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Souhrn: Fluoropyrimidinova chemoterapeutika v ¢ele s S-fluorouracilem se vyuZivaji v 1é¢bé nadorovych onemocnéni uz od
poloviny minulého stoleti. I kdyZ je 5-fluorouracil (5-FU) hlavnim lékem vyuZivanym v terapii kolorektalniho karcinomu, paci-
enttl responzivnich na tuto 1éc¢bu je jen 15 — 30 % a u nékterych se miiZze objevit zdvazna toxicita. Pochopeni metabolismu 5-
FU vedlo k odhaleni enzym limitujicich biochemickou odpovéd 5-FU. Tyto prediktory rezistence by mohly byt sledovany
pred nasazenim terapie s cilem urcit pravdépodobnost pozitivni reakce na 1écbu a umozZnit pouZiti jiného chemoterapeutika
v pfipadé€ nizké pravdépodobnosti 1é¢ebné odpovédi. Jednim z téchto prediktori je enzym dihydropyrimidin dehydrogenaza
(DPD), ktery se podili na katabolismu 5-fluorouracilu na neaktivni metabolity. Je pfitomen v zdravych i nddorovych burikach,
jeji exprese je vSak v normélnich buiikach vyssi. Vysoka aktivita DPD v nadorovych butikach zptsobi inaktivaci 5-FU dfive,
nez by se mohl projevit cytotoxicky efekt chemoterapeutika. Naproti tomu deficience DPD v organismu miZe vést k vzniku
nebezpecné toxicity.
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Summary: Fluoropyrimidine chemotherapeutics headed by 5-fluorouracil are used for the treatment of cancer since half of the
last century. Though 5-fluorouracil (5-FU) is mainly used drug in the therapy of colorectal cancer, only 15 — 30 % of patiens
are responsive to this treatment and some of them could suffer from severe toxicity. The understanding of 5-FU metabolism
led to detection of enzymes limiting 5-FU bioefficiency. These resistence predictors could be followed-up before beginning of
the cure to determine positive cure reaction probability or to enable to dispose another chemotherapy if the probability of cure
response is weak. Dihydropyrimidine dehydrogenase (DPD) which participates in 5-FU catabolism is one of these predictors.
DPD is present in normal and cancer cells, its expression is higher in normal cells. High DPD activity in tumour cells causes
5-FU inactivation before the cytotoxic effect of chemotherapeutics could exert. On the other side, DPD deficiency could result

in development of life-threatening toxicity.
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Metabolismus a mechanismy pusobeni fluoropyrimidint
Fluorouracil je nejpouzivangj$im pfedstavitelem fluoropy-
rimidinovych chemoterapeutik. Byl syntetizovan Heidel-
bergerem pied vice nez 40 lety. PouZiva se jako chemotera-
peutikum u riznych forem solidnich nadort, pfedevsim
kolorektalnich karcinomil, nddort Zaludku, jater a pankrea-
tu. Nevyhodou je jeho toxicita, $iroka inter i intraindividu-
alni variabilita a ovlivnéni 1écebné odpovédi cirkadidnnim
rytmem. Nejvys§i koncentrace 5-FU v plazmé byly namé-
feny ve 4 hodiny rdno, nejnizsi pak ve 13 hodin odpoledne.
(1,2)

Metabolismus 5-FU normdlné probihd v jatrech (80%). Pres
10 % 5-FU je vylou¢eno moci v nezménéné podobé. 5-FU je
do bunék pfijiméan stejnou transportni cestou jako uracil. Ten-
to systém je energeticky nezavisly. Anabolickou cestou vzni-
kaji aktivni metabolity, katabolickou cestou je 5-FU inaktivo-
van a vyloucen z organismu. Pro uplatnéni cytotoxického
a protinddorového dc¢inku je nezbytnd jeho intraceluldrni ana-
bolick4 aktivace. Polocas rozpadu 5-FU je velmi rychly, asi 5
az 20 minut. Citlivost bunék k 5-FU zavisi na mnoha fakto-
rech, jako je napiiklad aktivita enzymi zahrnutych do meta-
bolismu fluoropyrimidinti, dostupnost kofaktort pro tyto enzy-
my, mnoZzstvi redukovanych folat v burtice, které stabilizuji
ternarni komplex s tymidylat syntdzou, a endogennich deoxy-
uridinmonofosfatd (AUMP). (3, 4)

Vzniklé aktivni metabolity 5-FU (FUTP, FAUMP a FAUTP)
zpusobuji poSkozeni buiiky. FUTP je inkorporovén do jader-
né a cytoplazmatické RNA, tim se zméni jeji funkce a sniZi se

Zivotaschopnost buiiky. FAUMP inhibuje enzym tymidylat

syntizu (TS), kterd je nezbytnd pro tvorbu jednoho z deoxyri-

bonukleotidl pro syntézu DNA, tvorbou stabilniho komple-
xu. FAUTP muZe byt zaclefiovan enzymem DNA polymera-
zou do DNA, tim se sniZi jeji stabilita a vznikaji fragmenty

DNA. (1,3-5)

Protinddorovy ucinek 5-FU tedy spoc¢ivé ve dvou hlavnich

ucincich:

a) vtvorbé 5-fluoro-2’-deoxyuridin-5-monofosfatu (FAUMP),
ktery se vdZe na enzym tymidylat syntdzu a bréni tak tvor-
bé nukleotidu tymidin monofosfitu (TMP) a inhibuje syn-
tézu DNA.

b) 5-FU je také preménovan na 5-fluorouridin-5’-trifosfat
(FUTP), ktery se zacletiuje do RNA a tim ovliviiuje jeji
funkce v zasaZené burice.

Na drovni bunécného cyklu ptisobi 5-FU na bunécné linie

v riznych fazich, podle typu linie a aplikované davky. U paci-

entl s kolorektdnim karcinomem byla po chemoterapii pozo-

rovéna zastava bunék v S a G2/M fazi. (6)

DPD a jeji vliv na rezistenci k fluoropyrimidiniim

Prvnim katabolickym krokem je redukce pyrimidinového kru-
hu 5-FU enzymem dihydropyrimidin dehydrogendzou (DPD).
Deficience tohoto enzymu u pacientii lé¢enych fluoropyrimi-
diny je spojena s vaZnou toxicitou (5). Vyslednym produktem
katabolismu 5-FU je fluoro-f-alanin (FBAL). Tento metabo-
lit je vylu¢ovan moci, mé dlouhy polocas rozpadu amtiZe piiso-
bit neurotoxicky. (1,3 -5)
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Aktivita 5-FU je limitovéna jeho rychlou degradaci dihydro-
pyrimidin dehydrogenazou. Vice nez 80 % 5-FU je degrado-
vano v jatrech. Jen mala ¢ast pfijmuté davky 5-FU se dostane
do nadoru, kde se mohou uplatnit protinddorové ucinky latky.
Vysoka hladina nddorové DPD umozni katalyzovat pfeménu
5-FU na neaktivni produkty dfive, neZ mohou byt vytvofeny
cytotoxické nukleotidy a neprojevi se tak protinddorovy efekt
l1éciva. Deficience DPD vede k vy$§imu riziku v4dZné toxicity
zasluhou vysoké expozice organismu 5-FU. U pacienti s kolo-
rektalnim nddorem reagujicich nalécbu 5-fluorouracilem byla
nalezena niZsi exprese DPD ve srovndni s pacienty, ktefi na
1é¢bu neodpovidali. (3, 7) Na druhé strané, v nékterych studi-
ich souvislost aktivity DPD s reakci na 5-FU a pfeZivanim paci-
entd nebyla pozorovana. (9 - 11)

Byla pozorovana zévislost mezi hladinou DPD mRNA a akti-
vitou DPD enzymu u kolorektdlnich nidord. (7, 12 - 15) Je-li
v tkéni vysokd hladina mRNA a vysoka aktivita DPD enzy-
mu, je 5-FU rychle katabolizovan na 2-fluoro-0-alanin a je
potlacena anabolickd konverze 5-FU fosforylaci na FUMP
aFUTP. Hladina mRNA a enzymatick4 aktivita DPD by moh-
ly pfedpovédét senzitivitu pacienta k 16¢bé 5-FU. Vysoka hla-

Obr. 1: Anabolismus 5-fluorouracilu

dina DPD muZe sniZit citlivost bunék k 5-FU a zptisobit rezi-
stenci.

Variabilita v toxicité a reakci na 1€k mtZe byt Caste¢né zpuso-
bena genetickou deficienci enzymu DPD. U malého procenta
populace (méné neZ 3%) je aktivita DPD vyznamné sniZend
(aZ 0 50% proti primérné kontrole). Tato porucha (tzn.
neschopnost degradovat 5-FU) mliZe mit za nasledek pfedem
neocekavatelné a velice zdvazné toxické ucinky u pacientl
podstupujicich 5-FU chemoterapii. Nejcastéjsi mutaci vedou-
ci k deficienci DPD je zdména nukleotidu G za A v intronu 14,
kterd zptsobuje Spatny sestfih mRNA a vznik nefunk¢niho
enzymu. Pacienti, pro néZ je 5-FU vysoce toxicky, mohou byt
ziejmé heterozygotni nebo homozygotni pro mutantni gen
DPD. (9, 16 - 19)

DPD aktivita mtiZe byt ovlivnéna riznymi faktory: obsah enzy-
mu, pfitomnost DPD inhibitort (cisplatina, uridin, allopuri-
nol), hladina NADPH kofaktort. (2, 20) Nékteré studie pou-
kazuji na souvislost mezi hladinou nadorové DPD a pohlavim,
u Zen byla nalezena niZ§i hladina. (16, 21, 22). Hladina DPD
jetaké zfejmé ovlivnéna cirkadidnnim rytmem. (2,22,23) Jiné
studie tuto skutecnost nepotvrdily. (24)

Struktura a funkce dihydropyrimidin
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dehydrogenazy
Dihydropyrimidin dehydrogendza (DPD,
EC 1.3.1.2) je poc¢ate¢nim a limitujicim
enzymem v katabolismu pyrimidinovych
bazi, redukuje dvojnou vazbu uracilu
i tyminu:

pyrimidin + NADPH <=> dihydro-

pyrimidin + NADP*

a podili se na vzniku [-alaninu u savct.
V buiice je pfitomna v cytoplazmé. Nativ-
nf sav¢i enzym ma molekuldrni hmotnost
210 kDa a je tvofen dvéma identickymi
podjednotkami. (28)
Lidsky DPD gen byl lokalizovan na prvni
chromozém (1p22) a je dlouhy nejméné
950kb. Je tvofen 23 exony, z nichZ nejdel-
81 je exon 23 (961 bp) a nejkratsi je exon
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15 (69 bp). Transkripci vznikdi mRNA
o velikosti 3,4 kb. Lidskd cDNA kéduje
l protein skladajici se z 1025 aminokyselin

s predpoklddanou molekuldrni hmotnosti

LHA L 111 kDa. (25 - 26)

Pocétecni anabolickd aktivace 5-fluorouracilu (5-FU) mtiZe probihat dvéma cestami. Bud piimym
prenosem ribdza fosfétu z fosforibozyl pyrofosfétu, katalyzovanym enzymem OPRTézou (fosfo-
ribozyltransferdza kyseliny orotové) za vzniku fluorouridinmonofosfatu (FUMP), nebo dvojkro-
orouridinu (FUrd) a jeho néslednou fosforylaci uridin kindzou (UK). Produkty téchto reakcei jsou
déle fosforylovéany uridin monofosfit kindzou (UPK) a uridin difosfat kindzou (U2PK) na fluo-
rouridin difosfat (FUDP) a fluorouridin trifosfat (FUTP), ktery je inkorporovan RNA polymera-
zou do RNA. FUDP miZe byt konvertovan ribonukleotid reduktdzou (RnR) na fluorodeoxyuri-
din difosfat (FAUDP), ktery je poté metabolizovéin na fluorodeoxyuridin monofosfat (FAUMP)
nebo fluorodeoxyuridin trifosfat (FAUTP) zacleniovany DNA polymerdzou do DNA. U¢inkem
enzymu tymidin fosforyldza (TP) na 5-FU vznik4 fluorodeoxyuridin (FdUrd), ktery je tymidin
kindzou pfeménén na FAUMP.

Obr. 2: Katabolické odbouravéani 5-FU
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Dihydropyrimidin dehydrogendza (DPD) inaktivuje 5-fluorouracil (5-FU) redukci pyrimidinové-
ho kruhu na 5°,6’-dihydrofluorouracil (DHFU), ktery miZe byt pfeménén dihydropyrimidinazou
(DHP) na 5-fluoroureido propionovou kyselinu (FUPA). Ta je za katalyzy [3-ureido propionazy
(Upr) a za uvolnéni NH, a CO, konvertovana na fluoro-B-alanin (FBAL).
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Exprese DPD mRNA je tkdtiove specific-
k4, DPD enzym je u zdravych jedinct pfi-
tomen hlavné v jatrech. (30 - 32) Aktivi-
ta v normdlni tkédni je variabilni. Vys§i
aktivita DPD enzymu byla mimo jaterni
tkan detekovéna také v pankreatu, cervi-
xu a naddorech prsu. NiZ8i hladina DPD je
v butikdch Zaludku, prostaty, mocového
méchyie a mocovodu. (11, 30) V primér-
nim kolorektalnim nadoru i metastazich
je niZ3i stupeii exprese DPD neZ ve zdra-
vé mukoze. (7,11, 13, 33, 34) V nadorech
mocového méchyte amocovych cest byla
pozorovéana vys$i hladina DPD ve srov-
nani s pfisluSnou zdravou tkani. (35 - 37)

Inhibitory dihydropyrimidin dihydro-
genaza, jejich vyhody a nevyhody

Potlaceni a¢inku DPD je spojeno s pro-
dlouZenim piitomnosti 5-FU v plazmé.
Latky, které slouZi jako inhibitory DPD
aktivity, zvySuji ucinek 5-FU v pfipadé,
je-li hladina DPD pfili§ vysoka. 5-FU neni
tak rychle pfeméniovan na neaktivni meta-
bolity a u pacienta se miZe sniZit stupeni



rezistence. Dramatické redukce 5-FU katabolismu ov§em musi
byt doprovizena také sniZzenim davek 5-FU, aby bylo zame-
zeno piipadnym zavaznym toxickym acinkdm. (38)

Tyto inhibitory 1ze rozdélit do dvou skupin podle jejich ucin-
ku: ireverzibilni inaktivatory (eniluracil) a reverzibilni inhibi-
tory (uracil, CDHP, CNDP).

Do prvni skupiny patfi eniluracil (5-ethynyluracil). Kovalent-
né se vdZze na DPD a nevratné tak inhibuje katalytickou akti-
vitu tohoto enzymu. Jeho podani sniZuje inter a intraindividu-
alni variabilitu a vliv cirkadidnniho rytmu. Perordlné poddvany
eniluracil inaktivuje DPD v gastrointestindlnim traktu a jat-
rech, ¢imz zesili dostupnost (aZ na 100%) a polocas Zivota 5-
FU (aZna 4 — 6 hodin). Eniluracil v kombinaci s 5-FU byl tes-
tovan na zvifatech a bylo pozorovano vyrazné zvySeni 5-FU
ucinnosti. Mezi neZddouci acinky patfi nevolnost a prijmy. (1,
5, 39, 40)

Reverzibilné plsobi uracil, ktery v nddorové tkéni selektivné
inhibuje degradaci 5-fluorouracilu tim, Ze kompetitivné inhi-
buje DPD. Malé mnoZstvi 5-FU je tedy degradovano katabo-
lickou cestou. Uracil v kombinaci s tegafurem v poméru 4:1
predstavuje dalsi 1é¢ivo UFT (uracil/tegafur). Tegafur slouZi
jako ,,prodrug* 5-FU, je konvertovan enzymy v jatrech na 5-
FU anavozuje vysokou hladinu 5-FU v plazmé. Poddvani UFT
tedy zajisti vysokou zasobu 5-FU a jeho aktivnich metabolitd
a minimalizuje produkci inaktivnich potencidlné toxickych
katabolith 5-FU. UFT byl v klinickych studiich vét§inou dob-
fe tolerovan a byl ucinny u pacientd s nadory tlustého stfeva,
Zaludku a prsu. Vyhodou je i ordlni aplikace 1éku. Mezi neZ4-
douci uc€inky opét patii nevolnost a prijmy. (1, 4, 5, 39)
Dal3im u¢innym reverzibilnim inhibitorem DPD je CDHP
(5-chloro-2,4-dihydroxypyridin), pisobi mnohem silnéji nez
uracil. Je sou¢asti chemoterapeutika S-1 vyvinutého v Japon-
sku v roce 1996. S-1 je kombinaci tegafuru, 5-chloro-2,4-
dihydroxypyridinu a oxonové kyseliny s pevnym molarnim
pomérem 1 : 0,4 : 1. CDHP redukuje degradaci 5-FU a pro-
dluZuje vysokou koncentraci 5-FU v plazmé, oxonova kyse-
lina plisobi proti pfeméné 5-FU na FUMP, sami o sobé nema-
jiprotinadorovy tcinek. V preklinickych zkouskach mél S-1
vy§$i protinddorovy ucinek a mensi toxicitu neZ tegafur poda-
vany samostatng. Davkou limitovanou toxicitou byla v kli-
nickych zkouSkich myelosuprese; diarrhoea a stomatitida
byly velice mirné. Gastrointestindlni toxicitu S-1 sniZovala
kyselina oxonové. U¢inky 1éku byly podobné u¢inktim kon-
vencnich terapii, sniZila se ov§em toxicita stupné tii a Ctyfi.
(1,4,5,39,41)

CNDP (3-cyano-2,6-dihydroxypyridin) funguje jako reverzi-
bilni inhibitor DPD v jatrech az 200 krat uc¢innéji neZ uracil.
Spolecné s 1-ethoxymetyl-5-fluorouracilem (EM-FU) v pomé-
ru 1:1 tvofi latku oznacovanou jako BOF-A2 (emitefur). EM-
FU je pomalu konvertovan mikrozomalnimi enzymy, CNDP
sniZuje eliminaci 5-FU v jatrech. Experimentalné bylo zjiSté-
no, Ze u zvitat po podani BOF-A2 se v periferni krvi udrzela
vysokd hladina 5-FU po dlouhou dobu a BOF-A2 mél proti-
nadorovy ucinek. (5, 42)

Metody stanoveni dihydropyrimidin dehydrogenazy
Dihydropyrimidin dehydrogenazu je moZno detekovat riizny-
mi technikami na irovni RNA nebo proteinu. Jednotlivé meto-
dy se lisi citlivosti, cenou a naro¢nosti provedeni. Nasledujici
prehled pojednava o nejcastéji vyuZivanych metodach pfi
detekci DPD.

Analyza nukleovych kyselin

Po izolaci celkové mRNA z testovaného vzorku je provedena
reverzni transkripce a amplifikace cDNA pomoci enzymu
reverzni transkriptdzy. Pro tuto metodu je postacujici mensi
mnoZstvi materidlu, dalSi vyhodou je vysoka citlivost a snad-
né pfiprava vzorku. Vzniklé produkty PCR reakce je nutné néja-
kym zptsobem detekovat. Je moZzné vyuZit elektroforetickou
separaci v agar6zovém gelu nebo chromatografii. (13, 34)
Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC, High Per-

formance Liquid Chromatography) je modifikaci chromato-
grafie — techniky slouZici k separaci molekul mobilni a staci-
onarni faze. Jeji vyhodou oproti jednodussi a levnéjsi elektro-
foréze je vyS$si citlivost metody. Analyzovand latka je
rozpusténa v rozpoustédle, tato kapalna mobilni faze je nane-
sena na chromatografickou kolonu, kde dochazi k interakcim
mezi pevnou sloZkou a mobilni fazi. Rtzné slozky analyzo-
vané smési maji riznou afinitu ke staciondrni fazi, jsou roz-
dilné zadrZovany a zpoZdovany. Pristroj detekuje jednotlivé
prochézejici slozky analyzované smési, které dospéji k detek-
toru v riiznych retencnich ¢asech. (13, 16, 34)

Klasickd PCR metoda slouzi k specifické amplifikaci frag-
mentu DNA. Po nékolikandsobném opakovani cyklu denatu-
race dvoufetézce DNA na jednofetézec — hybridizace prime-
rd — polymerace, se mnohondsobné zvysi pocet kopii
amplifikovaného useku DNA.

Metoda real-time PCR umoziiuje sledovéni vznikajiciho PCR
produktu pfimo v pribéhu celého amplifika¢niho procesu
a nasledné stanoveni koncentrace nezndmého vzorku. Pro
kvantifikaci se mohou vyuZivat interkala¢ni barviva, napt. Sybr
Green I, specifickou detekci umoZiiuji sondy, coZ jsou uméle
nasyntetizované oligonukleotidy, o velikosti 20 — 30 nukleo-
tid, komplementérni k amplifikované oblasti, které se vazi
mezi primery specifické pro danou oblast. Fluorescen¢ni zare-
ni vznikajici béhem reakce je zaznamendno pfistrojovym ana-
lyzatorem a s kaZdou vytvofenou molekulou amplikonu
nartstd jeho intenzita. Jako referencni geny se vyuZivaji hou-
sekeeping geny, nejCastéji gen pro GAPDH nebo [3-aktin, kte-
ré slouZi jako endogenni kontrola se zndmym poctem kopii.
Tato metoda umoZiiuje stanoveni koncentrace v rozsahu néko-
lika ¥4dd, je presnéjsi a citlivéjsi neZ klasickd PCR, probiha
v uzavieném systému, redukuje chyby a podminky PCR lze
pomérné rychle optimalizovat. (12, 43, 44)

Nevyhodou metod zaloZenych na studiu nukleovych kyselin je
fakt, Ze neni detekovéna ptimo aktivita proteinu v dané tkani.
Stanoveni DPD na drovni proteinu

Imunochemické metody detekce DPD jsou zaloZeny na spe-
cifické reakci antigenu a protilatky. NejCastéji se vyuZivaji
metody ELISA a Western blotting.

ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) je metoda
slouZici k zjiStovani pfitomnosti protilatek proti urcitému
antigenu.UmoZiiuje stanoveni DPD enzymu za vyuZiti pro-
tilatek proti DPD. V pfipad€ stanoveni DPD lze vyuZit tzv.
sendvi¢ovou modifikaci. Vzorek, obsahujici zjiS§tovany anti-
gen, se aplikuje na desti¢ku, na kterou je vdzana protildtka
proti DPD. Druha protildtka je znacend enzymem a reaguje
s jinymi determinanty na povrchu molekuly zjiStovaného
antigenu (v tomto pfipadé enzymu DPD). Po pfidani chro-
mogenniho substritu je mozné detekovat fotometricky bare-
vnou zménu substrétu. Jde o jednoduchou, rychlou a finan¢-
né nendro¢nou techniku s vysokou citlivosti a specifitou.
Nevyhodou je to, Ze neni stanovena pfim4 aktivita proteinu
v tkéani. (3, 5, 10, 11, 33, 34, 45)

Metoda Western blotting vyuZiva polyklondlni protilatky
a sekundérni protilatky. Detekované proteiny jsou elektrofo-
reticky rozdéleny za denaturacnich podminek, pfeneseny z gelu
na pevnou membranu a mista, na které se proteiny nenavaza-
ly, se nespecificky zablokuji, ¢imZ se zabrani vzniku faleSné
pozitivnich vysledkd. K detekci antigenu zachyceného na
membrané se vyuzije primarni protilatka, ktera se specificky
vaze na detekovany protein. Komplex protilatek a antigend je
vizualizovdn pomoci enzymu a chromogenniho substratu
podobné jako u metody ELISA, na membriné vznika viditel-
ny band v misté, kde je primarni protilatka navdzdna na dete-
kovany protein. (7, 13)

Vyznam stanovovani DPD v predikci chemorezistence
nadoru

Sledovani enzymu zapojenych do metabolismu 5-fluoroura-
cilu (DPD, tymidylét syntdza, tymidin fosforyl4za), at uz jed-
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notlivé nebo spolecné, umoZnuje optimalizaci terapie fluoro-
pyrimidiny, vybér vhodného preparitu a jeho davkovani.
Detekce exprese a aktivity téchto enzym pied zahdjenim tera-
pie miZe odhalit pacienty, ktefi s velkou pravdépodobnosti na
1é¢bu fluoropyrimidiny nebudou reagovat, nebo se u nich
dokonce objevi vazna toxicita. V té€chto ptipadech by pak paci-
ent nemusel byt vystavovian zndmému riziku toxicity a mohla
by pro néj byt navrZena jin4 forma terapie.

Dihydropyrimidin dehydrogenaza je enzym, ktery katabolicky
degradaduje vice nez 80 % prijatého 5-fluorouracilu a limituje
jeho ucinnost. Sledovéni hladiny mRNA a enzymatické aktivi-
ty DPD dovoli jest€ pred 1é¢bou pfedpovédét reakcei pacienta na

1€k. Je-1i u pacienta detekovana vysoka hladina DPD v nddoro-
vé tkani, neprojevi se dostatecné protinddorova aktivita 5-FU
apacient bude na 1é¢bu fluorouracilem rezistentni. V tomto pii-
padé by nasazeni inhibitort DPD zpomalilo odbourdvéni azvy-
Silo terapeuticky ucinek 5-FU. Pacientovi mohou byt také poda-
vany niz$i davky léku. Naopak, piili§ nizkd hladina nebo
deficience DPD zvySuje riziko toxickych a¢ink terapie zpiiso-
benych vystavenim organismu nadmérnym davkam 5-FU.

Stanovovani dihydropyrimidin dehydrogendzy a dalich enzy-
mi podilejicich se na metabolismu chemoterapeutik povede

k vétsi individualizaci 1é€by, niZsi toxicit€ a vEtsi ucinnosti
1écby nddorovych onemocnéni.

Literatura:

1. Kuhn JD: Fluorouracil and the new fluorinated pyrimidines. The Annals of
Pharmacotherapy 2001; 35: 217-226.

2. Grem JL, Yee LK, Venzon DJ, Takimoto CH, Allegra CJ.: Inter- and
intraindividual variation in dihydropyrimidine dehydrogenase activity in
peripheral blood mononuclear cells. Cancer Chemother Pharmacol 1997; 40,
117-125.

3. Gorlick R, Bertino JR: Drug resistance in colon cancer. Seminars in oncology
1999; 26 (6): 606-611.

4. Malet-Martino M, Martino R: Clinical studies of three oral prodrugs of 5-
fluorouracil (Capecitabine, UFT, S-1): A review. The Oncologist 2002; 7: 288-
323.

5. Lamont EB, Schilsky RL: The oral fluoropyrimidines in cancer chemotherapy.
Clinical Cancer Research 1999; 5: 2289-2296.

6. Yoshikawa R, Kusunoki M, Yanagi H, Noda M, Furuyama J, Yamamura T, et
al: Dual antitumor effects of 5-fluorouracil on the cell cycle in colorectal
carcinoma cells: A novel target mechanism concept for pharmacokinetic
modulating chemotherapy. Cancer Research 2001; 61: 1029-1037.

7. Collie-Duguid ESR, Johnston SJ, Boyce L, Smith N, Cowieson A, Cassidy J,
et al: Thymidine phosphorylase and dihydropyrimidine dehydrogenase protein
expression in colorectal cancer. Int J Cancer 2001; 94, 297-301.

8. Salonga D, Danenberg KD, Johnson M, Metzger R, Groshen S, Tsao-Wei DD,
et al: Colorectal tumors responding to 5-fluorouracil have low gene expression
levels of dihydropyrimidine dehydrogenase, thymidilate synthase and
thymidine phosphorylase. Clin Cancer Res 2000; 6, 1322-1327.

9. Fernandez-Salguero P, Gonzales FJ, Etienne MC, Milano G, Kimura S.:
Correlation between catalytic activity and protein content for the
polymorhically expressed dihydropyrimidine dehydrogenase in human
lymphocytes. Biochem Pharmacol 1995; 50 (7), 1015-1020.

10. Hiroyasu S, Shiraishi M, Samura H, Tokashiki H, Shimoji H, Isa T, Muto Y:
Clinical relevance of the concentrations of both pyrimidine nucleoside
phosphorylase (PyNPase) and dihydropyrimidine dehydrogenase (DPD) in
colorectal cancer. Jpn J Clin Oncol 2001; 31(2): 65- 68.

11. Ikeguchi M, Hirooka Y, Makino M, Kabara N: Dihydropyrimidine
dehydrogenase activity of cancerous and non-cancerous tissues in liver and
large intestine. Oncol Rep 2001; 8(3): 621-625.

12. Johnson MR, Wang K, Smith JB, Heslin MJ, Diasio RB.: Quantitation of
dihydropyrimidine ~dehydrogenase expression by real-time reverse
transcription polymerase chain reaction. Anal Biochem 2000; 278, 175-184.

13. Johnston SJ, Ridge SA, Cassidy J, McLeod HL.: Regulation of
dihydropyrimidine dehydrogenase in colorectal cancer. Clin Cancer Res 1999;
5, 2566-2570.

14. Ishikava Y, Kubota T, Otani Y, Watanabe M, Teramoto T, Kumai K, et al:
Dihydropyrimidine dehydrogenase and messenger RNA levels in gastric
cancer: Possible predictor for senzitivity to 5-fluorouracil. Jpn J Cancer Res
2000; 91, 105-112.

15. Ishikava Y, Kubota T, Otani Y, Watanabe M, Teramoto T, Kumai K, et al:
Dihydropyrimidine dehydrogenase activity and messenger RNA level may by
related to the antitumor effect of 5-fluorouracil on human tumor xenografts in
nude mice. Clin Cancer Res 1999; 5, 883-889.

16. Milano G, Etienne MC, Pierrefite V, Barberi-Heyob M, Deporte-Fety R, Renée
N.: Dihydropyrimidine dehydrogenase deficiency and fluorouracil related
toxicity. BrJ Cancer 1999; 79 (3/4), 627 —630.

17. Raida M, Schwabe W, Hiusler P, Van Kuilenburg ABP, Van Gennip AM,
Behnke D, et al: Prevalence of a common point mutation in the
dihydropyrimidine dehydrogenase (DPD) gene within the 5’-splice donor site
of intron 14 in patients with severe 5-fluorouracil (5-FU)-related toxicity
compared with controls. Clin Cancer Res 2001; 7, 2832-2839.

18. Wei X, McLeod HL, McMurrough J, Gonzalez FJ, Fernandez-Salguero P:
Molecular basis of the human dihydropyrimidine dehydrogenase deficiency
and S-fluorouracil toxicity. The Journal of Clinical Investigation 1996; 3:
610-615.

19. Van Kuilenburg ABP, Vreken P, Abeling NG, Meinsma R, Van Lenthe H, De
Abreu RA, et al: Genotype and phenotype in patiens with dihydropyrimidine
dehydrogenase deficiency. Hum Genet 1999; 104: 1-9.

20. Takechi T, Okabe T, Fujioka A, Mukarami Y, Fukushima M.: Relationship
between protein levels and gene expression of dihydropyrimidine
dehydrogenase in human tumor cells during growth in culture and in nude
mice. Jpn J Cancer Res 1998; 89, 1144-1153.

21. Yamashita K, Mikami Y, Ikeda M, Yamamura M, Kubozoe T, Urakami A, et
at: Gender gifferences in the dihydropyrimidine dehydrogenase expression of
colorectal cancers. Cancer Letters 2002; 188: 231-236.

22. Bressolle F, Julia JM, Pinguet F, Uchou M, Astre C, Duffour J, et al: Circadian

222 KLINICKA ONKOLOGIE 16 5/2003

rythm of 5-fluorouracil population pharmacokinetics in patiens with metastatic
colorectal cancer. Cancer Chemother Pharmacol 1999; 44: 295-302.

23. Porsin B, Formento JL, Filipski E, Etienne MC, Francouzu M, Renée N, et al:
Dihydropyrimidine dehydrogenase circadian rhythm in mouse liver:
comparison between enzyme activity and gene expression. European Journal
of Cancer 2003, 39: 822-828.

24. McLeod HL, Sludden J, Murray GI, Keenan RA, Davidson Al, Park K, et al:
Characterization of dihydropyrimidine dehydrogenase in human colorectal
tumours. British Journal of Cancer 1998; 77(3): 461-465.

25. Yokota H, Fernadez-Salguero P, Furuya H, Lin K, McBride OW, Podschun B,
et al: cDNA cloning and chromosome mapping of human dihydropyrimidine
dehydrogenaze, an enzyme associated with 5-fluorouracil toxicity and
congenial thymine uraciluria. J Biol Chem 1994; 269 (37), 23192-23196.

26. Johnson MR, Wang K, Tillmanns S, Albin N, Diasio RB: Structural
organisation of the human dihydropyrimidine dehydrogenase gene. Cancer
Research 1997; 57: 1660-1663.

27. Wei X, Elizondo G, Sapone A, McLeod HL, Faunko H, Fernandez-Salguero
P, et al: Characterization of the human dihydropyrimidine dehydrogenase
gene. Genomics 1998; 51: 391-400.

28. Lu ZH, Zhang R, Diasio R.: Purification and characterization of
dihydropyrimidine dehydrogenase from human liver. J Biol Chem 1992; 267
(24), 102-117.

29. Dobritzsch D, Schneider G, Schnackerz KD, Lingvist Y: Crystal structure of
dihydropyrimidine dehydrogenase, a major determinant of the anti-cancer drug
5-fluorouracil. The EMBO Journal 2001; 20(4): 650-660.

30. Mori K, Hasegawa M, Nishida M, Toma H, Fukuda M, Kubota T, et al:
Expression levels of thymidine phosphorylase and dihydropyrimidine
dehydrogenase in various human tissues. Int J Oncol 2000; 17(1): 33-38.

. Stéphan T, Etienne MC, Wallays C, Milano G, Clergue F.: Depressed hepatic
dihydropyrimidine dehydrogenase activity amd fluorouracil- related toxicities.
The Am J Med 1995; 99, 685-688.

32. Chazal M, Etienne MC, Reneé N, Bourgeon A, Richelme H, Milano G.: Link
betxeen dihydropyrimidine dehydrogenase activity in peripheral blood
mononuclear cells and liver. Clin Cancer Res 1996; 2, 507-510.

33. Ikeguchi M, Makino M, Kabara N: Thymidine phosphorylase and
dihydropyrimidine dehydrogenase activity in colorectal carcinoma and patiens
prognosis. Lagenbeck’s Arch Surg 2002; 387: 240-245.

34. Tanaka-Nozaki M, Onda M, Tanaka N, Kato S: Variations in 5-fluorouracil
concentrations of colorectal tissues as compared with dihydropyrimidine
dehydrogenase (DPD) enzyme activities and DPD messenger RNA levels. Clin
Cancer Res 2001; 7: 2783-2787

35. Hirano Y, Kageyama S, Ushiyama T, Suzuki K, Fujita K: Clinical significance
of thymidine phosphorylase and dihydropyrimidine dehydrogenase expression
in transitional cell cancer. Cancer Chemother Pharmacol 2003; 51(1): 29-35.

36. lizumi T, Hariu K, Sato M, Sato S, Shimizu H, Tomomasa H, et al: Thymidine
phosphorylase and dihydropyrimidine dehydrogenase in bladder cancer. Urol
Int 2002; 68(2): 122-125.

37. Hirano Y, Takayama T, Kageyama S, Ushiyama T, Suzuki K, Fujita, K:
Thymidine phosphorylase and dihydropyrimidine dehydrogenase in renal cell
carcinoma: relationship between histological parameters and chemosenzitivity
to S5-fluorouracil. Eur Urol 2003; 43(1): 45-52.

38. Haaz MC, Fishel JL, Formento P, Reneé N, Etienne MC, Milano G.: Impact of
different fluorouracil biochemical modulators on cellular dihydropyrimidine
dehydrogenase. Cancer Chemother Pharmacol 1996; 38, 52-58.

39. Meropol NJ: Oral fluoropyrimidines in the treatment of colorectal cancer.
European Journal of Cancer 1998; 34(10): 1509-1513.

40. Saleem A, Yap J, Osman S, Brady F, Suttle B, Lucas SV, et al: Modulation of
fluorouracil tissue pharmacokinetics by eniluracil: in-vivo imaging of drug
action. Lancet 2000; 355: 2125-2131.

. Hirata K, Horikoshi N, Aiba K, Okazaki M, Denno R, Sasaki K, et al:
Pharmacokinetic study of S-1, a novel oral fluorouracil antitumor drug.
Clinical Cancer Research 1999; 5: 2000-2005.

42. Yoneda K, Samoto T, Ueba E, Osaki T: The inhibitory action of BOF-A2, a 5-
fluorouracil derivate, on squamous cell carcinoma. Cancer Letters 1999; 137:
17-25.

43. Mocellin S, Rossi CR, Pilati P, Nitti D, Marincola FM: Quantitative real-time
PCR: a powerful ally in cancer research. Trends in Molecular Biology 2003;
9(5): 189-195.

44. Bustin SA: Quantification of mRNA using real-time reverse transcription PCR
(RT-PCR): trends and problems. Journal of Molecular Endocrino-logy 2002;
29:23-39.

45. Crowther JR: The ELISA Guidebook. Methods in molecular biology, volume
149. Humana Press Inc, 2000.

3

—_

4

juy



