu suchen. Diese Auswahl an Ausweichmedikamenten stellt keine klinische Emp-
fehlung dar, sondern lediglich theoretische Ansitze fiir eine Therapieoptimierung hinsichtlich

des Metabolismus, die durch den Kliniker von Fall zu Fall abgewogen werden miissen.
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Abbildung 4: Cocktail-Tool der Transformer Datenbank [46]

Auf der linken Seite in der ersten Zeile stehen angeschriagt die Medikamente des urspriinglich
eingegebenen Cocktails. In der ersten Spalte stehen die Enzyme der Phase I, Phase II und die
Transporter. Falls eine Interaktion zwischen einem Medikament und einem Enzym in der Daten-
bank existiert, wird in der entsprechenden Zelle eine Abkiirzung angezeigt: fiir Substrat (S), In-
hibitor (Inh), Induktor (Ind) oder ein Ausrufezeichen (!) fiir potenzielle Interaktionen mit Nah-
rungsmitteln oder Heilkrdutern. Wenn zwei Medikamente iiber das gleiche Enzym verstoffwech-
selt werden, erscheint diese Enzymzeile gelb, drei Medikamenten-Interaktionen orange, vier rot,
fiinf oder mehr dunkelrot. Mogliche Ausweichmedikamente erhélt man interaktiv, wenn man die

Indikation des Medikaments via ATC-Code auswébhlt.
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3.2 Bedeutung von CYP-Polymorphismen fiir die personalisierte Therapie

In dieser Dissertation wurden 199 nicht-synonyme SNPs gefunden, die in mindestens einem Pro-

zent der 14 verschiedenen Ethnien im [1.000 Genom Projekt vorkommen (brow-
ser.1000genomes.org; Stand: Oktober 2013). Diese 199 nicht-synonymen SNPs wurden mit Hil-
fe des Webdienstes PolyPhen auf die Wahrscheinlichkeit der Aktivititsverdnderung des jeweili-
gen CYPs untersucht. Die PolyPhen Vorhersage wird mittels strukturbasierter und vergleichen-
der Betrachtungen vorgenommen und hat eine Trefferquote von ca. 70% [47]. PolyPhen progno-
stizierte bei 72 von den 199 SNPs eine Aktivititsveranderung in dem entsprechenden CYP. In
der Tabelle 2 sind alle SNPs dargestellt, die als zusétzliches Kriterium auch in Kaukasiern vor-

kamen und bei denen eine Enzymaktivititsverdnderung durch PolyPhen vorhergesagt wurde

(siehe auch ausfiihrliche Tabelle 2 in eigener Publikation [45]).

Amino  MAF Caucasian
CcYP ID Gene Acid (Abw) frequency
CYP 2A13  rs202058359 238G>A V80oM 4.8 0.4
CYP 2A7 rs3869579 778C>T R260C  49.1 60.3
CYP 2B6 rs8192709 64C>T R22C 5.3 3.6-9.5
CYP 2C8 rs1058930 792C>G 1264M 2.6 3.2-6.6
rs11572103 805A>T 1269F 3.9 0.0-0.6
CYP 2C18 rs2281891 1154C>T T385M  19.6 8.1-16.7
CYP 2C9 rs2256871 752A>G H251R 2.6 0.0-0.8
CYP 2D6 rs1058172 941G>A R314H 7.0 13.0
rs59421388 859G>A V287TM 2.9 0.0-3.2
rs1065852 100C>T P34S 255 231
CYP 2E1 rs6413419 535G>A V1791 6.7 0.8-22
CYP 281 rs34971233 1397C>T P466L 2.0 0.0-3.3
CYP 3A43 rs680055 1018C>G P340A 12.0 5.0-7.5
CYP 4A11  rs1126743 1374C>G 1458M 41.3 36.2
CYP 4A22  rs113777592 553G>T V185F 28.1 20.5
rs2056900 388G>A G130S 293 18.3-21.3
rs4926600 1525C>T L509F 12.8 8.1
rs61736431 1154C>T P385L 1.1 3.5
CYP 4B1 rs2297809 1123C>T R375C  19.2 14.2-22.5
rs4646487 517C>T R173W 154 9.7-15.0
CYP 4F11  rs1060463 1271G>A R424Q 494 38.5-45.5
CYP 4F12  rs16995378 47C>T T16M 6.8 84.2 -100
rs57578760 808G>C V270L 1.1 3.4-83
CYP 4F2 rs2074900 515C>T Thr1721  25.5 26.6-35.7
rs2108622 1297G>A V433M 215 23.2-30.3
rs3093153 554G>T G185V 3.9 4.3-9.8
rs3093200 1555C>A L519M 6.0 5.5-8.9
CYP 5A1 rs13306050 1372C>T R458C 2.1 0.0-0.4
rs13306052 679G>A V227TM 1.4 0.0-1.4
rs6952940 544C>T P182S 1.5 1.9-4.1

Tabelle 2: Liste von 30 nicht-synonymen CYP-SNPs mit prognostiziertem Enzymaktivitéits-
verlust

Die aufgelisteten SNPs traten im 1.000 Genom Projekt in liber einem Prozent der Bevolkerung
auf. In der Spalte 3 wird der Gen-Abschnitt mit dem jeweiligen Basenpaaraustausch (C=Cytosin,
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G=Guanin, T=Thymin und A=Adenosin) benannt. Spalte 4 zeigt den resultierenden Aminoséu-
reaustausch. Der Effekt auf die Aktivitdt des jeweiligen CYPs wurde von PolyPhen von diesen
30 SNPs als vermindert prognostiziert.

Um nun CYP-Mutationen zu sammeln, die potenziell eine klinische Auswirkung auf die Medi-
kamentenverstoffwechselung haben, wurde die Suche fokussiert. Es wurde also nur noch nach
Mutationen gesucht, die zu mindestens einem Prozent bei Kaukasiern auftreten und die in Studi-
en eine Auswirkung auf die Enzymaktivitit gezeigt haben. Zu diesem Zweck wurde eine auto-
matisierte und manuelle Literaturrecherche durchgefiihrt. Die gesetzten Kriterien wurden von
insgesamt 34 verschiedenen Allelen erfiillt (siche Tabelle 1 in eigener Publikation [45]). Die
meisten Allele, insgesamt zehn, wurden fiir das Gen CYP 2D6 gefunden; sechs fiir CYP 2B6.
Dieses Verhiltnis passt zu den Zahlen der SNPs in der SuperCYP Datenbank: 114 SNPs in CYP
2D6 und 57 in CYP 2B6 (siche Abbildung 4 in [45]).

Diese Tabelle mit 34 Allelen stellt eine Grundlage fiir klinische Studien dar, um Polymorphis-
men von Enzymen, die relevant fiir die Medikamentenverstoffwechselung sein konnen, indivi-
duell aufzuspiiren, um somit Unter- und (Jberdosierungen von Medikamenten vermeiden zu
kénnen. In solchen Medikamentenstudien miissten nicht alle 57 CYPs untersucht werden, da
viele CYPs keine oder nur eine geringe Rolle in der Medikamentenverstoffwechselung spielen.
Um die wichtigsten CYPs zu detektieren, wurde die Anzahl der Medikamente, die ein CYP me-
tabolisiert, in der SuperCYP Datenbank analysiert (siche Abbildung 5 in [45]). Dabei zeigte sich,
dass zwolf CYPs fiir 93% der Medikamentenreaktionen verantwortlich sind. Folgende fiinf
CYPs metabolisieren 60% der Reaktionen: CYP 3A4, 2C9, 1A2, 2C19 und 2D6. Diese fiinf
CYPs haben wahrscheinlich den grofiten Einfluss auf das individuelle Ansprechen auf Medika-
mente. CYP 2A6 und 2B6 weisen zwar ebenfalls viele hdufige Allel-Varianten auf, metabolisie-
ren aber nur verhiltnismiBig wenige Medikamente, sodass der Einfluss als geringer eingeschétzt

werden kann.

3.3 Expressionsunterschiede von CYPs in verschiedenen Geweben

In den Affymetrix Daten der Serie GSE3526 [43] konnte in 21 von 41 Geweben eine heterogene
Verteilung der CYP Expression gefunden werden: die mRNA Expressionsspiegel unterschieden
sich in mindestens einem Gewebe um mindestens zwei Standardabweichungen im Vergleich zur
durchschnittlichen Expression. Exemplarisch werden im Folgenden einige signifikante Expressi-

onsunterschiede in den verschiedenen Geweben aufgefiihrt.

19



Die Nebennierenrinde zeigte, verglichen mit der durchschnittlichen Expression, eine 6-fach er-
hohte Expression von CYP 11A1, 11B1 und 11B2. Diese CYPs sind fiir Steroid- und Aldoste-
ronsynthese verantwortlich und wurden auch in keinem anderen Gewebe vermehrt exprimiert.
Die Niere hat aulergewohnlich hohe Expressionsspiegel fiir die CYP Familie 4 (6-fach erhohtes
CYP 4A22 und 4-fach in CYP 4V2, 4F2 und 4A11), die unter anderem fiir den Arachidonséiure-
metabolismus verantwortlich sind. Dies passt dazu, dass die Niere Prostaglandin synthetisiert,
um die Durchblutung zu fordern [48]. Forschung zur lokalen Induktion der CYP Familie 4 in der
Niere konnte sich also lohnen. CYP 8B1 ist ebenfalls an der Prostaglandinsynthese beteiligt und
wies in unserer Analyse eine 5-fach erhohte Expression in der Niere auf. Der Expressionsspiegel
von CYP 2B6 war in der Niere 5-fach erhoht; CYP 2B6 ist fiir den Metabolisierung von Xeno-
biotika (z. B. Cyclophosphamid und Ifosfamid) verantwortlich.

Dass die Milz 2-fach héhere CYP 2C9- und 2D6-Expressionsniveaus aufweist, konnte darauf
hindeuten, dass auch sie am Medikamentenmetabolisierung teilnimmt. Das gleiche gilt fiir das 5-
fach erhohte CYP 2C8 im Lungengewebe und CYP 2F1 in den Bronchien.

Die Prostata zeigte eine 5-fach hohere Expression von CYP 4F8. Dies konnte ein Ansatz fiir die
Entwicklung eines Prodrugs darstellen, welches nur von CYP 4F8 aktiviert wird, um so Neben-
wirkungen im restlichen Kdrper vermeiden zu konnen. Interessanterweise wird CYP 2C18 nur
von der Mundhéhle, dem Pharynx und dem Osophagus vermehrt exprimiert.

Die Expressionsspiegel, die von der durchschnittlichen Expression abwichen, wurden in einer
schematischen Korperkarte (Abbildung 1 in [45]) veranschaulicht. Mit dieser neuartigen Korper-

karte bekommt man einen guten Uberblick iiber die lokale Diversitit der CYP-Expression.

3.4 Optimierung in der Chemotherapie

Aus iiber 100 Chemotherapieprotokollen aus dem Blauen Buch [49] wurden iiber 500 Medika-
mente extrahiert. Nach diesen Medikamenten wurden mittels Textmining in sdémtlichen PubMed
Zusammenfassungen beziiglich Interaktionen mit CYPs gesucht. Es erwies sich, dass die anti-
neoplastischen Medikamente iiberwiegend von folgenden drei CYPs metabolisiert werden: CYP
3A4, 2D6 und 2C9. Insbesondere CYP 2D6 und 2C9 sind hochpolymorph und darum sind hier
die groBten inter-individuellen Unterschiede im Medikamentenmetabolismus zu erwarten.

Es wurden 91 standardisierte Behandlungsprotokolle auf CYP-Medikamenten-Interaktion
untersucht und mogliche Alternativen in dem Webtool http://bioinformatics.charite.de/supercyp/
chemotherapy/ zusammengestellt. Die 91 Protokolle beinhalten die Behandlung folgender
maligner Tumore im Kindesalter (unter 15 Jahren): ALL, AML, Weichteilsarkom, Osteosarkom,

Nephroblastom und Neuroblastom.
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Seit 2002 lauft an der Charité Campus Virchow Klinikum eine randomisierte, kontrollierte, kli-
nische Studie, die 143 Kinder mit einem ALL-Rezidiv eingeschlossen hat, die alle gemil des
ALL REZ BFM Therapieschemas (von der Berlin-Frankfurt-Miinster-Arbeitsgruppe) behandelt
wurden [50]. Von allen eingeschlossenen Patienten wurde regelméBig im Verlauf der Therapie
Blutplasma eingefroren. Zur Ergénzung der vorliegenden Dissertation fand eine Analyse von
CYP SNPs dieser Patienten statt. Diese Ergebnisse wurden noch nicht veréffentlicht, sollen aber
hier kurz vorgestellt werden. Im Rahmen einer Kooperation mit ATLAS Biolabs Berlin wurden
143 DNA-Proben auf ca. 50 CYP SNPs untersucht. Es konnten 18 CYP SNPs mit einer deutlich
erhohten Mortalitdt (>25%) der Kinder assoziiert werden. Die meisten der 18 gefundenen SNPs
betrafen die Gene von CYP 2B6. Dies konnte durch den Umstand erklart werden, dass die in der
ALL-Therapie eingesetzten Prodrugs Ifosfamid und Cyclophosphamid nicht von CYP 2B6 akti-
viert werden konnten. Laut Kirchheiner et al. tragen ca. 25% der Kaukasier homo- oder hetero-
zygot das Allel CYP 2B6 *6 (n=121), welches zu einer verringerten Proteinexpression fiihrt
(15415060 ?). Leider gab es keine Plasmaproben, die kurz nach der Cocktail-Applikation ent-
nommen wurden und zur Validierung der fehlenden Aktivierung hitten herangezogen werden
konnen. Aktuell findet in Kooperation mit der Vanderbilt Universitit eine Validierung dieser
Daten statt. Diese Studie ist ein Beispiel fiir die Relevanz der personalisierten Medizin. Solche
Studien sollten vermehrt durchgefiihrt werden, um Patienten vor toxischen oder wirkungslosen

Therapien bewahren zu kénnen.
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4 Diskussion

4.1 Web-Interface zur interaktiven Optimierung von Medikamentencocktails

Interaktionen zwischen Medikamenten und Enzymen werden meist nur speziell fiir einen Wirk-
stoff gesucht. Daher sind die Informationen zu Medikamenteninteraktionen weit iliber die wis-
senschaftliche Literatur verstreut. Die Interaktionen sind jedoch gerade dann relevant wenn meh-
rere Medikamente verschrieben werden. Die in dieser Dissertation entwickelte, iiber das Internet
frei zugéngliche Datenbank Transformer schlieit diese Liicke, indem sie samtliche Informatio-
nen biindelt und nutzerfreundlich zur Verfiigung stellt.

Die iiber 100.000 Interaktionen zwischen den humanen CYPs und ca. 2.800 Wirkstoffen unter-
einander sind ein Alleinstellungsmerkmal der Datenbank Transformer. Die Datenbank ermdog-
licht es dem Nutzer, schnell umfassende Informationen zu einem beliebigen Medikamentencock-
tail zu erhalten. Zusitzlich kann er sich interaktiv je nach Indikation des Medikaments Aus-
weichmedikamente vorschlagen lassen. Es wurden Halbwertzeiten in Transformer integriert, um
tendenziell lange Halbwertzeiten zu bevorzugen bzw. um potenziell ungeniigende oder toxische
Wirkspiegel leichter identifizieren zu kdnnen. Des Weiteren konnte zu fast allen Medikamenten
die Strukturformeln ergéinzt werden. Darin konnen funktionelle Gruppen, Polaritit und Fettlos-
lichkeit abgelesen werden. Zusitzlich wurden Qo-Werte zu vielen Medikamenten ergénzt, um die
renale Exkretion beriicksichtigen zu kdnnen bzw. um bei Nierenstdrungen gegebenenfalls auf
andere Medikamente ausweichen zu konnen.

Das Medical Center der Universitit Maryland hat wunter folgendem Link
http://umm.edu/health/medical/drug-interaction-tool (Stand: August 2014) ein Webtool entwic-
kelt, das im Ansatz dem Cocktail-Tool von Transformer dhnelt. Dieses Medikamenten-
Interaktionstool beinhaltet bedeutend weniger Interaktionen und keine alternativen Medikamen-
te. Des Weiteren wurden nur Interaktionen mit CYPs nicht jedoch mit Phase 1I-Enzymen oder
Transportern beriicksichtigt.

In der Tabelle 3 sind die Unterschiede zwischen der Datenbank Transformer und vier anderen
Datenbanken zusammengestellt [24], [52], [53], [54]. Jede Datenbank hat andere Schwerpunkte,
aber keine andere deckt alle drei Phasen der Biotransformation vollstdndig ab. Insbesondere die
grole Anzahl an Interaktionen zwischen den Medikamenten untereinander hebt Transformer von
allen bestehenden Datenbanken ab. Die direkten Verlinkungen zu den entsprechenden Referen-
zen sind ebenfalls einzigartig und eréffnen eine transparente, Evidenz-basierte Grundlage fiir

klinische Studien.
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Transformer SuperCYP DrugBank KEGG HMDB

Medikamente 2.802 1.170 7.685 1.198 1,157
Prodrugs + - + - -
Phase I + + k.A. + k.A.
Phase 11 + - k.A. k.A. k.A.
Transporter + - + k.A. +
Medikamenten-Interaktionen ~ 100.000 2.785 20.266 14.441 22.139
Referenzen zu Interaktionen + + - - -

Tabelle 3: Transformer Datenbank im Vergleich zu den anderen Datenbanken
SuperCYP [24], DrugBank 4.0 [52], KEGG [53], Human Metabolome Database (HMDB) Versi-
on 3.6 [54]; k.A.: keine Angabe, +: vorhanden, -: nicht vorhanden (Stand: Juni 2014)

4.2  Hiufigkeiten von CYP SNPs und deren Bedeutung fiir die Therapiewirksamkeit

Unterschiedliche Phanotypen bei der Verstoffwechselung von Medikamenten kénnen durch CYP
SNPs erklart werden. Insbesondere werden Biomarker zur Vorhersage des Ansprechens auf die
Therapie bei Medikamenten bendtigt, die schwere Nebenwirkungen verursachen sowie Medika-
mente, die ihren Effekt erst Wochen bis Monate spiter zeigen, um unwirksame Therapien ver-
meiden zu konnen. Gesammelte Informationen zu den Haufigkeiten der CYP SNPs sind rar. Da-
her wurden in der vorliegenden Arbeit verschiedene Studien zusammengefiihrt, um somit einen
Uberblick iiber die hiufigsten Varianten von CYPs zu gewinnen.

McGraw et al. haben verschiedene Studien zu den Frequenzen der CYPs 1A2, 2C8/9/19, 2D6
und 3A4/5 in verschiedenen Ethnien zusammengefasst [10]. Diese CYPs wurden aufgrund der
hochsten Anzahl an zu verstoffwechselnden Medikamenten ausgewéhlt. Leider bietet die Arbeit
keinen Uberblick iiber alle CYPs in Form einer umfassenden Tabelle. Die Prozentzahlen der
Allelhédufigkeiten bei Kaukasiern stimmen mit der vorliegenden Arbeit ungefdhr {iberein, mit
Ausnahme des Allels CYP 1A2 *1F; McGraw et al. gaben eine Haufigkeit bei Kaukasiern von
68% an, wihrend in der vorliegenden Arbeit nur 33% ermittelt wurden.

In der vorliegenden Dissertation wurden fiir CYP 2D6 zehn Allele gefunden, die in mindestens

einem Prozent der Kaukasier vorkommen und die zu einer verminderten Enzymaktivitdt und
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damit verlangsamten Metabolisierung fiihren. Das Allel CYP 2D6 *4 hat sogar eine Haufigkeit
von 20,7% bei Kaukasiern und ist mit einem verlangsamten Stoffwechsel assoziiert [55]. Zhou et
al. haben ebenfalls einige Studien zusammengefasst und ermittelten, dass 5-14% der Kaukasier
einen Polymorphismus im Gen fiir CYP 2D6 mit verminderter Enzymaktivitat haben [1].

CYP 2D6 ist u.a. wichtig fiir die Verstoffwechselung bestimmter Antidepressiva, Antipsychotika
und Betablocker, die demnach bei ca. 5-14% der kaukasischen Patienten zu Beginn zu hoch do-
siert werden. Dies kann ohne Genotypisierung zu einer schwierigen Einstellung der Therapie
fithren und Hospitalisierungen verlédngern [56].

Ingelman-Sundberg et al. haben CYP 2A6, 2B6, 2C9, 2C19 und 2D6 in absteigender Folge als
die CYPs mit den meisten Polymorphismen benannt [57]. Diese Reihenfolge deckt sich mit den
Analysen der eigenen Arbeit [45] mit Ausnahme des CYPs 2D6, das in dieser Arbeit die meisten
SNPs zeigte (114), wihrend es bei Ingelman-Sundberg et al. erst an fiinfter Stelle steht. Diese
Diskrepanz konnte dadurch erklédrt werden, dass Ingelman-Sundberg et al. nicht nur SNPs, son-
dern auch Deletionen, Insertionen, Kopienzahlvariationen (engl: copy number variants) beriick-
sichtigt haben. Gegen diese Erkldrung spricht jedoch, dass SNPs im Allgemeinen 90% der gene-

tischen Varianten des menschlichen Genoms darstellen.

4.3  Bedeutung der Expressionsunterschiede im Kontext aktueller Literatur

Die Expressionsanalyse dieser Dissertation belegt eine heterogene Verteilung der CYPs im Kor-
per. Das Wissen um diese Verteilung der CYPs konnte helfen, Prodrugs zu entwickeln, die erst
in Organen mit hohem Expressionsniveau eines bestimmten CYP aktiviert werden und lokal ihre
stirkste Wirkung entfalten. Beispielsweise wird das Zytostatikum Cyclophosphamid u.a. von
CYP 2B6 aktiviert [58], welches verstirkt in der Niere exprimiert wird. Dies kann zu hohen
Konzentrationen des aktiven Cyclophosphamids in diesem Organ fithren und erklart méglicher-
weise die gute Wirksamkeit bei z. B. Lupus Glomerulonephritis [59]. Ifosfamid wird haufig in
der Chemotherapie verabreicht und wird ebenfalls v.a. von CYP 2B6 aktiviert. Eine bekannte
Komplikation besteht in einem akuten Nierenversagen, die teilweise zur irreversiblen Nephro-
pathie fithrt [60]. Moglicherweise werden diese Komplikationen ebenfalls durch die hohe Ex-
pression des CYPs 2B6 in den Nieren begiinstigt.

Unter Umstdnden konnte man durch Hemmung oder Aktivierung der Enzyme neue Targets fiir
Medikamente entdecken. Zum anderen kann die verschiedene Verteilung der CYPs auch uner-
wiinschte Medikamentenwirkungen in bestimmten Organen bedingen. Gleichwohl bedarf es kli-

nischer Studien, um das Wissen um die Expressionsniveaus nutzen zu kdnnen.
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Diese Dissertation untermauert und erginzt die Arbeit von Bieche et al. [61], die 23 CYP
mRNAs in 22 verschiedenen Geweben untersucht haben. Beispielsweise fanden Biéche et al.
CYP 2F1 in Lunge und Trachea erhoht exprimiert. Die vorliegende Arbeit bestétigte dies in den

Bronchien, nicht jedoch in der Lunge.

44  Ausblick

In der Interaktionsanalyse fiir die Datenbank Transformer wurden ausschlieBlich qualitative In-
teraktionen ermittelt, wie Induktor, Inhibitor und Substrat. Quantitative Daten, beispielsweise
wie stark oder schwach eine Inhibition ausfallt bzw. bei welcher Dosierung, wie schnell sie statt-
findet oder die Reversibilitit der Hemmung wurden nicht systematisch ermittelt. Transformer
weist auf theoretische Wechselwirkungen hin und zeigt Alternativen auf, die bisher klinisch
nicht iiberpriift wurden. Klinische Studien sollten nun folgen, um eine Evidenz fiir klinisches
Handeln zu schaffen. Dafiir wire ein einheitliches, elektronisches Krankenaktensystem ideal, in
dem es moglich wire, das Ansprechen auf Medikamente zu erfassen. In diesem System koénnten
auch gleichzeitig andere Einfliisse wie weitere Medikamente, Alter, Geschlecht, Gewicht, chro-
nische Krankheiten, Organfunktionen und falls vorhanden Gen-Varianten vermerkt und beriick-
sichtigt werden. Vermehrte Nebenwirkungen oder Wirkungslosigkeit konnten nach Korrektur fiir
andere Einflussfaktoren als Medikamenteninteraktionen gewertet werden. Mit so einem System
wéaren sowohl retrospektive als auch prospektive Studien zu Medikamenteninteraktionen mit
groBBen Fallzahlen mdglich. Ziel solcher Studien wire es, Dosierungen zu Datenbanken wie
Transformer hinzuzufiigen, bei denen eine klinische Wechselwirkung erwartet werden kann und
somit klinisch relevante Wechselwirkungen anzeigen zu kdnnen. Bereits in Arbeit ist die Integra-
tion von Neben- und Wechselwirkungen aus Beipackzetteln samtlicher Medikamente in Trans-
former, um den klinischen Nutzen der Datenbank zu erweitern.

Bisher werden in Privatkliniken in den USA SNP-Analysen nur fiir den Stoffwechsel von Medi-
kamenten mit schweren Nebenwirkungen oder enger therapeutischer Breite durchgefiihrt [31]. In
der neuen ,,postgenomischen Ara“ werden GeneChips und Genotypisierungen immer preisgiin-
stiger und zunehmende Zahlen von SNP-Analysen auch in der Patientenbehandlung mdglich
sein. Dementsprechend wird es immer wichtiger, individuelle Unterschiede in der Medikamen-
tenverstoffwechselung aufzudecken, um Grundlagen fiir routineméfige Genotypisierungen so-

wie eine personalisierte Therapie zu schaffen.
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ABSTRACT

As the number of prescribed drugs is constantly
rising, drug-drug interactions are an important
issue. The simultaneous administration of several
drugs can cause severe adverse effects based on
interactions with the same metabolizing enzyme(s).
The Transformer database (http://bioinformatics.
charite.de/transformer) contains integrated infor-
mation on the three phases of biotransformation
(modification, conjugation and excretion) of 3000
drugs and >350 relevant food ingredients (e.g.
grapefruit juice) and herbs, which are catalyzed by
400 proteins. A total of 100000 interactions were
found through text mining and manual validation.
The 3D structures of 200 relevant proteins are
included. The database enables users to search
for drugs with a visual display of known interactions
with phase | (Cytochrome P450) and phase I
enzymes, transporters, food and herbs. For each
interaction, PubMed references are given. To
detect mutual impairments of drugs, the drug-
cocktail tool displays interactions between
selected drugs. By choosing the indication for a
drug, the tool offers suggestions for alternative
medications to avoid metabolic conflicts. Drug
interactions can also be visualized in an interactive
network view. Additionally, prodrugs, including their
mechanisms of activation, and further information
on enzymes of biotransformation, including 3D
models, can be viewed.

INTRODUCTION

The number of prescribed drugs is rising (1). A study
revealed that 87.1% of people >50 years of age take at

least one drug per day, and 43.3% take >5 (2).
Polypharmacy, which is defined as the regular use of five
or more drugs, leads to an increased risk of adverse drug
reactions (ADRs). The frequency of ADR is associated
with the number of drugs prescribed (3). Among
hospitalized patients, ADRs have an incidence of 6.7%
and are the fifth commonest cause of death (4). One
possible cause for ADR might be the individual variance
of drug metabolism (5), and age-related changes make
elderly patients more sensitive to ADRs (6). The informa-
tion is widely scattered over the scientific literature.
A knowledge base of xenobiotic metabolism and the
effect of polymorphisms could prevent ADR and cases
of death.

Xenobiotic metabolism and detoxification (especially
for drugs) are separated into three different phases of
reaction. Only a few xenobiotics are excreted unchanged
in urine or feces without any metabolic degradation.

Phase I and phase II reactions convert compounds to
more water-soluble and often less active derivatives to
increase excretion. Thereby, phase I reflects the produc-
tion of reactive groups through oxidation and is primarily
managed by the Cytochrome P450 family (CYP) of
enzymes (7). Subsequently, the reactive groups are used
to conjugate small polar molecules (phase II) to increase
the polarity. Six enzyme families that provide the detoxi-
fication and excretion of xenobiotics mainly realize the
conjugation (8).

Transporters (phase I1I) play a crucial role in pharma-
cokinetics by enabling the migration of hydrophilic mol-
ecules, which cannot penetrate cellular membranes. Kell
et al. showed that the majority of drugs enter cells through
at least one transporter (9). Those proteins form a trans-
membrane channel lined with hydrophilic amino acid side
chains spanning the lipid bilayer (10). Two major protein
superfamilies are known: 49 ATP-binding cassette trans-
porters (ABC) (11) and 362 solute carriers (SLC) (12).
These are important for absorption, distribution and
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excretion of drugs (13) and are involved in a broad range
of physiological processes (10).

Eukaryotic ABC transporters are predominantly expor-
ters, which require energy released by ATP hydrolysis.
One problem is multidrug resistance, which is caused by
active transporters. Unfortunately, 40% of human tumors
develop resistance to chemotherapeutics by overexpressing
ABC proteins (14). The SLC transporters facilitate passive
diffusion along the concentration gradient or use concen-
tration gradients from other substrates as a symporter or
antiporter (12).

Another issue related to drug metabolism and ADR is
prodrugs. Prodrugs have to be converted to active drugs
by metabolic conversion (15). In general, prodrugs are
non-toxic and need to have their chemical structure
changed to enable their inherent medical capability.
However, problems in conversion can also lead to un-
desired side effects. For example, the antihistamine
terfenadine is a potent hERG blocker as a prodrug and
a slow conversion can cause cardiac toxicity (16).

Prodrugs can be activated by photo irradiation (17), a
change in pH (18) and enzymes, such as esterases or CYPs
(19,20). Many prodrugs are activated by hydrolysis with
the aid of esterases or phosphatases. Thereby, gastric in-
testinal tolerance and pharmacokinetics can be improved,
but the targeting of drugs to specific cells or tissues
cannot. The activation of prodrugs by CYPs might be a
better approach (21).

Not only can drugs participate in the alteration of drug
metabolism but food and herbs also have a proven influ-
ence; e.g. furanocoumarins in grapefruit inhibit intestinal
CYP3A4 and organic anion-transporting polypeptides
1A2 (22,23).

More than 350 ingredients in food and drink, such as
brocceoli, alcohol and char-grilled meat, as well as herbal
medicine, such as St John’s wort, are known to alter drug
responses.

A comprehensive resource that combines scientific in-
formation on phase I and phase Il enzymes, transporter
enzymes, prodrugs, food and herbs could help to improve
research in this field and prevent ADR.

MATERIALS AND METHODS
Text mining

We created a text mining approach using semantic web
standards. To develop a specialized text mining pipeline,
we first downloaded Medline/PubMed data from the
NCBI FTP site in xml-format. Using the search engine
library Apache Lucene (http://lucene.apache.org) and a
tool kit for processing text with computational linguistics
(http://alias-i.com/lingpipe), the data was indexed. The
search engine comprises comprehensive lists of chemical
compounds and drug names (24), metabolic enzymes (25)
and transporters (26), including their various synonyms.
Additionally, we added a list of common interaction
terms, such as ‘activate’, ‘inhibit’, and ‘metabolize’. The
search engine, written in Java, dynamically queries the
indexed data and produces a structured query language

(SQL) file containing the text mining hits. A query
example is:

(DrugSynonym [TI] AND TransformerSynonym
[TI])) OR

(DrugSynonym [abstract] AND TransformerSynonym
[abstract]) OR

(DrugSynonym [abstract] AND InteractionTerm AND
TransformerSynonym [abstract])

The positional distance between the different terms had to
be restricted to reduce false-positive hits, when terms
occurred far from each other in the abstract. The 22 500
records found were scored as rule-based. Duplicates were
removed and a team of scientists manually processed
12427 articles found in PubMed. Further details about
the text mining approach can be found on the Web site
in the frequently asked questions (FAQs) section.

Database

The database was designed as a relational database on a
MySQL server. To allow chemical functionality, such as
handling chemical data within MySQL, the MyChem
package was included.

Information about ~3000 CYP drug interactions and
2000 polymorphisms were extracted from the SuperCYP
database (27). SuperCYP is a database with a focus on
human CYPs. However, there are many other important
enzymes in the metabolism of xenobiotics, such as trans-
porters or phase II enzymes.

DATABASE FEATURES

Over 100 000 interactions were revealed. In the 12427 art-
icles found in PubMed, 769 drugs were attributed to those
phase II enzymes that are involved in drug metabolism.
Text mining was also performed for prodrugs, trans-
porters and food. We found 125 prodrugs described in
890 PubMed articles together with their mechanism of
activation, accompanying enzymes, chemical structure
and identification numbers. Furthermore, ~500 drug-
transporters and 150 food interactions were identified.

Additionally, ~200 3D structures were collected for
transporters, CYPs and phase II enzymes.

The database includes four main functionalities. To
provide an overview of these, a comprehensive FAQs
section was created, which is helpful for first-time users.
Depending on the user’s interest or needs (e.g. clinicians,
researchers), different ways to browse the data were enabled.

Prodrugs

Prodrugs can be identified directly by entering the name,
PubChemID, CAS number or ATC code, as well as by
choosing a mechanism of activation, such as ring opening
or carboxylation.

Drugs

To view the metabolism of particular drugs, users can
search directly by entering the name, PubChemID or
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CAS number. Based on the WHO classification system,
which classifies drugs into different groups according to
Anatomical site of action, Therapeutical effect and
Chemical structure (ATC), a tree with all of the drugs
contained in the database can be viewed in their ATC

group.
Cocktail

This tool enables users to see drug interactions of an in-
dividually composed drug cocktail (Figure 1A). If >1 drug
interacts with the same enzyme, lines of the interaction
table are shown in yellow, orange, red and dark red
(Figure 1B). In the header of each column, the indication
for the drugs can be chosen and the database will provide
alternative drugs that are metabolized by different
enzymes (Figure 1C). PubMed references are available
by clicking on the interaction. Additionally, food inter-
actions, as well as elimination half-life (EHL) times and
Qo values are displayed. A Q value (extrarenal excretion)
of <0.3 is shown in green because those drugs are, to a
large extent, excreted in the unchanged form. Clicking
‘Display network’ presents these interactions in a
network view based on Cobweb (28).

Biotransformation

To find drugs that are metabolized by specific phase I,
phase II or transporter enzymes, users can perform a
search by clicking on ‘Biotransformation’. This page
provides (homology modeled) 3D structures of all
enzymes (Figure 1E). Furthermore, a list of interacting
drugs can be viewed in a table (Figure 1D) or in a
network view (Figure 1F).

DATABASE USAGE

The following case illustrates the need to detect interactions
with the help of the Transformer database. A five-year-old
child died from a fatal opioid toxicity. She was inadvertently
administered a high dose of hydrocodone (an antitussive
drug) while suffering from a cold. Additionally, she was
administered clarithromycin for an ear infection and
valproic acid for seizures. The postmortem blood screen
revealed an excessively high-hydrocodone level and, in
contrast, barely measurable hydromorphone (biotrans-
formation metabolite of hydrocodone) concentration (29).
Hydrocodone is metabolized by CYP2D6, CYP3A4 and
afterwards by UGT. There were three reasons for the low
metabolism rate:

(1) CYP-polymorphism: the child was found to be a
CYP2D6 poor metabolizer,

(2) inhibition of CYP3A4 by clarithromycin and

(3) inhibition of UGT by valproic acid.

Figure 1B shows the Transformer database results for
this drug combination. All interactions described in this
case are displayed and colored because of enzyme
overload. Nevertheless, parts of the available information
of drug—enzyme interactions are experimental data and
offer no evidence for drug interactions in humans and
clinical work, although Qg and elimination half-life times

could be relevant. The Transformer database, however,
provides a platform for detecting mutual drug impair-
ments and could help to appraise the drug response. The
database is a comprehensive resource on drug enzyme/
transporter interactions and could be a sound starting-
point for further research.

The database will be updated yearly to add new drugs/
compounds and interactions.
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Abstract

The cytochrome P450 (CYP) enzymes are major players in drug metabolism. More than 2,000 mutations have been
described, and certain single nucleotide polymorphisms (SNPs) have been shown to have a large impact on CYP
activity. Therefore, CYPs play an important role in inter-individual drug response and their genetic variability should
be factored into personalized medicine. To identify the most relevant polymorphisms in human CYPs, a text mining
approach was used. We investigated their frequencies in different ethnic groups, the number of drugs that are
metabolized by each CYP, the impact of CYP SNPs, as well as CYP expression patterns in different tissues. The
most important polymorphic CYPs were found to be 1A2, 2D6, 2C9 and 2C19. Thirty-four common allele variants in
Caucasians led to altered enzyme activity. To compare the relevant Caucasian SNPs with those of other ethnicities a
search in 1,000 individual genomes was undertaken. We found 199 non-synonymous SNPs with frequencies over
one percent in the 1,000 genomes, many of them not described so far. With knowledge of frequent mutations and
their impact on CYP activities, it may be possible to predict patient response to certain drugs, as well as adverse side
effects. With improved availability of genotyping, our data may provide a resource for an understanding of the effects
of specific SNPs in CYPs, enabling the selection of a more personalized treatment regimen.
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Introduction Characterization of these enzymes and the effects of minor
allele variants on the metabolism of specific drugs have been

Inter-individual variability of drug response and drug described in the literature and have recently been compiled by

clearance is a complex and common problem in clinical
practice [1]. Overlapping substrate specificity of enzymes, a
multitude of single nucleotide polymorphisms (SNPs) [2] and
variations between ethnic groups [3] make prediction of
phenotypic drug response difficult. To avoid treatment failure
and unnecessary toxicity, tailoring dosages and drug-cocktails
for each individual is essential [4].

Differences in drug response can be attributed to variability
in DNA sequences of specific genes which’s products are
crucial for drug metabolism. For instance, SNPs in phase 1
enzymes, such as cytochrome P450 oxidases (CYPs) [3],
phase 2 enzymes, such as Uridine 5'-diphospho-
glucuronosyltransferase (UGTs) [5], and absorptive and efflux
transporters, such as ATP-binding cassette transporters (ABC-
transporters) [4], have been previously reported.
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our group into a comprehensive database called SuperCYP [6].
Phase | reactions include oxidation, reduction, hydrolysis and
cyclization. Using oxygen and NADPH as a co-substrate, CYPs
are the major enzymes responsible for catalyzing such
reactions [7] and account for approximately 75% of total drug
metabolism [8].

The Human Genome Project identified 57 human CYPs,
which were classified into 18 families and 43 subfamilies based
on sequence similarity [9]. CYP families 1, 2 and 3 are
responsible for metabolism of drugs, xenobiotics and certain
endogenous molecules [3] and hence are of particular
relevance to this current study. Most CYPs metabolize more
than one drug. Similarly, a drug is often metabolized by
multiple CYPs. Drugs can also inhibit or induce CYP activity,
either by directly interacting with the enzyme or altering its
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expression. Characterization of these interactions is important
to determine and predict compatible drug combinations [10].
Human CYPs are primarily membrane-associated proteins [11]
that are ubiquitously expressed in most tissues. Highest
expressions are generally found in liver tissue, but the
distribution of particular CYPs varies [12], which indicates that
the actual efficiency of a drug is likely to depend on CYP
expression in the target tissue. There are significant inter-
individual differences in enzyme activity leading to distinct
phenotypes. For example the most frequent phenotype of CYP
2D6 is the extensive-metabolizer (78.8%), followed by
intermediate- (12.1%), poor (7.6%) and ultra-rapid metabolizers
(1.5%) [13].

In addition to drug catabolism, many CYPs are responsible
for activation of prodrugs, such as cancer therapeutics [14] and
antipsychotics [15]. Prodrugs are pharmacologically inactive
compounds that require activation via metabolic conversion
[16], allowing control of where, when and how much drug
activity occurs [17]. This is particularly important for
chemotherapeutic drugs, where the active drug ideally only
acts on tumor cells in order to reduce toxic side effects [18].
Prodrugs can be activated by photo irradiation [19], change in
pH [20] or enzymatically [21], for instance by CYPs [22].
Polymorphisms in CYPs can result in ineffective or aberrant
activation of prodrugs [22], which can lead to toxicity [4].
Fortunately, advances in genetic research have made
genotyping of a large number of patients possible, leading to
identification of SNPs that alter expression or activity of drug
metabolizing enzymes [3]. In this study we set out to determine
the most frequent CYP polymorphisms having the highest
impact on drug metabolism in Caucasians. This knowledge
could facilitate the development of tests for efficient genotyping
of patients thus leading to a better and more personalized
treatment.

Methods

Text mining

Information on drug metabolism can be found in more than
100,000 PubMed articles, yet limited data is available regarding
the frequencies of SNPs in human CYPs. To identify relevant
articles, a specific search tool was developed for text mining
literature using Apache Lucene™ (http://lucenenet.apache.org)
as a search engine library and LingPipe (http://alias-i.com/
lingpipe). Figure 1 summarizes the different methods used for
the textmining approach. Complete Medline/PubMed data were
downloaded from the NCBI FTP site in xml-format and then
indexed. The indexed data was dynamically queried by a
search engine written in Java that outputs an sql-file with the
text mining hits, which served afterwards for manual validation.
The search engine comprises several lists of synonyms for
identifying entities, such as chemical compounds, biological
targets, genes, cell types and polymorphisms, as well as
interaction-related entities. If available, information on CYP
polymorphism was extracted from the literature. Definitions and
synonyms are included from UMLS® Metathesaurus®, that
contains millions of biomedical and health related concepts,
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their synonymous names, and their relationships. As an
example, the query for CYP2C19 was like:

(Abstract: CYP2C19\** OR Title: CYP2C19\**) AND
(Abstract: population OR Title: population) AND (Abstract:
effect OR Title: effect) AND (Abstract: frequenc* OR Title:
frequenc®).

The term ‘CYP2C19’ was replaced through each human
CYP and synonyms, as well as different ethnicity and outcome
terms were used for ‘population’ and ‘effect’. The positional
distance between the different terms had to be restricted to
reduce false positive hits, when terms occurred far from each
other in the abstract. The records found were scored rule-
based. The rules employed order, redundancy, distance, topic
segmentation and sentence breaking for boundaries. For
example, a distance = 7 between the CYP and the ethnicity
and = 6 between the frequency and the CYP was given a
score of 100. Greater distances and negative interaction words
resulted in lower scores. Duplicates were removed and a team
of scientists manually processed 1,037 papers found in
PubMed for relevance to polymorphisms and their frequency in
Caucasian populations. The team consisted of three medical
scientists, with three years experience in validation of text
mining results. During this time, they reviewed over 10,000
abstracts with the focus on CYPs. A weekly meeting took place
to ensure and raise the quality of text mining and to discuss
problems. The aim was to achieve a coherent review operation.
The text mining validation tool is shown in Figure 2. CYP
polymorphisms that occurred with a frequency of more than
one percent in the Caucasian population were included in this
study.

Localization of SNPs in a 3D CYP model

The evolutionary conservation taken from a multiple
sequence alignment of CYPs was projected onto the 3D
structure using CYP 2D6 as template (PDB ID: 3TDA).
Frequent SNPs in the four most polymorphic CYPs (1A2, 2C9,
2C19 and 2D6) were labeled in the 3D model. The number of
mutations was used to determine the thickness of the ribbon
(Figure 3).

CYP SNPs and 1,000 Genomes

The 1,000 Genomes Project (www.1000genomes.org) is an
international initiative designed to provide full genomic
sequence information from an ethnically diverse population
[23]. CYP SNPs in 1,092 individuals were extracted using the
online data slicer from the 1,000 Genomes Project (http:/
browser.1000genomes.org). Frequency analysis focused on
non-synonymous coding SNPs with a prevalence of one
percent or higher in all genomes regardless of ethnicity. The
search included the main 29 CYP alleles from “The Human
Cytochrome P450 (CYP) Allele Nomenclature Database”
(http://www.cypalleles.ki.se/) [24]. In addition, 16 CYP alleles
not listed in the CYP allele database due to very
heterogeneous distributions were included. The 1,000
Genomes Database includes SNP effect predictions on CYPs,
calculated by PolyPhen [25], which predicts possible functional
alterations in human proteins after amino acid substitution
based on physical and comparative considerations [26].
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Figure 1. Flow-chart of the methods used for the text mining approach.

doi: 10.1371/journal.pone.0082562.g001

Expression data

Affymetrix data was used to compare human CYP mRNA
expression in 41 different types of tissue, further
subcategorized into different regions of an organ, yielding a
total of 65 tissue types. The series of datasets obtained from
GEO (Gene Expression Omnibus, http://www.ncbi.nim.nih.gov/
geo/) were originally generated from 10 post-mortem donors (5
females and 5 males), and represent normal human tissues
(Series GSE3526) [27]. The 84 probe sets, which measure the
expression level of CYPs were normalized and assigned to 40
types of CYPs. To display differences in expression, a heat-
map was generated using Genesis software [28]. Relative
expression was calculated as the intensity of the gene in the
region minus the mean intensity of the gene in all regions then
divided by the standard deviation. This heat-map served as
data source for the CYP body map in which only two-fold
decreased or increased values were considered.
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Our work would not have been possible without the publicly
available datasets mentioned above. We are grateful and
honor the work of involved research groups.

Results

Frequencies of SNPs in CYPs

Analysis of the SNPs identified by text mining, showed that
SNPs predominantly occurred in 3 polymorphic CYPs (2D6,
2A6 and 2B6) regardless of ethnic group. Only frequencies of
known nucleotide changes were assessed to identify the extent
of SNPs in CYPs. Figure 4 displays 9 CYPs, including 2D6
(114 SNPs), 2A6 (68 SNPs) and 2B6 (57 SNPs), which
showed the highest number of SNPs. For other CYPs, the
number of known SNPs was less than 22. CYP 2D6 is a major
polymorphic CYP and, as expected, was the greatest
contributor of polymorphic alleles in Caucasians.
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Figure 2. Text mining validation tool. The table shows the text mining validation tool with columns for score, PubMedID, relation
sentence and checkboxes for the validation. The SNPs are highlighted in blue, frequencies in green, effects in orange and the
ethnicities in red. ‘Scientist 1’ reads the abstract and, if necessary, has access to full text. Afterwards, the relation has to be
validated as ‘true’, ‘false’ or ‘not sure’. If the relation is ‘true’, the relation is copied into the ‘comment’ field. These relations are
copied into a new sql-file. If ‘Scientist 1’ activates the ‘not sure’ field, the relation has to be validated again by another scientist.

doi: 10.1371/journal.pone.0082562.g002

Allelic frequency in CYPs of Caucasians

The PubMed search yielded articles on 34 different CYP
alleles with an occurrence greater than one percent in the
Caucasian population (Table 1), which may be indicative of
altered substrate metabolism. CYP 2D6 and 2B6 possessed
the largest number of alleles with a known impact on
metabolism in Caucasian population (11 and 6, respectively).
Maximum allele frequencies in CYP 2D6 varied from 20.7% to
32.4%. When considering all 34 alleles, the most frequent
alleles were CYP 3A5*3C at 81.3% (decreased enzyme
activity) followed by CYP 1A2*1F at 33.3% (increased enzyme
activity). Furthermore, the major alleles leading to increased
metabolism were CYP 2A6*1B (30.0%), 3A4*1B (17.0%),
1A1*2A (19.0%) and 2C19*17 (18.0%). In contrast, decreased
metabolism was attributed to 2D6*2A (32.4%), 2D64 (20.7%)
and 2C9*2 (16.0%). Carrying the 2A6*4 allele (1.0%) leads to
an inactive enzyme with no detectable substrate metabolism.

Comparison among different ethnic groups revealed that
frequencies  differed considerably and displayed a
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heterogeneous distribution of CYP alleles. For instance, in
Asian and African populations, CYP2A6*2 possessed a
frequency of 28.0% and 62.0%, respectively, whereas a
frequency of 8.0% was observed in Caucasians. A more
detailed table with additional information on CYP SNPs in
Caucasians and other ethnic groups is available in Table S1.

Major drug metabolizing CYPs

Not all 57 human CYPs are involved in drug metabolism. The
primary CYPs responsible for drug metabolism were
determined by first ranking the CYPs according to the total
number of drug substrates (Figure 5). Twelve CYPs accounted
for 93.0% of drug metabolism, regarding to the entire number
of 1.839 known drug-metabolizing-reactions in the SuperCYP
database. CYP 1A2, 2D6, 2C9 and 2C19 were responsible for
nearly 40.0% of drug metabolism and including CYP 3A4 even
for 60.0%.

Since the described four CYPs are highly polymorphic and
commonly occur in Caucasians, further detailed analyses were
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Figure 3. 3D structure of a cytochrome with heme and a ligand with localization of frequent SNPs. Frequent SNPs in the
four most polymorphic CYPs (1A2, 2C9, 2C19 and 2D6) were labeled in this 3D model of CYP 2D6 (PDB ID: 3TDA). Therefore, the
ribbon was enlarged in the appropriate positions. The binding-side (transparent, orange colored surface) contains an iron ion and a
porphyrine ring (heme). Frequent mutations of CYPs at the binding-side occurred at the following positions: 67, 89, 107, 117, 118,
120, 125, 132, 151, 201, 227, 261, 325, 377, 382, 386, 410, 454, 456, 469 and 470.

doi: 10.1371/journal.pone.0082562.g003

restricted to these four CYPs. On the overall CYP system, it is
expected that these four CYPs would have the greatest impact
on inter-individual variability of drug response. Although CYP
2A6 and 2B6 possess various relevant alleles in Caucasians,
they do not cover a large range of drug interactions (51 and 74
substrates, respectively).

All SNPs in the four most polymorphic CYPs (1A2, 2C9,
2C19 and 2D6) influenced enzymatic activity due to localization
in the substrate-binding cavity as shown in Figure 3.

Expression data

Because of high CYP expression levels in some tissues, an
impact of CYP isoforms in particular tissues can be deduced.
The work of Nishimura and colleagues demonstrated
differences in CYP mRNA expression in various human
tissues. For example, CYP 2F1, 4B1, 4F8, 11S, 11A, 11B1,
11B2, 19 and 24 are not expressed in the liver [29]. The current
study confirmed these results and extended the findings, which
are shown in Figure 6. Nishimura analyzed mRNA levels of 30
CYP isoforms in 11 tissue types. Similarly, the current study
investigated the expression of 40 CYP isoforms in 41 tissue
types. The liver was considered separately in the analysis in
order to identify the differences between the other tissues. In
21 different tissues, a heterogeneous distribution of CYPs was
observed. For instance, 39 different CYP isoforms showed
higher mRNA expression in at least one or more tissue types.
Significant differences were observed in the adrenal gland

PLOS ONE | www.plosone.org
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Figure 4. Number of known SNPs per CYP. The pie chart
illustrates the number of known SNPs in different CYPs.
doi: 10.1371/journal.pone.0082562.9g004

cortex, which possessed 6-fold higher expression of CYP
11A1, 11B1 and 11B2 (compared to the mean expression).
Interestingly, no other tissue showed high levels of expression
of these three CYPs. Large differential expression compared to
other tissues was also observed in the kidneys, where a 6-fold
increase in CYP 4A22, a 5-fold increase in CYP 8B1 and 4-fold
increases in 4V2, 4F2, 4A11 and 2B6 were noted. In addition,
5-fold higher expression of CYP 2C8 was found in lung, CYP
4F8 in prostate, 4F3 in bone, 2F1 in bronchial tubes and 2C8 in
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Table 1. CYP SNP frequencies in Caucasians.
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CYP Allele Amino Acid Caucasian (%) Enzyme Activity Test Drug References (PMID)
1A1 *2A 1462V 19.0 increase 17B-estradiol 19514967
1A2  *1F none 333 higher inducibility Omeprazole 12534642 / 22299824
*1D none 4.82 decrease Clozapine 12534642 / 20797314
19.0% *1/*2 1.6% *2/*2 .
2C9 *2 R144C decrease Warfarin 15284536
1.8 % *2/*3
ES) 1359L 9.0 decrease Tolbutamide 11678789
2C19 *2 Splicing 1331V defect 16.0 decrease Clopidogrel 10460072
M7 1331V 18.0 increase Omeprazole 21247447
2D6 *3 N166D; 259 Frameshift 2.04 decrease Debrisoquine 9012401
P34S; L91M; H94R; Splicing defect;
*4 20.7 decrease Dextromethorphan 9012401
S486T
*4D P348S; Splicing defect; S486T 34 decrease Bufuralol 11266079
*4L P34S; Splicing defect; S486T 4.5 decrease Bufuralol 11266079
*5 CYP2D6 deleted 4.1 no enzyme 9511177
*6 118Frameshift 1.3 nonfunctional 9511177
*7 H324P 1.0 decrease Sparteine 9089660
*9 K281del 2.0 decrease Sparteine 9511177
*10 P34S; S486T 8.0 decrease Metoprolol 9511177 / 11505219
*41 R296C; Splicing defect; S486T 8.0 decrease (expression) 15289790
2A6 12 10 aa substitutions 29 decreased (expression) 16041240
*1B none 326 increase Caffeine 22850738
*2 L160H 23 decrease Nicotine 11259354
*4 CYP2A6 deleted 1.0 no enzyme 11259354
*9 (TATA box) 71 decreased Nicotine 15475735
3A4 *17 F189S 2.0 decrease Testosterone 11714865
*1B none 17.0 increase (transcription) Tacrolimus 12692107
*2 S222P 2.7 decrease Nifedipine 10668853
3A5 *3C Splicing defect 81.3 decrease Sirolimus 17162466
*3k/*10 Splicing defect; F446S 2.0 decrease Nifedipine 12893984
3A7 *2 T409R 8.0 increase Dehydroepiandrosterone 15903124
2B6 *2 R22C 5.3 increase Artemether 21746968 / 12242601
*5 R487C 14.0 decrease Nirvanol 11470993
*4 K262R 5.0 increase Bupropion 14515060
*6 Q172H; K262R 25.2 decrease (expression)  Cyclophosphamide 14515060
*7 Q172H; K262R; R487C 3.0 decrease 7-ethoxy-4-trifluoromethylcoumarin 12242601 / 14551287
*22 none 3.0 increase (transcription) 15722458

Polymorphisms that are relevant for Caucasians are shown here with CYP, allele, amino acid and frequencies and their effect on enzyme activity. The test drug and the

PubMed ID complete the table. A more detailed table including gene information and frequencies in other ethnic groups can be found in Table S1.

doi: 10.1371/journal.pone.0082562.t001

stomach. Furthermore, CYP 2C18 showed a high level
distribution restricted to the oral cavity, pharynx and
esophagus. Two-fold lower expression was detected for CYP
2A1 in the esophagus, 2A7 in the prostate, as well as 2C9 and
2D6 in the spleen.

CYP SNPs and 1,000 Genomes

The current study identified 199 non-synonymous coding
SNPs with frequencies greater than one percent (Table S2).
Compared to the “Human Cytochrome P450 Allele
Nomenclature Database” (http://www.cypalleles.ki.se/), we
found several SNPs in 1,000 Genomes not related to alleles
defined and named in the Database. To elucidate the
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difference between the ‘The Human Cytochrome P450 Allele
Nomenclature’ and 1000genome data regarding new SNPs, we
examined CYP2A6 exemplary. Table 2 summarizes SNPs
most likely to alter enzyme activity [25]. It displays five SNPs,
which can lead to an altered enzyme activity with frequencies
between 1.4 and 5.1 %. Only 1471T (rs5031016) is also
contained in the CYP nomenclature and reflects the
CYP2A6*36 allele. New updates have to be done to map a
comprehensive CYP SNP data source.

With the potential to alter drug metabolism, the 72 listed
SNPs occurred in 24 CYPs. The most frequent SNPs were
CYP 4A11 rs112743 (42.6%; highly expressed in kidney
tissue), CYP 4F11 rs1060463 (49.5%; highly expressed in
bronchus tissue) and CYP 2A7 rs3869579 (46.7%; highly
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Figure 5. Number of drugs metabolized per CYP. The pie
chart illustrates the number of drugs that can be metabolized
by a specific CYP.

doi: 10.1371/journal.pone.0082562.9005

expressed in the pituitary gland but low in the prostate gland).
Our study findings show that some CYPs are not only
heterogeneously expressed, but also highly polymorphic.

Discussion

Genetic diversity and polymorphisms

Mutations in a CYP gene can lead to functional alterations,
such as increased or decreased activity. If a mutant allele
occurs at a frequency of at least one percent in a population, it
is referred to as a pharmacogenetic polymorphism. Such
polymorphisms can be discovered at the genotype level and/or
the phenotype level based on altered function of the enzyme
[30].

Individuals in a population can be stratified according to
metabolic ratios of particular CYPs, which have great clinical
relevance. For example, a CYP 2D6 poor metabolizer should
not be administered codeine since the drug would have no
effect. Conversely, a CYP 2D6 ultra-rapid metabolizer would
likely suffer side effects from a normal dosage [31,32]. CYP
2D6 is a highly polymorphic CYP with at least 70 allelic variants
[33] that can be categorized into four phenotypic classes.
Overall CYP 2D6 expression in liver tissue is only
approximately 2%, but hundreds of drugs are metabolized by
this enzyme, including opiates, beta-blockers, anti-arrhythmics,
tricyclic antidepressants, SSRIls, 5-HT3-antagonists and
neuroleptics [34]. About 10% of the Caucasian population have
difficulties in fully metabolizing these drugs [35], leading to
harmful side effects [32,36]. Therefore, personalized
prescriptions will become of great importance [37].

Personalized medicine

Since 2009, the Clinical Pharmacogenetics Implementation
Consortium (CPIC) provides information on how genetic test
results can be used to optimize drug therapy. The guidelines
center on genes or on specific drugs. For some drugs, they
also provide dosing guidelines for clinicians [38].
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Psychiatric drugs. As most psychiatric drugs are
metabolized by highly polymorphic CYP 2D6 and CYP 2C19,
psychiatrists were first to propose the idea of CYP genotyping
[39—41]. Three state hospitals in Kentucky recruited 4,532
psychiatric patients for genotyping of both CYPs with the help
of DNA microarray technology.

Results from the current study were consistent with previous
studies of allele frequency [35], demonstrating the importance
of personalized prescription given that more than one tenth of
patients are not likely to respond to standard treatment and
suffer unwarranted toxicity. In the study performed by de Leon
and colleagues, the dosage was adapted to the guidelines of
Kirchheiner [15] for antipsychotics and antidepressants. The
authors propose a numeric dosage adaptation system that
reflects expression of CYP 2D6 and CYP 2C19.

Cardiovascular drugs. An important area of focus is stent
implantation and/or inhibition of blood clots after an acute
coronary syndrome (ACS) to prevent ischemic events.
Therefore, antiplatelet agents are administered before and after
percutaneous coronary intervention (PCI) to reduce the risk of
ischemic events. Currently, the gold standard therapy is a
combination of aspirin and clopidogrel [42,43]. Unfortunately,
approximately 29% of people respond poorly to clopidogrel [44]
and, therefore, have an increased risk for recurrent ischemic
events after PCI [45]. Several different factors were discovered
to contribute to the variability in clopidogrel response, including
polymorphisms, impaired absorption or bioavailability, poor
compliance and pre-existing conditions (increased body mass
index, diabetes mellitus, ACS) [46]. In addition, clopidogrel is a
prodrug that requires activation through the CYP system. The
activated metabolite inhibits the ADP P2Y12 receptor [47].
Polymorphisms causing loss of function in the CYP system are
associated with poor drug response. Most notably, the CYP
2C19*2 polymorphism was shown to lead to a 30% increased
risk of major adverse cardiovascular events during treatment
with clopidogrel [48-51]. Furthermore, the CYP 2B6*5 and
P2Y12 polymorphisms are also associated with clopidogrel
resistance [52]. In contrast, an enhanced response due to
increased transcriptional activity occurs with the CYP 2C19*17
polymorphism, leading to increased risk of bleeding during
clopidogrel therapy [53,54].

The CYP3A4*2 allele with a frequency of 2.7 % in Caucasian
leads in vitro to reduced (six fold to nine fold) intrinsic
clearance for nifedipine [55]. This could have a great influence
on the tolerability of patients getting this dihydropyridine
calcium channel blocker. Indications for nifedipine are widely
distributed, e.g. Angina pectoris, Hypertonia, Achalasia and
Raynaud's phenomenon, so the application is very common.
An in vivo research regarding the alteration of nifedipine
metabolism in CYP3A4*2 patients should be done, to possibly
prevent toxic and/or increased side effects.

Previous findings described above, emphasize the
importance of CYP polymorphisms and alternatively
metabolized drugs in clinical practice. Prediction of CYP activity
may be helpful to assess drug response. For instance, the
(13)C-pantoprazole breath test, which measures CYP 2C19
activity, can detect clopidogrel resistance [56] and support use
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Figure 6. Body map of cytochrome P450 enzyme expression. A schematic map of the specific expression of different CYPs in
human organs is presented. Expression values are relative to the mean expression in all organs. At least three-fold higher
expression of a CYP in one organ is indicated by red text. At least three-fold lower expression is indicated by green text. A color
spectrum for the expression values is illustrated in the provided scale. CYPs with average expression in one organ were not

included.
doi: 10.1371/journal.pone.0082562.g006

of suitable drug alternatives like Ticagrelor (no activation
required, metabolized via CYP 3A4).

Additional observed effects

Apart from altered drug metabolism, CYP polymorphisms
were also potentially associated with neoplastic growth,
adverse psychological behavior and other diseases. In women,
polymorphisms in CYP 1A1 seemed to increase susceptibility
to genital cancers [57,58]. Conversely, the CYP 2D6*4
polymorphism has been shown to have a protective effect
against breast cancer [59]. Furthermore, 2C19*2, 2D6%*4,
2D6*10 and 1A1*2A have been associated with increased risk
of head and neck squamous cell carcinoma [60].

PLOS ONE | www.plosone.org

In addition to the role that CYP polymorphisms play in
pathological processes and susceptibility to certain diseases,
recent genome-wide association studies (GWASs) have
demonstrated an association between increased coffee
consumption and SNPs rs2472297-T (located between
CYP1A1 and CYP1A2) and rs6968865 (next to aryl
hydrocarbon receptor) [61]. Huo et al. (2012) determined that
certain SNPs are associated with increased susceptibility to
schizophrenia [62], while Pefas-Lledé and colleagues found a
positive association between the extent of active CYP 2D6 and
frequency of suicide attempts, providing evidence that CYP
diversity may need to be accounted for in clinical practice [63].
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Table 2. Differentially expressed CYPs and their SNP frequencies.
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CYP ID Mutation Amino Acid Global frequency (%) CYP ID Mutation Amino acid  Global frequency (%)
3A43  rs45450092 435G>T M145] 1.5 2F1 rs144315434 1172T>C L391P 5.4
rs45621431 825G>A M275I 23 rs146029724 1330A>C M444L 6.5
rs680055 1018C>G P340A 13.4 2W1 rs61746347 557G>A R186H 2.8
rs78548296 389G>A R130Q 1.0 rs117826462 547C>G L183V 1.4
4A11  rs1126743 1374C>G 1458M 42.6 4F11 rs1060463 1271G>A R424Q 49.5
rs4926581 553G>T V185F 28.1 rs148197835 538C>T R180C 4.2
rs61736429 1525C>T L509F 21 rs57519667 436C>T R146C 1.6
rs62618709 553G>T V185F 1.1 2C18  rs115091705 431G>A R144H 1.7
4A22  rs112604161 181G>A G61R 1.6 rs117111102 370C>T R124W 1.4
rs113777592 553G>T V185F 29.6 rs2281891 1154C>T T385M 19.3
rs2056900 388G>A G130S 29.9 rs41286880 1004G>A R335Q 25
rs4926600 1525C>T L509F 12.9 rs79500998 1324C>T R442C 1.0
rs61507155 311A>ST Y104F 6.6 7A1 rs8192875 1039G>A D347N 1.6
rs61736431 1154C>T P385L 1.2 4F12  rs16995378 47C>T T16M 7.6
4B1 rs12094024 986A>C Y329S 22 rs57578760 808G>C V270L 37
rs2297809 1123C>T R375C 18.3 rs76142062 88C>A L301 3.4
rs4646487 517C>T R173W 16.8 11B1 rs11775687 562C>T P188S 57
rs59694031 1109G>C C370S 4.0 rs9657020 593C>T T198M 12.7
4F2 rs2074900 515C>T Thr172l 25.4 4F3 rs118159249 1420G>A A4T74AT 1.1
rs2108622 1297G>A V433M 20.9 2A7 rs111390860 988C>T R330W 1.0
rs3093153 554G>T G185V 3.7 rs184466431 1301G>T R434L 1.2
rs3093200 1555C>A L519M 8.4 rs3869579 778C>T R260C 46.7
5A1 rs13306050 1372C>T R458C 83 rs60711313 1259T>C 1420T 3.2
rs13306052 679GA V227M 14 rs75152309 1106A>T K369M 6.6
rs6952940 544C>T P182S 24 rs78754793 244G>C A82P 24
2A6 rs5031017 1436G>T G479V 14 281 rs34971233 1397C>T P466L 1.1
rs5031016 1412T>C 1471T 5.1 2E1 rs6413419 535G>A V179l 7.2
rs28399499 983T>C 1328T 23 rs28969387 1370A>T H457L 6.3
rs8192709 64C>T R22C 4.5 2C19  rs17884712 431G>A R144H 1.4
rs28399499 383T>C 1128T 23 8A1 rs5626 706C>T R236C 3.7
2C8 rs11572103 805A>T 1269F 16.4 2D6 rs2982054 986G>A R329H 31.2
rs1058930 792C>G 1264M 4.1 rs1058172 941G>A R314H 7.9
rs11572103 805A>T 1269F 16.4 rs59421388 859G>A V287M 53
2C9 rs28371686 1080C>G D360E 23 rs1065852 100C>T P34s 259
rs28371685 1003C>T R335W 2.0 1A1 rs4646422 134GA G45D 6.7
rs2256871 752A>G H251R 4.0 rs17861094 233T>C 178Thr 8.3

Data was extracted from the 1,000 Genomes Project site (http://www.1000genomes.org/) [23]. A more detailed table can be found in the supplemental material. Possibly

CYP-activity damaging SNPs are included in Table S2.
doi: 10.1371/journal.pone.0082562.t002

Diversity of expression in human tissues

Variable expression of functionally distinct CYP isoforms
across different tissue types indicates that certain isoforms play
specific roles in a tissue-dependent manner. Figure 6 provides
an illustrative overview of CYP expression in the human body.
Such knowledge may be useful for development of new
prodrugs activated by a specific CYP highly expressed in the
preferentially targeted tissue, ultimately leading to increased
bioavailability at the target site and reduced side effects. On
the other hand, variable expression of CYPs in different tissues
may adversely affect drug efficacy in some tissues. Such a
case could occur if drugs undergo an inactivation through a

PLOS ONE | www.plosone.org

higher expressed CYP in their target tissues. Regardless,
further clinical investigation is required.

Even polymorphic CYP isoforms show a heterogeneous
tissue distribution. In particular, CYP 1A2, 2C19 and 2D6 are
highly expressed in the pituitary gland. Furthermore, highest
expression of CYP 2C9 was detected in the cerebellum, while
greatest expression of 2D6 and 2B6 were found in skeletal
muscle and kidneys. The influence of mutations in CYPs in
particular organs remains to be determined and requires further
investigation.

Differential distribution of CYPs may have an influence on
specific side effects of drugs. For example, cyclophosphamide
(CPA) therapy can lead to development of hyponatremia. CPA
is a prodrug converted by CYP 2B6 into the active form [64].

December 2013 | Volume 8 | Issue 12 | €82562



The hyponatremia is the result of increased expression of
aquaporins 1 and 7, which is induced by CPA [65]. CYP 2B6
has high expression in kidneys, indicating that a higher level of
active CPA is likely to occur in the kidneys and lead to the
undesirable side effect.

Conclusions

In summary, the current study identified four major CYPs
(1A2, 2D6, 2C9 and 2C19) and 34 polymorphic alleles with a
significant impact on the drug metabolism in the Caucasian
population. Once genomic testing becomes part of routine
analysis, this data enables prediction of complications in drug
therapy and development of a personalized treatment regimen,
where drug dosages are based on an individual’s specific CYP
profile [6]. Ultimately, this approach may prevent treatment
failures and avoid unnecessary side effects. Another interesting
field could be the consideration of CYP polymorphisms in
clinical trials. Potentially, it would decrease the failures if
information of potential polymorphisms in different ethnic
groups was included. Findings from the current study will be
included in the SuperCYP database.

With the aim of assessing the effects of CYP polymorphisms
on chemotherapy and establishing a cost efficient method to
detect relevant CYP polymorphisms, a retrospective study in
leukemia cells from pediatric patients is currently under way
[66].
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Abstract

Background: In general, drug metabolism has to be considered to avoid adverse effects and ineffective therapy. In
particular, chemotherapeutic drug cocktails strain drug metabolizing enzymes especially the cytochrome P450 family (CYP).
Furthermore, a number of important chemotherapeutic drugs such as cyclophosphamide, ifosfamide, tamoxifen or
procarbazine are administered as prodrugs and have to be activated by CYP. Therefore, the genetic variability of these
enzymes should be taken into account to design appropriate therapeutic regimens to avoid inadequate drug
administration, toxicity and inefficiency.

Objective: The aim of this work was to find drug interactions and to avoid side effects or ineffective therapy in
chemotherapy.

Data sources and methods: Information on drug administration in the therapy of leukemia and their drug metabolism was
collected from scientific literature and various web resources. We carried out an automated textmining approach. Abstracts
of PubMed were filtered for relevant articles using specific keywords. Abstracts were automatically screened for
antineoplastic drugs and their synonyms in combination with a set of human CYPs in title or abstract.

Results: We present a comprehensive analysis of over 100 common cancer treatment regimens regarding drug-drug
interactions and present alternatives avoiding CYP overload. Typical concomitant medication, e.g. antiemetics or antibiotics
is a preferred subject to improvement. A webtool, which allows drug cocktail optimization was developed and is publicly
available on http://bioinformatics.charite.de/chemotherapy.
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Introduction

Drug metabolism and drug-drug interactions

Drug metabolism is a complex biochemical network, which
consists of many different reactions and pathways in the human
organism. Some drugs are excreted unchanged in urine and faeces
without metabolic degradation in the liver, but most drugs
undergo a multi-step metabolism, which is mainly accomplished
by enzymes of the cytochrome P450 family (CYP). CYP catalyze a
large amount of enzymatic reactions, such as alcohol oxidations,
dehydrogenation and isomerizations. It is a difficult task of medical
science and daily clinical practice to establish effective com-
binations of drugs that do not affect each other’s metabolic
pathways.

The Human Genome Project revealed 57 different CYP
variants [1]. The variant biological activities and specificity among
each single CYP are an important issue for researchers as well as
physicians. The knowledge of level and catalytic activity of the
specific CYP and the effect on drug metabolism could and should
lead to personalized drug dosages to optimize the therapeutic
effect and minimize harmful side effects. Furthermore, the

PLOS ONE | www.plosone.org

induction of a CYP by a drug, which is also active in another
drug’s metabolism, requires increase of the dosage of the first drug
to achieve the same therapeutic effect. In case of inhibition, the
dosage should be reduced, resulting in diminished side effects. In
addition, the drug excretion pathway through kidney has also an
important influence on individual drug response. Unfortunately,
drugs that are mainly removed by this pathway from the body,
will accumulate if an impaired kidney function exists. Therefore,
the extrarenal fraction (Qy) value is able to predict whether a drug
is primarily excreted unchanged via kidneys or metabolized and/
or removed through another pathway. Thereby is (1- Qg) the
fraction, which is removed unchanged via kidneys. High Qg values
stand for mainly metabolized drugs and/or kidney independent
excretion. In order to prevent adverse side effects and toxic drug
levels in diseased kidney patients the Qg value should be taken into
account to change the drug or adjust the dosage.

Due to multi-drug administration in polychemotherapeutic
regimens, adverse side effects are discussed intensely in pharma-
ceutical research [2]. Three frequently occurring problems should
be considered:
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Figure 1. The Venn diagram illustrates the enzyme overload of
CYPs 3A4, 2C9, 2D6 in chemotherapy. The numbers within the
circles represent the drugs, which are metabolized by the CYPs.
Intersection areas show the drugs, which are metabolized by two or
three of the CYPs.

doi:10.1371/journal.pone.0051020.g001

1. Adverse side effects because of limited capacity of metabolizing
enzymes,

2. Malfunctioning in-vivo activation of prodrugs due to inhibited
or mutated CYPs,

3. Unexpected drug levels because of enzyme induction or
inhibition.

Drug Cocktail Optimization in Chemotherapy

CYPs in chemotherapy

In this manuscript, we focus on leukemia while other types of
cancer (soft-tissue sarcoma, osteosarcoma, nephroblastoma, neuro-
blastoma, brain tumors, hodgkin-lymphoma, non-hodgkin lympho-
ma, low-grade glyoma, and germ cell tumors) are considered at the
website.

Most subtypes of leukemia are primarily treated with risk-adapted
polychemotherapy protocols, which consist of induction, consolida-
tion, re-induction and maintenance regimens. For risk-adaptation
certain prognostic factors are applied, such as leukocyte cell count,
age, gender, cytogenetic findings and response to induction therapy
[3]. Patients receive up to 13 different antineoplastic drugs. In
leukemia, disease progression can be influenced by genetic variants
encoding proteases, angiogenic factors, hematopoietic cytokines,
bone marrow stroma factors or structural proteins in epithelium. Due
to scientific progress individualized medicine is being increasingly
developed in the last years and CYP-drug, as well as drug-drug
interactions are being considered [4,5]. Individualized medicine also
deals with single nucleotide polymorphisms (SNPs) of C'YPs to predict
patient responses [6,7].

In children with acute lymphoblastic leukemia (ALL) an
increased risk of vincristine polyneurotoxicity associated with low
CYP 3A5 expression has been reported [8].

Many antineoplastic agents are prodrugs, e.g. cyclophospha-
mide, ifosfamide, dacarbazine, procarbazine and tamoxifen,
requiring in vivo activation by CYPs [9]. An inhibition of CYPs
due to multidrug administration could potentially affect negatively
the therapeutic efficacy. The clinical relevance of such consider-

\ ALL treatment schemes

B Acute lymphoblastic leukemia (ALL)
= ALL-BFM
+ BEM-ALL 2000 - CPM
» BEM.A QOOLNHL 95 - CPM

Treatment tree
= Chemotherapy

-

= BEM-ALL 2 Block HR 1

» BFM-ALL 2

000 Block HR3

i

Acute lymphoblastic leukemia (ALL)
8 Acute myeloid leukemia (AML)
Soft tissue sarcoma (CWS)
Osteosarcoma

Y Nephroblastoma
Neuroblastoma

®  Brain Tumor

@ Hodgkin Lymphoma

#  Non-Hodgkin Lymphoma

#  Low-grade Glyoma

# Germ Cell Tumor

BEE

B @

BFM-ALL 2000 Block HR1

& ALL-REZ 2002
» second Rezidiv ALL
* ALL-REZ BFM 2002 F1
* ALL-REZ BFM 2002 F2
* ALL-REZ BFM 2002 R1
* ALL-REZ BFM 2002 R2
5 ALL-REZ BFM
* ALL-REZ BFM

Figure 2. Treatment algorithm: Different antineoplastic treatment regimens in chemotherapy, ordered by diseases. By clicking on
one of the diseases, different treatment options open up. After choosing one treatment regimen the metabolism of that drug-cocktail is illustrated.

doi:10.1371/journal.pone.0051020.9g002
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Figure 3. CYP interactions and targets of treatment regimen before optimization. The drugs of the medication are listed centrally in the
Figure. Several green lines heading upwards illustrate ten CYPs, which are involved in the metabolism. The green lines heading downwards show the

targets, which are metabolized by these drugs.
doi:10.1371/journal.pone.0051020.9g003

ATC Classification System

Many problems, such as enzyme overload, enzyme induction or
inhibition occur in combination therapy of leukemia. Some of
these drug-drug interactions can be avoided by choosing an
alternative drug. Based on the WHO classification system, that
classifies drugs into different groups according to Anatomic site of
action, 7Therapeutical effect and Chemical structure (ATC),
alternative drugs could be administered. Additionally, the sugges-
tions of alternative drugs were manually curated by oncologists
and checked for sanity.

Database

To overcome these problems, we generated a web-interface for
clinicians to check drug-drug interactions. The database provides
information on drug metabolism including PubMed references.
The database is designed as a relational database on a MySQL
server. For chemical functionality, the MyChem package is
included, which aims to provide a complete set of functions for
handling chemical data within MySQL. The website is built with
PHP and javascript, web access is enabled via Apache Webserver
2.2.

Results and Discussion

Those 2,060 records were found through the automated
textmining approach. Another 50 records were manually identi-
fied. 864 duplicates were automatically removed and another 92
records were excluded. A team of scientists manually processed
723 papers found in PubMed. There are a lot of undesired drug-
drug interactions via CYPs. In particular, the number and effect of
anti-neoplastic drugs often cause severe problems, possibly ending

PLOS ONE | www.plosone.org

up with death. The extensive search revealed three CYPs, which
are mainly involved in the metabolism of antineoplastic agents.

Figure 1 shows these CYPs, namely CYP 3A4, 2D6 and 2C9,
which are involved in the metabolism of most of the drugs.
Interestingly, CYPs 2D6 and 2C9 are highly polymorphic, which
makes it even more important to disencumber the CYPs from
some drugs and in second step, trying to use different metabolic
pathways.

We have analyzed the antineoplastic drugs from over 100
treatment regimens regarding their drug metabolism. The results
are summarized in Table S1 of Supporting Information.

To optimize therapeutic regimens, the effect of supportive drugs
like antibiotics, antimycotics, antiemetics etc. in the metabolic
process have to be taken into account, which are shown in Table
S2 of Supporting Information.

These analyses suggest several drug-drug interactions, but also
show some alternatives to avoid enzyme overload or induction.
Additionally, the analysis of the ATC codes for drug classification
and the addressed targets provide hints for possible alternative
medication. Going through the list of chemotherapeutic drugs and
supportive medication, we have compiled a comprehensive list of
combination therapies, which are optimized regarding their
metabolism. This list is structured according to an algorithm
starting from the different cancer types, different therapy cycles,
relapse etc. (Figure 2).

Furthermore, the Qg and elimination half-life (EHL) values are
displayed to compare the pharmacological properties of drugs and
their alternatives. On the one hand, longer EHL potentially means
CYP overload and should be avoided, on the other hand the
effective presence of the drugs has to be longer than the cell cycle
of the cancer cells (re-dosing may be required for shorter EHLs).
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Table 2. Treatment regimen after optimization: Possible alternatives in the treatment of ALL.

Involved CYPs

L-Asparagine Antineoplastic agent

Drug Purpose Qo EHL Substrate of Inducer of Inhibitor of References
Gemcitabine Antineoplastic agent 0.9 12

Prednisolone Corticosteroid 0.7 3 3A4, 3A5 3A4, 3A5 2A6 [45,46,47,48]
Trofosfamide Antineoplastic agent 0.9 1 2B6, 3A4 [49]
Vindesine Antineoplastic agent 087 24 3A4 [50]

HdAMTX Antineoplastic agent

doi:10.1371/journal.pone.0051020.t002

The consideration of individual pharmacokinetic parameters like
Km and Vmax for drugs and CYPs [22] would be desirable but
requires refined models for each particular drug-drug interaction
(reversible, competitive, non-competitive, uncompetitive, irrevers-
ible etc.), which remains a future goal. Beside the role in patients
with nephropathies, the Qg could also help to estimate the extent
of CYP-drug interactions. Drugs with low Qg values (<0.3) are
excreted unchanged to a large extent and occupying the CYP
system lesser. In conclusion, their impact on interactions is lower
than for drugs with higher Qg values. Hence, consideration of Qy
values in finding alternative drugs is useful to reduce the
interaction potential, if the function of kidneys is sufficient.
However, limitations are a small number of eligible drugs with low
Qyp values, and that high values do not necessarily mean more

3A4

B
2

S5,

;
Gemgjfabine

The second, third and fourth columns list the purpose of these drugs, their extrarenal fraction (Qo) and elimination half-life (EHL) in hours, while the next three columns
show involved CYPs ordered by substrate, inducer and inhibitor. References are given in the last column.

CYP reactions. But it provides a useful support to select the
alternative drugs.

To exemplify here, we chose one typical treatment protocol for
the treatment of ALL, which consists of the antineoplastic drugs
cyclophosphamide, cytarabine, HDMTX, L-asparaginase and
vincristine, as well as the corticosteroids prednisone/dexametha-
sone.

CYPs involved in the metabolism of the mentioned drugs are
listed in Table 1, ordered by substrate, inducer and inhibitor. It is
clearly visible, that many CYPs are involved in the metabolism
processes, ending up in eleven interactions. These are illustrated
with targets in Figure 3.

Based on the ATC codes, we extracted an alternative treatment
regimen to avoid these interactions. The results are illustrated in
Table 2 and Figure 4. Figure 4 shows that there is only one

ine
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Figure 4. CYP interactions and targets of treatment regimen after optimization. By choosing drugs from the same ATC group with

different metabolism pathways, only one CYP interaction remains.
doi:10.1371/journal.pone.0051020.9004
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interactions.
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interaction left, while all other interactions could be omitted using
different metabolic pathways of other drugs.

Database

We created a web-tool for clinicians to analyze diverse drug-
drug interactions of over 100 antineoplastic treatment regimens.
Figure 5 shows the main features of the website. To visualize
treatment regimens, just click on “Chemotherapy” in the
navigation. If your specific drug-cocktail is not in the list, click
on “Drug-drug interaction” and type in your medication
manually. Once a treatment regimen is chosen or manually typed
a drug-cocktail, the database provides a variety of information.

To view drug structures or ATC groups, just click on the drug.
CYPs involved in the same metabolic pathway are presented in
different columns. “S” means substrate, “E” inducer and “I”
inhibitor. Clicking on these abbreviations leads to the PubMed
references. Colored columns illustrate the multi-use of specific
CYP pathways. Based on ATC-codes, drug alternatives using

PLOS ONE | www.plosone.org

different metabolic pathways for each drug are presented below,
which enables the user to optimize the cocktail regarding its
metabolism.

This comprehensive resource is freely available at: http://
bioinformatics.charite.de/chemotherapy and is also applicable on
smartphones and tablet-PCs.

Supporting Information

Table S1 Antineoplastic drugs in polychemotherapy
regimens. Involved CYPs are ordered by substrate “S”, inducer
“E” and inhibitor “I”.

DOCX)

Table $2 Supportive treatment used in chemotherapy.
Involved CYPs are ordered by substrate “S”, inducer “E” and
inhibitor “I”.

DOCX)
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