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Stowa kluczowe:

Streszczenie

5-Fluorouracyl (5-FU) jest jednym z najcze$ciej stosowanych chemioterapeutykéw podczas
terapii chorych na raka jelita grubego, przetyku, odbytnicy, piersi, skéry oraz okolic glowy
i szyi. Gtéwnym enzymem metabolizujacym lek jest dehydrogenaza dihydropirymidynowa
(DPD), kodowana przez gen DPYD, odpowiadajgca za katabolizm okoto 80% podanego 5-FU.
U pacjentéw z niedoborem DPD wystepuje duze ryzyko rozwoju ciezkiej, niekiedy letalnej
toksycznosci tego chemioterapeutyku. Nieliniowa farmakokinetyka 5-FU oraz bardzo waski
indeks terapeutyczny w znacznym stopniu utrudniaja prognozowanie reakcji organizmu po
podaniu standardowej dawki leku. Bardzo istotne jest wiec indywidualne dostosowanie opty-
malnej dawki tak, aby uzyskaé mozliwie najlepszy skutek terapeutyczny przy minimalnych
dziataniach niepozadanych.

Powszechnie przyjeta metoda doboru dawki oparta na wskazniku powierzchni ciata (body sur-
face area, BSA) nie umozliwia ustalenia stezenia leku, zapewniajgcego najwyzsza skutecznos$é
leczenia, przy zachowaniu jego bezpieczeristwa.

Wiele jest dostepnych prac wskazujacych na konieczno$¢ oznaczania aktywnosci dehydro-
genazy dihydropirymidynowej przed podaniem 5-FU, ktére powinno umozliwi¢ dobranie
dawki pozwalajacej na uzyskanie pozadanego i optymalnego stezenia leku we krwi pacjenta
bez narazania go na nadmierne dziatanie toksyczne. Obecnie, mimo duzego zapotrzebowania,
badania nie s3 wykonywane rutynowo.

Opracowanie procedury obejmujacej oznaczenie aktywnosci DPD, ustalenie dawki 5-FU oraz
monitorowanie stezenia chemioterapeutyku podczas leczenia moze sie sta¢ podstawa do
opracowania nowych standardéw terapeutycznych w onkologii, a dzieki temu w znaczacy
sposéb wptynad na jako$¢ i dhugo$¢ zycia pacjentdéw.

5-fluorouracyl - dehydrogenaza dihydropirymidynowa« DPYD - chemioterapia - toksycznos¢- monito-
rowanie terapii

Summary

5-fluorouracil (5-FU) is one of the most common chemotherapeutics used in the therapy of
cancers of the gastrointestinal tract, breast, skin or head and neck. The key enzyme of drug
metabolism is encoded by DPYD dihydropyrimidine dehydrogenase (DPD), which is responsible
for the catabolism of 80% of the administered 5-FU. Patients with DPD deficiency are exposed
to a high risk of severe and sometimes lethal toxicity during treatment. Nonlinear pharmacoki-
netics and narrow therapeutic index significantly hinder the prediction of response of the body
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after administration of a standard dose. Therefore, the individual adjustment of the optimal
dose enabling the best possible therapeutic effect with minimal side effects is very important.

The commonly accepted method of adjusting 5-FU dose is based on the body surface area
(BSA). Unfortunately, this does not allow us to determine the drug concentration ensuring
the highest effectiveness of the treatment while maintaining its safety.

Many publications point out the need of determining the activity of dihydropyrimidine de-
hydrogenase before the administration of 5-FU, which could result in obtaining the desired
and optimal drug concentration in the blood, without exposing the patient to its excessive
toxicity. Despite the great needs, such tests are not carried out routinely.

Specification of procedures of DPD activity indication, determination of optimal 5-FU doses
and monitoring of concentration of this chemotherapeutic during the treatment can become
the basis for establishing some new therapeutic standards in the oncology, and in consequence,
may significantly influence the quality and length of life of the patients.
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therapy
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Wsrep

Monitorowanie stezeri terapeutycznych (therapeutic
drug monitoring, TDM) polega na analizie stezen poda-
wanych lekéw we krwi pacjentéw w celu optymalizacji
ich dawkowania. W warunkach klinicznych wskazaniami
uzasadniajacymi tego typu postepowanie jest stosowanie
lekéw o waskim indeksie terapeutycznym, duzym zréz-
nicowaniu miedzyosobniczym zalezno$ci dawka-skutek
oraz nieliniowej farmakokinetyce. W przypadku takich
lekéw dawka konieczna do wywotania dziatania terapeu-
tycznego jest niewiele nizsza od dawki prowadzacej do
wystapienia objawdw niepozadanych, a stosowanie sta-
tych dawek nie zapewnia utrzymania ich poziomu lecz-
niczego. Ponadto, u kazdego pacjenta wystepuja réznice
w szybko$ci wchianiania, metabolizmie, dystrybucgji i eli-
minacji farmaceutykéw, wynikajace m.in. z wieku, stanu
zdrowia, czynnikéw genetycznych, interakcji z innymi
przyjmowanymi lekami, jak réwniez pory dnia [21,35].

Podczas terapii przeciwnowotworowej chorzy sa
poddawani najcze$ciej dlugotrwatemu leczeniu
chemioterapeutykami, ktére wyniszcza organizm. Sto-
sowanie standardowych schematéw leczenia moze spo-
wodowal wystgpienie objawéw ciezkiej toksycznosci,
a w skrajnych przypadkach nawet do zgonu. Jednak

przyspieszony metabolizm leku moze by¢ przyczyna nie-
osiagniecia dawki terapeutycznej i braku skuteczno$ci
leczenia. Dlatego tez istotnym wydaje sie wprowadzenie
TDM, jako podstawy strategii leczenia pacjentéw z cho-
robami nowotworowymi [5,18].

5-FLUOROURACYL — 0GOLNA CHARAKTERYSTYKA

5-Fluorouracyl (5-FU) jest fluorowang pochodng pirymi-
dyny, antymetabolitem nalezacym do grupy powszech-
nie stosowanych lekéw przeciwnowotworowych. Mimo
iz zostat wprowadzony do leczenia ponad 50 lat temu,
pozostaje jednym z najczesciej stosowanych chemiote-
rapeutykéw w terapii chorych na raka jelita grubego,
przetyku, odbytnicy, piersi, skry oraz okolic glowy i szyi
[5,16,17,19,20,31,32,37,39]. Podstawowy mechanizm
dziatania 5-FU polega na zaburzaniu biosyntezy kwa-
séw nukleinowych oraz hamowaniu podziatéw komé-
rek, co sprawia, ze szczegblnie wrazliwymi na ten lek sa
komérki aktywnie syntetyzujace DNA [18,43].

Nieliniowa farmakokinetyka 5-FU oraz bardzo waski
indeks terapeutyczny w znacznym stopniu utrudniaja
prognozowanie reakcji organizmu po podaniu stan-
dardowej dawki leku. Po zastosowaniu tej samej dawki
u réznych pacjentéw mozna zaobserwowacd zupetnie
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odmienne reakcje na lek [3,31]. Dlatego bardzo istotne
jest indywidualne ustalenie optymalnej dawki tak, aby
uzyskaé mozliwie najlepszy wynik terapeutyczny przy
minimalnych dziataniach niepozadanych.

METABOLIZM 5-FLUOROURACYLU

Chemioterapeutyk jest metabolizowany na dwéch szla-
kach: anabolicznym i katabolicznym. W wyniku proceséw
anabolicznych powstaja cytotoksyczne nukleotydy, ktére
powoduja $mier¢ zaréwno zdrowych, jak i nowotwo-
rowo zmienionych komérek. We wnetrzu komérki 5-FU
ulega wielu przemianom, w wyniku ktérych powstaja
jego aktywne metabolity (ryc. 1). Monofosforan 5-flu-
oro-2"-dezoksyurydyny (5-FAUMP) tworzy stabilny kom-
pleks z syntaza tymidylanowa (TS), blokuje jej aktywnosé,
a to zaburza synteze i naprawe DNA. Trifosforan 5-flu-
oro-2’-dezoksyurydyny (5-FAUTP) jest wiaczany do DNA,
powodujac utrate jego integralno$ci. Trifosforan 5-flu-
orourydyny (5-FUTP) jest wbudowywany do wszystkich
rodzajéw RNA, zaburzajac w ten sposéb zaréwno funkcje
RNA, jak i biosynteze biatek [28,31,43].

Katabolizm natomiast prowadzi do powstania nieak-
tywnych farmakologicznie metabolitéw wydalanych
z moczem lub zdlcig [43]. Prawie 80% podanej dawki

5-FU ulega przemianom katabolicznym, a ich nasilenie
jest istotnie zwigzane z silg dziatania leku. Gléwnym
enzymem regulatorowym przemian jest dehydrogenaza
dihydropirymidynowa (DPD) [28].

W watrobie, w wyniku zaleznej od NADPH+H+ reakcji
katabolizowanej przez DPD, 5-FU ulega redukcji do nie-
aktywnego metabolitu - 5-FUH2 (5-fluro-5,6-dihydro-
uracylu), ktéry w obecno$ci innych enzyméw podlega
przemianom do wydalanej z moczem 5-fluoro-p-alaniny
(ryc. 2) [27,29,32,40].

DEHYDROGENAZA DIHYDROPIRYMIDYNOWA — WPLYW MUTACJI GENU
DPYD NA AKTYWNOSC ENZYMU

Dehydrogenaza dihydropirymidynowa (EC.1.3.1.2) jest
enzymem obecnym w wielu tkankach i narzadach. Jego
najwieksza aktywno$¢ stwierdzono w watrobie oraz jed-
nojadrzastych komérkach krwi obwodowej (peripheral
blood mononuclear cell, PBMC) [27].

Badania przeprowadzone wérdd pacjentéw z chorobami
nowotworowymi dowodza wystepowania istotnej kore-
lacji miedzy aktywno$cia DPD w PBMC, a ogélnym kli-
rensem 5-FU [40]. Zaréwno stezenie, jak i aktywno$¢ DPD
charakteryzuje duza zmienno$¢ osobnicza, co w istotny
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sposéb wptywa na zréznicowane stezenia chemiote-
rapeutyku we krwi pacjentéw. U chorych ze skrajnie
duzymi stezeniami 5-FU w surowicy stwierdza sie catko-
wity lub prawie catkowity brak enzymu [3,11]. Szacun-
kowo, cze$ciowy niedobSr DPD wystepuje u okoto 3-5%,
a catkowity u okoto 0,1% populacji [31,34]. Jest to spowo-
dowane gléwnie mutacjami w obrebie genu DPYD kodu-
jacego ten enzym. Do tej pory zidentyfikowano ponad
30 zmian, wérdd ktérych najlepiej poznang, wystepujaca
u 52% pacjentéw ze zmniejszona aktywnoscig DPD, jest
mutacja G>A kofica 5’ intronu 14 (IVS14+1G>A). Warun-
kuje powstanie allelu znanego jako DPYD*24, ktéry odpo-
wiada za powstawanie nieprawidtowego, pozbawionego
catego eksonu 14 mRNA oraz biatka enzymatycznego

o skréconej sekwencji aminokwasowej, ulegajacego
szybkiej degradacji (ryc. 3) [4,17,29,31,34].

Badania kliniczne wskazuja réwniez na silny zwiazek
innych wariantéw. DPYD*13 (1679 T>G; 1560S), mimo
rzadkiego wystepowania w populacji ogdlnej, wykazuje
znaczaca zalezno$é z obnizong aktywnos$cig DPD oraz
czestsze wystepowanie dziatar niepozadanych wywo-
tanych farmakoterapig 5-FU. Podczas analizy genotypu
pacjentéw, u ktérych stwierdzono wystapienie ostre;
toksycznoéci po podaniu chemioterapeutyku wykazano
réwniez duzy wplyw mutacji D949V (2846A>T) w 22
eksonie genu, a takze czeste wystepowanie wariantéw
DPYD*5 (T>C), DPYD*6 (C>T) i DPYD *9A (A>G) [6,26].

Dostepnych jest wiele testéw zalecanych do analizy zna-
nych wariantéw polimorficznych genu DPYD (tabela 1).

AKTYWNOSC DEHYDROGENAZY DIHYDROPIRYMIDYNOWE)
A DZIALANIE 5-FU

Niedobdr DPD powoduje akumulacje 5-FU w organizmie,
co jest przyczyna zwiekszonej toksycznoéci tego che-
mioterapeutyku. U chorych z bardzo duzymi stezeniami
5-FU w surowicy obserwuje sie wiele objawdw niepoza-
danych, do ktérych nalezg m.in. neutropenia, trombocy-
topenia, leukopenia, zapalenie btony $luzowej przewodu
pokarmowego, zaburzenia ruchowe, sprawnosci intelek-
tualnej, tysienie, nudnoéci, wymioty, biegunke, zaburze-
nia sercowo-naczyniowe, a w najciezszych przypadkach
nawet $mier¢ [17,22,31].

Klirens 5-fluorouracylu poza aktywnosciag DPD zalezy
réwniez od dawki, drogi oraz schematu podania,
powierzchni ciata pacjenta (body surface area, BSA),
masy, plci i wieku [31]. Obecnie powszechnie przyje-
tym sposobem doboru dawki 5-FU jest schemat oparty
na wskazniku BSA uwzgledniajacym pteé i mase ciata,
jednak przy obliczonej na jego podstawie, jednakowej
dawce stezenie leku we krwi poszczegdlnych pacjen-
téw moze sie réznié nawet 10-krotnie [5,27]. W zwigzku
z tym najwazniejsze znaczenie w badaniach przesiewo-
wych poprzedzajacych chemioterapie 5-fluorouracylem
powinno mie¢ oznaczanie aktywnosci DPD.

JAK PRZEWIDYWAC AKTYWNOSC DEHYDROGENAZY
DIHYDROPIRYMIDYNOWE)?

Obecnie znanych jest wiele metod oznaczania aktyw-
no$ci DPD. Naleza do nich m.in. analiza polimorfizmdéw
pojedynczego nukleotydu (single nucleotide polymor-
phism, SNP) w obrebie genu DPYD, pomiar ekspresji
mRNA genu, oznaczenia aktywno$ci DPD w jednojadrza-
stych komérkach krwi obwodowej (PBMC), pomiar ste-
zenia uracylu w surowicy oraz moczu, wyznaczanie
warto$ci wspdtczynnika UH2/U (dihydrouracyl/uracyl),
ocena stezenia (2-C1%)-uracylu w wydychanym powie-
trzu czy tez oznaczanie stezenia fluorouracylu oraz
5-FUH2 (dihydrofluorouracylu) w surowicy po podaniu
dawki testowej [27].
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Tabela 1. Testy zalecane do analizy wariantéw genu DPYD

AG 3

Analizowany wariant genu

TheraGuide 5-FU

analiza catej sekwencji genu DPYD

5-Fluorouracil (5-FU) Toxicity and Chemotherapeutic Response, 5 Mutations

DPYD*13
DPYD*2A
1567376798

GenPath Dihydropyrimidine Dehydrogenase (DPD) Gene Mutation Analysis
(DPD 5-FU)

DPYD*2A

EntroGen DPYD Genotyping Kit — Fluorouracil Toxicity

DPYD*2A

Labcorp DPD 5-Fluorouracil Toxicity

DPYD*2A

Quest Dihydropyrimidine Dehydrogenase (DPD) Gene Mutation Analysis

DPYD*2A

23andMe Fluorouracil Toxicity

DPYD*2A

5-FU GenoChip (PharmGenomics)

DPYD*2A
DPYD*3
DPYD*4
DPYD*5
DPYD*6
DPYD*7
DPYD*8
DPYD*10
DPYD*12
DPYD*13
DPYD M166V
DPYD A551T
DPYD D949V

Badania genetyczne, ze wzgledu na liczbe znanych
mutacji w obrebie genu kodujgcego DPD, zdaja sie mieé
ograniczong przydatno$é, dlatego tez przy opracowa-
niu procedury monitorowania terapii 5-FU u pacjen-
téw z chorobg nowotworowa najwieksza warto$¢ maja
metody oparte na oznaczaniu aktywno$ci dehydroge-
nazy dihydropirymidynowej w PBMC oraz ocenie war-
toéci wspdtczynnika UH2/U (tabela 2) [12].

Opisane metody, mimo duzej skutecznosci w diagnozowa-
niu oséb z deficytem DPD maja ograniczenia. Na wyniki
oznaczen w PBMC duzy wplyw wywieraja dobowe waha-
nia aktywno$ci DPD. W celu ich zminimalizowania pomiary
nalezy wykonywad zawsze o tej samej porze dnia - miedzy
8:00 i 11:00. Ponadto, badanie jest czasochtonne, wymaga
pobierania duzych objetosci prébek krwi oraz czesto uzycia
standardéw znakowanych izotopowo [31]. W ocenie warto-
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Tabela 2. Metody oznaczanie aktywnosci dehydrogenazy dihydropirydynowej

Metody

RP HPLC

Oznaczanie *C-dihydrofluorouracylu - produktu reakgji katalizowanej przez DPD, dla ktdrej substratem jest C-fluorouracyl [24]

RP HPLC

0Oznaczanie 4-"*C-dihydrotyminy - produktu reakgji katalizowanej przez DPD,

dla ktdrej substratem jest 4-'*(-tymina

RP HPLC

Oznaczanie 5-dihydrofluorouracylu - produktu reakdji katalizowanej przez DPD,

Oznaczanie aktywnosci w PBMC

dla ktorej substratem jest 5-fluorouracyl [9,24].

HPLC—MS/MS

Oznaczanie dihydrotyminy - produktu reakgji katalizowanej przez DPD, dla ktdrej substratem jest tymina [24,37].

Metody spektrofotometryczne

Pomiar spadku absorbancji przy 340 nm, wynikajacy ze zmniejszenia stezenia NADPH+H* podczas redukgji tyminy do

dihydrotyminy [10].

Pomiar wzrostu absorbangji przy 260 nm w wyniku wzrostu stezenia uracylu powstajacego podczas utleniania dihydrouracylu,

ktéremu towarzyszy redukcja NADP* [10].

Ocena wartosci wspétczynnika

RP HPLC

Detekcja uracylu i 5-FC przy dtugosci fali 260 nm, za$ dihydrouracylu przy 210 nm [11].

UH2/U

HPLC-UV

Detekcja 5-FU i 5-BrU przy 254 nm, uracylu i dihydrouracylu przy 210 nm [6].

$ci wspdtczynnika UH2/U, na zmiany stezet duzy wplyw
ma sposdéb odzywiania, dlatego tez pacjenci przed pobra-
niem krwi powinni by¢ co najmniej 10 godzin na czczo [31].

Oznaczenia DPD w PRAKTYCE

modyfikacji dawki leku, aby osiggad i utrzymywac steze-
nie terapeutyczne 5-FU w nastepnych cyklach leczenia
[5,14].

MoniTorowANIE STEZENIA 5-FU — KONTROLA PODCZAS LECZENIA

Przeprowadzone dotgd badania umozliwity wyznacze-
nie zakreséw wartosci prawidtowych aktywno$ci DPD
[4,7,8,24,31,42]. Milano i wsp. oznaczali w limfocytach
krwi obwodowej 0séb chorych na nowotwdr poddanych
chemioterapii 5-FU, u ktérych wystapity objawy tok-
sycznosci. Do badan wykorzystali metode HPLC z zasto-
sowaniem C-FU jako substratu dla reakcji katalizowanej
przez DPD. Przyjeto, ze prawidtowa aktywnos$é enzymu
jest wieksza lub réwna 150 pmol/mg,, , /min, a ponizej
100 pmol/mg, ., /min jest znaczaco zmniejszona. Cze-
sto$¢ pojawiania sie dziatari niepozadanych u pacjen-
téw z aktywnoscig DPD ponizej 100 pmol/mg, . , /min
byta dwukrotnie wieksza niz u pacjentéw ze wzglednym
niedoborem DPD (100-150 pmol/mg, ., /min) [24]. Cic-
colini i wsp. oceniali natomiast wspStczynnik U/UH2.
U pacjentéw ze zmniejszong aktywno$cig DPD, przyj-
mujacych 5-FU lub jego doustny prolek capecitabine,
stwierdzono zwiekszony wspétczynnik U/UH2 do war-
tosci powyzej 2,0 [8].

Oznaczanie aktywnos$ci DPD przed podaniem 5-FU
powinno umozliwi¢ dobranie dawki leku pozwalajacej
na uzyskanie pozadanego i optymalnego stezenia leku
we krwi pacjenta bez narazania go na nadmierne dziata-
nie toksyczne. Wazne jest takze opracowanie schematéw

Do oceny farmakokinetyki 5-FU wykorzystuje sie metody
oparte na rozdziale chromatograficznym, polegajace na
wyodrebnieniu z mieszaniny poszczegdlnych jej sktadni-
kéw oraz oznaczeniu ich stezenia, a takze testy immuno-
chemiczne [5]. Stosunkowo nowg, czulg i swoistg metoda
jest chromatografia cieczowa w potaczeniu z tandemowg
spektroskopig masowa (LC-MS/MS). Jednak ze wzgledu
na bardzo wysokie koszty sprzetu oraz analizy, jest to
technika rzadko stosowana w rutynowych badaniach
klinicznych [33]. Obecnie do analizy stezenia 5-fluoro-
uracylu w osoczu pacjentéw najczesciej wykorzystuje
sie wysokosprawna chromatografie cieczowa (HPLC).
Dostepne sa liczne prace dotyczace optymalizacji dawki
5-FU z wykorzystaniem HPLC [1,9,13,14,21,25,30].

Farmakokinetycznym wskaZnikiem najbardziej zwigza-
nym z biologicznymi skutkami leczenia 5-FU jest pole
pod krzywa zalezno$ci stezenia leku od czasu (AUC)
[5]. Najkorzystniejsze wyniki chemioterapii zaobserwo-
wano dla AUC leku mieszczacego sie w granicach 25-30
mgh/l, a jego zwiekszenie ponad 30 mgh/1 byto przy-
czyng bardzo duzego wzrostu toksycznosci. U pacjentéw,
u ktérych po podaniu leku wystapity dziatania niepoza-
dane stwierdzono wigksze warto$ci AUC i C__ (stezenie
maksymalne), w poréwnaniu z osobami, u ktérych nie
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zaobserwowano toksycznych dziatari spowodowanych
5-fluorouracylem [31].

Na podstawie przeprowadzonych badan przyjeto opty-
malng dawke terapeutyczng 5-FU w zakresie stezet 2,5-
3,0 mg/1[11,15,31]. Thyss i wsp. [36] przy AUC >30 mg-h/1
obserwowali u chorych wystepowanie leukopenii, zapa-
lenia bton $luzowych i biegunki. Gamelin i wsp. [15]
obecno$¢ pierwszych objawéw toksycznosci (biegunka,
zespdt dtoniowo-podeszwowy stopnia 1 i 2) stwierdzili
juz przy stezeniu 5-FU 2,5-3,0 mg/1, a zespotu dtoniowo-
-podeszwowego stopnia 3, gdy stezenie chemiotera-
peutyku przekraczato 3 mg/1[15,36]. Mimo niewielkich
rozbieznoéci w otrzymywanych rezultatach, wartosé
AUC oraz stezenie 5-FU w osoczu zdecydowanie to uzy-
teczne parametry do oceny farmakokinetyki leku oraz
opracowania strategii indywidualnej modyfikacji dawki.

PErsPEKTYWY

Zmniejszona aktywno$¢ DPD jest przyczyng wiekszo$ci
dziatan niepozgdanych po podaniu 5-FU. Obecnie ruty-

PismienNIcTWO

nowe monitorowanie leczenia pacjentéw poddanych
terapii 5-FU jest wykonywane w niewielu osrodkach na
$wiecie m.in. w Instytucie Onkologicznym w Angers we
Francji, gdzie na podstawie BSA jest obliczana pierwsza
dawka leku, natomiast kazda nastepna jest wyznaczana
w oparciu o analize farmakokinetyki chemioterapeu-
tyku wykonang metodg HPLC [18]. Opracowanie proce-
dury obejmujacej oznaczenie aktywno$ci DPD, ustalenie
dawki 5-FU oraz monitorowanie stezenia chemiotera-
peutyku podczas leczenia moze znacznie zwiekszy¢ sku-
teczno$¢ terapii, przy zachowaniu jej bezpieczenistwa.
Ponadto u pacjentéw, u ktérych zaobserwowano jego
toksyczne dziatanie, przyczyn zaburzen aktywnosci DPD
mozna szukaé przez molekularng analize znanych poli-
morfizméw w obrebie genu DPYD oraz jego promotora.
Prowadzenie badaf w tym kierunku moze sie sta¢ pod-
stawg do opracowania nowych standardéw terapeutycz-
nych w onkologii, w znaczacy sposéb wptywacé na jako$¢é
i dtugo$¢ zycia pacjentéw.
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