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Wprowadzenie

Fluoropirymidyny sa powszechnie wykorzystywanymi
lekami cytotoksycznymi — szczeg6lnie czgsto stosowa-
nymi w ramach chemioterapii u chorych na nowotwory
ukladu pokarmowego, raki narzadéw regionu glowy

STRESZCZENIE

Powazne dziatania niepozadane obserwowane podczas stosowania chemioterapii z udziatem fluoropirymidyn sa
w wiekszosci przypadkéw zwigzane z niedoborem aktywnosci dehydrogenazy dihydropirymidynowej. Obecnie
dostegpne mozliwosci diagnostyczne obejmujg badanie fenotypowej aktywnosci wymienionego enzymu lub
wykrywanie wariantéw genu DPYD zwigzanych z niedoborem dehydrogenazy dihydropirymidynowej. Praca
ma na celu podsumowanie wiedzy na temat mechanizmoéw toksycznosci fluoropirymidyn zwigzanej z niedo-
borem dehydrogenazy dihydropirymidynowej oraz oméwienie mozliwosci wykrywania powyzszego zaburzenia
w praktyce klinicznej.

Stowa kluczowe: dehydrogenaza dihydropirymidynowa, fluoropirymidyny, niepozgdane dziatania

ABSTRACT

Serious adverse effects observed during administration of fluoropyrimidine-containing chemotherapy are in
most cases related to the deficiency of dihydropyrimidine dehydrogenase activity. Currently available diagnos-
tics approaches include either phenotyping the enzyme activity or detection of deficiency-related DPYD gene
variants. The paper aims to summarise knowledge on mechanisms of fluoropyrimidine-related toxicity due to
dihydropyrimidine dehydrogenase deficiency and to review possibile diagnostic options for detection of the
disorder in clinical practice.
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i szyi oraz raka piersi. NajczeSciej stosowanymi fluoro-
pirymidynami sa —w Polsce i na Swiecie — fluorouracyl
i kapecytabina.

Fluoropirymidyny charakteryzuje skuteczno§c i tok-
syczno$¢ zalezna od dawki. Najczesciej wystepujace dzia-
lania niepozadane obejmuja uszkodzenie bton Sluzowych
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(przede wszystkim w obrebie przewodu pokarmowego)
z tworzeniem owrzodzen u cz¢Sci chorych, objawy
zespotu reka—stopa oraz mielotoksycznosci (gtéwnie
neutropenia i matoplytkowosc) i kardiotoksycznosci. Po-
wazna toksyczno$¢ fluoropirymidyn jest zjawiskiem nie-
doszacowanym w codziennej praktyce klinicznej — dane
z piSmiennictwa wskazuja, ze zdarzenia niepozadane
w przebiegu leczenia fluoropirymidynami wystepuja u od
30% chorych w stopniu 3. do 5% w stopniu4.,au 0,1-1%
chorych koficza si¢ zgonem. Wystapienie nasilonych
dzialan niepozadanych wcze$nie — w ciagu pierwszych
kilku dni — po zastosowaniu fluoropirymidyn oraz dhu-
gotrwato$¢ powiktan moze by¢ sygnatem, ze toksycznosé
jest zwigzana z niedoborem dehydrogenazy dihydropiry-
midynowej (DPD, dihydropyrimidine dehydrogenase) [1].

Przyczyna powaznej toksycznosci fluroropirymidyn
jest w okoto 60% przypadkéw niedobor lub brak aktyw-
nosci DPD, ktéra odpowiada za inaktywacje 80-90%
zastosowanej dawki fluoropirymidyny. Niedob6r DPD
powoduje gromadzenie toksycznych metabolitéw fluoro-
pirymidyn i zwigkszenie ryzyka wystepowania powaznych
dzialan niepozadanych [2].

Obecne opracowanie stanowi podsumowanie stanu
wiedzy na temat toksycznoSci fluoropirymidyn zwigzane;j
z niedoborem DPD oraz mozliwosci wykrywania wspo-
mnianego zaburzenia w praktyce kliniczne;j.

Metabolizm fluoropirymidyn
Okoto 20% fluorouracylu zastosowanego dozylnie

ulega wydaleniu z moczem, a pozostala cze$¢ leku jest
katabolizowana do nieaktywnych metabolitéw. Okoto

20% wchtonigtej dawki fluorouracylu oraz kapecytabiny
(pro-lek fluorouracylu) trafia do szlaku katabolicznego,
w ktérym kolejne metabolity fluoropirymidyn sa wbudowy-
wane do kwasu rybonukleinowego (RNA, ribonucleic acid)
lub dezoksyrybonukleinowego (DNA, deoxyribonucleic
acid). Metabolity fluoropirymidyn powoduja uszkodze-
nie kwaséw nukleinowych oraz hamuja jednocze$nie
aktywnos$¢ syntazy tymidylanowej, co prowadzi do Smierci
komorki [2]. Pozostate 80% dawki fluoropirymidyn jest
katabolizowane do 5,6 dihydrofluorouracylu (DHFU) pod
wpltywem DPD. Nastepnie, DHFU jest katalizowany do
fluorof-ureidopropionianu przez dihydropyrimidynaze.
Z kolei, fluorof-ureidopropionian jest katalizowany do
fluoroB-alaniny przez ureidopropionaz¢. Fluorouracyl ma
budowe chemiczna podobna do endogennych pirymidyn
iulega katabolizmowiw tych samych szlakach metabolicz-
nych, co pozwala — migdzy innymi — na oceng aktywnosci
DPD przez pomiar stezenia endogennych pirymidyn
(przede wszystkim — uracylu, ktéry ulega gromadzeniu
przy niedoborze DPD) [2]. Szlaki metaboliczne endogen-
nych i egzogennych pirymidyn i role DPD przestawiono
W uproszczony sposdb na rycinie 1 (rycina obrazuje, ze
kumulacja endogennego uracylu jest niemal tozsama
z zaburzeniami katabolizmu fluorouracylu przez DPD).

Wskazania dotyczace diagnostyki
niedoboru dehydrogenazy
dihydropirymidynowej

Catkowity brak aktywnosci DPD wystepuje rzadko
(0,01-0,05% populacji kaukaskiej), ale wiaze si¢ ze
zwiekszonym ryzykiem groznych dla zycia dziatan nie-

Endogenny uracyl

5-fluorouracyl

Dehydrogenaza
dihydropirymidynowa

Dihydrouracyl

Dihydro-fluorouracyl

Dihydropirymidynaza

Kwas
betapropionowy

A 4

Beta-alanina

Kwas
fluoro-betapropionowy

A 4

Fluoro- beta-alanina

Rycina 1. Metabolizm pirymidyn endo- i egzogennych wraz z rolg dehydrogenazy dihydropirymidynowe;j
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Tabela 1. R6zne warianty genu DPYD odpowiedzialne za obnizenie aktywnosci dehydrogenazy dihydropirymidynowej

z czestoscig wystepowania u osoéb rasy kaukaskiej

Wariant polimorficzny  Znaczenie

Czestos¢ wystepowania
(dotyczy heterozygot)

c.1905+1G>A (DPYD*2A)

Substytucja konca 5’ intronu 14, odpowiadajaca za utrate eksonu

1% (0,65%)

14 w mRNA, skrocenie sekwencji aminokwasowej biatka i szybka jego

degradacje

c.1679T>G (DPYD*13,
p.15605)

Substytucja w eksonie 13.

0,07-0,1% (0,03%)

c.2846A>T (p.D949) Substytucja w eksonie 22.

1,1% (0,32%)

c.1236G>A/HapB3
11 w mRNA

Substytucja konca 5’ intronu 11, odpowiadajaca za utrate eksonu

2,6-6,3% (1,3%)

mRNA (messenger ribonucleic acid) — przekaznikowy kwas rybonukleinowy

pozadanych fluropirymidyn. W zwiazku z powyzszym
istotne jest zidentyfikowanie chorych o cechach feno-
typowych lub genotypowych braku aktywnos$ci DPD
w celu zaniechania stosowania fluoropirymidyn. Nato-
miast niedoboér DPD wymaga oceny ryzyka powiklan
zaleznych — miedzy innymi — od wariantu genu DPYD
w obu jego allelach i modyfikowania zatozen leczenia
[3]- Najczesciej wystepujace warianty genu DPYD odpo-
wiedzialne za niedob6r DPD przedstawiono w tabeli 1.
Prawie catkowita lub catkowita utrata aktywnosci DPD
wystgpuje u 0s6b homozygotycznych oraz ztozonych
heterozygotycznych (np. w przypadku kombinacji
niektérych wariantéw z przynajmniej jednym allelem
c.1905+1G>Alub c.1679T>G) [1, 2].

W opublikowanym w 2015 roku przegladzie systema-
tycznym i metaanalizie 8 badan oceniajacych zwiazek wa-
riantéw genetycznych genu DPYD z ciezka toksycznoScia
u 7365 chorych leczonych fluoropirymidynami stwierdzo-
no istotny zwiazek migdzy zwickszong czestoscia powaz-
nych dzialah niepozadanych i genotypem c.1679T>G
(p < 0,0001) i c.1236G>A/HapB3 (p < 0,0001) [4].

W prospektywnym badaniu kohortowym prowa-
dzonym u 2038 chorych oceniano zwiazek genotypu
¢.1905+1G> A z toksycznoscia fluoropirymidyn. Stwier-
dzono zmiane w jednym allelu genu DPYD u 22 chorych
(osoby hetrozygotyczne), a toksyczno$¢ co najmniej
3. stopnia — u 5 sposrdd 18 (28%) leczonych [5].

Istotne znaczenie maja wyniki prospektywnej ana-
lizy kohorty, w ktérej oceniano genotyp DPYD przed
leczeniem celem adaptacji dawki do ryzyka dziatan
niepozadanych. U 85 z 1103 ocenianych chorych stwier-
dzono obecno$¢ substytucji w jednym allelu genu DPYD.
Powazne zdarzenia niepozadane zwiazane z fluoropiry-
midyna wystapily odpowiednio u 33 sposrod 85 (39%)
nosicieli rzadkiego wariantu DPYD wobec 231 sposrod
1018 (23%) chorych bez wymienionej zmiany gene-
tycznej (p = 0,0013). Dawkowanie oparte na ocenie
genotypu doprowadzito do zmniejszenia ryzyka powaz-
nych toksycznosci u nosicieli allela ¢.1905+1G>A do
1,31 z 2,87 w kontroli historycznej [6].

W celu poprawienia bezpieczefistwa chemioterapii
francuska Narodowa Agencja Bezpieczefistwa Lekow
i Produktéw Zdrowotnych (ANSM, Agence Nationale
de Securite du Medicament et des Produits de Sante)
zarekomendowata w 2018 roku wykonywanie genoty-
powaniu DPYD u wszystkich chorych przed leczeniem
fluoropirymidynami. Natomiast w grudniu 2018 roku
francuski Narodowy Instytut Nowotworéw (INCa,
Institut National Du Cancer) przedstawil zalecenie
rutynowego oznaczania uracylu we krwi obwodowe;j
w celu oceny posredniej aktywnosci DPD wzgledem
uracylu endogennego. Okreslono, ze stezenie 150 ng/ml
i wigksze jest zwiazane z duzym ryzykiem wystapienia
groznych dla zycia dziatafn niepozadanych fluoropiry-
midyn i w tej grupie chorych zalecono odstepowanie od
stosowania fluorouracylu lub kapecytabiny. Natomiast
stezenie uracylu migdzy 16 i 150 ng/ml zostato uznane za
ekwiwalent czeSciowego niedoboru DPD, przy ktérym
zalecono odpowiednia redukcj¢ dawki fluoropirymidyn
[1]. Do oceny ryzyka wystapienia toksyczno$ci moze
by¢ takze przydatna ocena proporcji dihydrouracylu do
endogennego uracylu (wskaznik UH2/U). Endogenny
uracyl jest metabolizowany w watrobie do dihydroura-
cylu przez DPD. Wysoki wskaznik UH2/U jest zwiazany
z wyzszym ryzykiem wystepowania dziatafn niepozada-
nych fluoropirymidyn, chociaz warto$¢ wskaznika nie
koreluje z klirensem osoczowym fluorouracylu [2].

W 2020 roku Europejska Agencja Lekéw (EMA,
European Medicines Agency) — po analizie dostepnych
informacji naukowych — opublikowata rekomendacj¢
dotyczaca testowania wszystkich chorych, u ktérych
planowana jest chemioterapia fluoropirymidynami
w kierunku wariantéw genetycznych genu DPYD wa-
runkujacych niedobér DPD [3].

Urzad Rejestracji Produktéw Leczniczych i Biobdj-
czych (URPLiB) — w nastepstwie rekomendacji EMA
— opublikowat komunikat skierowany do ,,fachowych
pracownikéw stuzby zdrowia”, ktére potwierdza zalece-
nie EMA w zakresie potrzeby testowania genotypowego
lub fenotypowego niedoboru DPD przed rozpoczgciem
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systemowego leczenia fluropirymidynami. Komunikat
URPLIB zaleca rozwazenie zmniejszenia dawki poczat-
kowej fluoropirymidyn i wymienia dodatkowa metode
stuzaca poprawie wynikéw klinicznych, ktérym jest
monitorowanie st¢zefi fluorouracylu w krwi w celu mo-
dyfikowania dawkowania i utrzymania dawki w indeksie
terapeutycznym leku. Zaleca si¢ utrzymanie dawki flu-
orouracylu zakresie pola pod krzywa (AUC, area under
the curve) miedzy 20 i 30 mg X godzina/l. W przypadku
zastosowania zmniejszonej dawki poczatkowej w pierw-
szym cyklu bez monitorowania stgzef,, mozna podjac
probe eskalowania dawek do wartoSci naleznych przy
braku objawéw toksycznoSci, ale pod warunkiem utrzy-
mania zwigkszonego nadzoru nad chorymi [7].

Brytyjska Narodowa Stuzba Zdrowia (NHS, National
Health Service) opublikowata rekomendacje wskazujaca
na konieczno$¢ genotypowania wariantéw DPYD w celu
identyfikacji chorych z catkowitym niedoborem DPD,
u ktérych leczenie fluoropirymidynami nie powinno by¢
stosowane w obawie o powiklania zagrazajace zyciu.
Brytyjski NHS zwraca réwniez uwage na koniecznosé
rozwazenia redukcji dawek fluoropirymidyn i zwigkszo-
nego nadzoru nad toksycznoscia u chorych z czg§ciowym
niedoborem DPD [8].

Nalezy pamigtad, ze niedostateczna aktywno$¢ DPD
nie jest jedyna przyczyna zwigkszonej toksycznoSci
fluoropirymidyn i wykluczenie niedoboru aktywnosci
DPD nie zwalnia z bardzo starannego monitorowania
dziatafi niepozadanych leczenia, wspomniane niedobory
odpowiadaja bowiem jedynie za okoto 20% ciezkich
dziatan niepozadanych fluoropirymidyn.

Metody diagnostyki niedoboru
dehydrogenazy dihydropirymidynowej

Zasadnicze metody diagnostyczne w ocenie DPD
obejmuja diagnostyke fenotypowa aktywnosci badane-
g0 enzymu oraz genotypowanie, w ktérym oceniane sa
4 najczestsze warianty genu DPYD zwiagzane z niedobo-
rem DPD i toksycznoScia fluoropirymidyn.

Ocena stezenia endogennego uracylu i dihydro-
uracylu w osoczu krwi jest przeprowadzana najczesciej
za pomoca wysokosprawnej chromatografii cieczowej
(HPLC, high-performace liquid chromatography) lub
metoda spektrometrii masowej. Obie metody nie sa
powszechnie dostgpne w polskich laboratoriach. Na-
lezy takze pamigtaé, ze uracyl i jego metabolity nie sa
stabilne, a na wynik badania moze mie¢ wplyw spos6b
pobrania i czas transportu materiatu oraz inne problemy
przedlaboratoryjne [2]. Badania genu DPYD — pod
wzgledem probleméw przedlaboratoryjnych — obar-
czone sa mniejszym btedem.

Najczestsze warianty genu DPYD wymieniono w ta-
beli 1. Obecnie nie rekomenduje si¢ badania tylko jed-

nego — najczestszego — wariantu ¢.1905+1G>A (DPY-
D*24). Stwierdzono, ze badanie jedynie wymienionego
wariantu nie wystarcza do oceny ryzyka wystapienia
niedoboru DPD. Nie ma réwniez oczywistych wskazan
do badania bardzo rzadkich wariantéw genu DPYD
(DPYD*5 (T>C), DPYD*6 (C>T), DPYD*94 (A>G).
Chorzy wymagaja oznaczenia tylko raz przed planowa-
nym stosowaniem fluoropirymidym (zalecenia NHS) [8].

Badanie wariantéw genu DPYD nalezy przeprowadzi¢
w materiale genetycznym wyizolowanym z leukocytow
krwi obwodowej za pomoca zestawéw do izolacji posia-
dajacych certyfikat do diagnostyki in vitro (IVD) [9-11].

W amerykanskich zaleceniach National Institute of
Health (NIH) zawarto stwierdzenie, ze do badania wa-
riantéw genu DPYD mozna zastosowac rézne metody od
genotypowania pojedynczych zmian do sekwencjonowa-
nia catego genu. Do badania czterech najwazniejszych
wariantéw genu DPYD najczeSciej uzywa si¢ techniki
PCR (polymerase chain reaction), ktéra zachodzi w czasie
rzeczywistym (RT, real-time) w odpowiednim termocy-
klerze. Do diagnostyki in vitro dopuszczone sa rézne
testy. Najprostsze opieraja si¢ na wykorzystaniu metody
dyskryminacji allelicznej oraz sond molekularnych typu
TagMan znakowanych fluorochromami. Komercyjnie
dostepne sa réwniez zestawy wykorzystujace technolo-
gi¢ izotermicznej amplifikacji (LAMP, loop-mediated
isothermal amplification). Podczas badania metoda
LAMP etap denaturacji termicznej zostat wyelimino-
wany, a caly proces zachodzi w statej temperaturze
64°Ci protokdt amplifikacji kwaséw nukleinowych trwa
jedynie 30 minut. Metoda LAMP wykorzystuje analize
krzywych topnienia produktu amplifikacji dla analizo-
wanych sekwencji genéw (HRM, high resolution melt),
ktora jest nieco drozsza od zwyktego badania RT-PCR.
Jednak obie metody charakteryzuje prostota wykonania
ibrak koniecznoSci posiadania drogiej aparatury [9-11].

Metoda sekwencjonowania pozwala bada¢ dtuzsze
fragmenty DNA, co umozliwia wykrycie najczestszych
oraz rzadkich wariantéw genu DPYD. Sekwencjonowa-
nie bezposrednie metoda Sangera umozliwia badanie
stosunkowo krotkich odcinkéw DNA — metoda jest
najtafisza, ale laboratorium musi zosta¢ wyposazone
w odpowiedni sekwenator kapilarny. Najbardziej za-
awansowana, najdrozsza i najbardziej skomplikowang
technologia jest sekwencjonowanie nowej generacji
(NGS, next-generation sequencing). Metoda NGS umoz-
liwia badanie catych genéw (zaréwno sekwencji koduja-
cych — eksondw, jak i niekodujacych — intronéw) lub
tylko miejsc, w ktorych wystepuja mutacje. Stosowanie
NGS w celu badania wariantéw genu DPYD nie jest
ekonomicznie uzasadnione, jezeli nie stanowi czeSci
jednoczesnej oceny wielogenowej. Zalecenia NIH su-
geruja, ze NGS moze stuzy¢ do genotypowania DPYD,
jezeli wymieniony gen znajdzie si¢ w panelu wykorzy-
stywanym w diagnostyce — przykladowo — u chorych
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na zaawansowanego raka jelita grubego i odbytnicy,
u ktérych pochodne fluoropirymidyny maja szerokie
zastosowanie i kwalifikacja do leczenia ukierunkowane-
go molekularnie obejmuje oceng gendéw KRAS i NRAS
oraz BRAF lub niestabilnosci mikrosatelitarnej [9-11].

Finansowanie genotypowania DPYD

Obecnie — wedtug wiedzy autoréw opracowania
— mozliwe jest finansowanie badaf molekularnych
r6znych wariantéw genu DPYD zwigzanych z wysokim
ryzykiem powiktan po fluoropirymidynach w ramach
Swiadczefi odrgbnie kontraktowanych lub badan ge-
netycznych w chorobach nowotworowych, co wynika
z Zarzadzenia Prezesa Narodowego Funduszu Zdrowia
(NFZ) nr 1/DSOZ/2022 (z pdzniejszymi modyfikacjami)
w sprawie okreslania warunkéw zawierania i realizacji
uméw w rodzaju leczenie szpitalne oraz leczenie szpi-
talne — Swiadczenia wysokospecjalistyczne (zalacznik
nr 7). Jezeli badanie genu DPYD wykonujemy metoda
RT-PCR lub sekwencjonowaniem metoda Sangera (do
6 amplikonéw), to mozliwe jest rozliczenie wymienio-
nej procedury jako prostego badania genetycznego.
W przypadku sekwencjonowania dhuzszych fragmentéw
gendw technikg Sangera lub NGS (od 6 do 40 ampliko-
néw) procedura jest rozliczana jako zlozone badanie
genetyczne. Sekwencjonowanie wielu gendéw technika
NGS jest rozliczane jako najdrozsze, zaawansowane
badanie genetyczne. Obecna wycena badania pozwala
na pokrycie kosztéw w czesci podmiotéw komercyjnych
[12]. Biezace zasady finansowania w poszczegdlnych
podmiotach nalezy potwierdzi¢ samodzielnie.

Podsumowanie

Niepozadane dziatania fluoropirymidyn maja
wiele przyczyn. Niedob6r DPD jest najlepiej poznana
przyczyna i ocena aktywnoSci wymienionego enzymu
moze pomodc w okresleniu ryzyka wystapienia toksycz-
nosci i ograniczenia powiktaf, ktére moga by¢ grozne
dla chorych.

Ocena wystgpowania catkowitego lub czesciowego
niedoboru DPD jest zasadna u wszystkich chorych przed
rozpoczeciem leczenia fluoropirymidynami.

Metoda diagnostyczng zalecana przez EMA
i URPLIB jest genotypowanie 4 wariantéw genu DPYD
zwigzanych z wysokim ryzykiem groZnej dla Zycia tok-
sycznoSci fluoropirymidyn.

W przypadku dostepnoSci oznaczania stezenia
uracylu w krwi, uzyskane wyniki mogg takze stanowic¢
podstawe do decyzji klinicznych o stosowaniu i dawko-
waniu fluoropirymidyn.

U chorych leczonych radykalnie decyzja o redukcji
dawek w przypadku podejrzenia czgsciowego niedoboru
DPD powinna uwzglednia¢ stopiefi ryzyka powiktan

fluoropirymidyn w celu uniknigcia nadmiernego ob-
nizenia intensywnosci dawki, co moze mie¢ wplyw na
skuteczno$¢ leczenia i dlugos¢ zycia.
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