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Metabolismus a mechanismy pÛsobení fluoropyrimidinÛ
Fluorouracil je nejpouÏívanûj‰ím pfiedstavitelem fluoropy-
rimidinov˘ch chemoterapeutik. Byl syntetizován Heidel-
bergerem pfied více neÏ 40 lety. PouÏívá se jako chemotera-
peutikum u rÛzn˘ch forem solidních nádorÛ, pfiedev‰ím
kolorektálních karcinomÛ, nádorÛ Ïaludku, jater a pankrea-
tu. Nev˘hodou je jeho toxicita, ‰iroká inter i intraindividu-
ální variabilita a ovlivnûní léãebné odpovûdi cirkadiánním
rytmem. Nejvy‰‰í koncentrace 5-FU v plazmû byly namû-
fieny ve 4 hodiny ráno, nejniÏ‰í pak ve 13 hodin odpoledne.
(1, 2)
Metabolismus 5-FU normálnû probíhá v játrech (80%). Pfies
10 % 5-FU je vylouãeno moãí v nezmûnûné podobû. 5-FU je
do bunûk pfiijímán stejnou transportní cestou jako uracil. Ten-
to systém je energeticky nezávisl˘. Anabolickou cestou vzni-
kají aktivní metabolity, katabolickou cestou je 5-FU inaktivo-
ván a vylouãen z organismu. Pro uplatnûní cytotoxického
a protinádorového úãinku je nezbytná jeho intracelulární ana-
bolická aktivace. Poloãas rozpadu 5-FU je velmi rychl˘, asi 5
aÏ 20 minut. Citlivost bunûk k 5-FU závisí na mnoha fakto-
rech, jako je napfiíklad aktivita enzymÛ zahrnut˘ch do meta-
bolismu fluoropyrimidinÛ, dostupnost kofaktorÛ pro tyto enzy-
my, mnoÏství redukovan˘ch folátÛ v buÀce, které stabilizují
ternární komplex s tymidylát syntázou, a endogenních deoxy-
uridinmonofosfátÛ (dUMP). (3, 4)
Vzniklé aktivní metabolity 5-FU (FUTP, FdUMP a FdUTP)
zpÛsobují po‰kození buÀky. FUTP je inkorporován do jader-
né a cytoplazmatické RNA, tím se zmûní její funkce a sníÏí se
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Ïivotaschopnost buÀky. FdUMP inhibuje enzym tymidylát
syntázu (TS), která je nezbytná pro tvorbu jednoho z deoxyri-
bonukleotidÛ pro syntézu DNA, tvorbou stabilního komple-
xu. FdUTP mÛÏe b˘t zaãleÀován enzymem DNA polymerá-
zou do DNA, tím se sníÏí její stabilita a vznikají fragmenty
DNA. (1, 3 - 5)
Protinádorov˘ úãinek 5-FU tedy spoãívá ve dvou hlavních
úãincích: 
a) v tvorbû 5-fluoro-2’-deoxyuridin-5-monofosfátu (FdUMP),

kter˘ se váÏe na enzym tymidylát syntázu a brání tak tvor-
bû nukleotidu tymidin monofosfátu (TMP) a inhibuje syn-
tézu DNA. 

b) 5-FU je také pfiemûÀován na 5-fluorouridin-5’-trifosfát
(FUTP), kter˘ se zaãleÀuje do RNA a tím ovlivÀuje její
funkce v zasaÏené buÀce.

Na úrovni bunûãného cyklu pÛsobí 5-FU na bunûãné linie
v rÛzn˘ch fázích, podle typu linie a aplikované dávky. U paci-
entÛ s kolorektáním karcinomem byla po chemoterapii pozo-
rována zástava bunûk v S a G2/M fázi. (6)

DPD a její vliv na rezistenci k fluoropyrimidinÛm
Prvním katabolick˘m krokem je redukce pyrimidinového kru-
hu 5-FU enzymem dihydropyrimidin dehydrogenázou (DPD).
Deficience tohoto enzymu u pacientÛ léãen˘ch fluoropyrimi-
diny je spojena s váÏnou toxicitou (5). V˘sledn˘m produktem
katabolismu 5-FU je fluoro-β-alanin (FBAL). Tento metabo-
lit je vyluãován moãí, má dlouh˘ poloãas rozpadu a mÛÏe pÛso-
bit neurotoxicky. (1, 3 – 5)



dina DPD mÛÏe sníÏit citlivost bunûk k 5-FU a zpÛsobit rezi-
stenci. 
Variabilita v toxicitû a reakci na lék mÛÏe b˘t ãásteãnû zpÛso-
bena genetickou deficiencí enzymu DPD. U malého procenta
populace (ménû neÏ 3%) je aktivita DPD v˘znamnû sníÏená
(aÏ o 50% proti prÛmûrné kontrole). Tato porucha (tzn.
neschopnost degradovat 5-FU) mÛÏe mít za následek pfiedem
neoãekávatelné a velice závaÏné toxické úãinky u pacientÛ
podstupujících 5-FU chemoterapii. Nejãastûj‰í mutací vedou-
cí k deficienci DPD je zámûna nukleotidu G za A v intronu 14,
která zpÛsobuje ‰patn˘ sestfiih mRNA a vznik nefunkãního
enzymu. Pacienti, pro nûÏ je 5-FU vysoce toxick˘, mohou b˘t
zfiejmû heterozygotní nebo homozygotní pro mutantní gen
DPD. (9, 16 - 19)
DPD aktivita mÛÏe b˘t ovlivnûna rÛzn˘mi faktory: obsah enzy-
mu, pfiítomnost DPD inhibitorÛ (cisplatina, uridin, allopuri-
nol), hladina NADPH kofaktorÛ. (2, 20) Nûkteré studie pou-
kazují na souvislost mezi hladinou nádorové DPD a pohlavím,
u Ïen byla nalezena niÏ‰í hladina. (16, 21, 22). Hladina DPD
je také zfiejmû ovlivnûna cirkadiánním rytmem. (2, 22, 23) Jiné
studie tuto skuteãnost nepotvrdily. (24)

Struktura a funkce dihydropyrimidin
dehydrogenázy
Dihydropyrimidin dehydrogenáza (DPD,
EC 1.3.1.2) je poãáteãním a limitujícím
enzymem v katabolismu pyrimidinov˘ch
bází, redukuje dvojnou vazbu uracilu
i tyminu: 

pyrimidin + NADPH <=> dihydro-
pyrimidin + NADP+

a podílí se na vzniku β-alaninu u savcÛ.
V buÀce je pfiítomna v cytoplazmû. Nativ-
ní savãí enzym má molekulární hmotnost
210 kDa a je tvofien dvûma identick˘mi
podjednotkami. (28)
Lidsk˘ DPD gen byl lokalizován na první
chromozóm (1p22) a je dlouh˘ nejménû
950 kb. Je tvofien 23 exony, z nichÏ nejdel-
‰í je exon 23 (961 bp) a nejkrat‰í je exon
15 (69 bp). Transkripcí vzniká mRNA
o velikosti 3,4 kb. Lidská cDNA kóduje
protein skládající se z 1025 aminokyselin
s pfiedpokládanou molekulární hmotností
111 kDa. (25 - 26)
Exprese DPD mRNA je tkáÀovû specific-
ká, DPD enzym je u zdrav˘ch jedincÛ pfií-
tomen hlavnû v játrech. (30 - 32) Aktivi-
ta v normální tkáni je variabilní. Vy‰‰í
aktivita DPD enzymu byla mimo jaterní
tkáÀ detekována také v pankreatu, cervi-
xu a nádorech prsu. NiÏ‰í hladina DPD je
v buÀkách Ïaludku, prostaty, moãového
mûch˘fie a moãovodÛ. (11, 30) V primár-
ním kolorektálním nádoru i metastázách
je niÏ‰í stupeÀ exprese DPD neÏ ve zdra-
vé mukóze. (7, 11, 13, 33, 34) V nádorech
moãového mûch˘fie a moãov˘ch cest byla
pozorována vy‰‰í hladina DPD ve srov-
nání s pfiíslu‰nou zdravou tkání. (35 - 37)

Inhibitory dihydropyrimidin dihydro-
genáza, jejich v˘hody a nev˘hody
Potlaãení úãinku DPD je spojeno s pro-
dlouÏením pfiítomnosti 5-FU v plazmû.
Látky, které slouÏí jako inhibitory DPD
aktivity, zvy‰ují úãinek 5-FU v pfiípadû,
je-li hladina DPD pfiíli‰ vysoká. 5-FU není
tak rychle pfiemûÀován na neaktivní meta-
bolity a u pacienta se mÛÏe sníÏit stupeÀ
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Aktivita 5-FU je limitována jeho rychlou degradací dihydro-
pyrimidin dehydrogenázou. Více neÏ 80 % 5-FU je degrado-
váno v játrech. Jen malá ãást pfiijmuté dávky 5-FU se dostane
do nádoru, kde se mohou uplatnit protinádorové úãinky látky.
Vysoká hladina nádorové DPD umoÏní katalyzovat pfiemûnu
5-FU na neaktivní produkty dfiíve, neÏ mohou b˘t vytvofieny
cytotoxické nukleotidy a neprojeví se tak protinádorov˘ efekt
léãiva. Deficience DPD vede k vy‰‰ímu riziku váÏné toxicity
zásluhou vysoké expozice organismu 5-FU. U pacientÛ s kolo-
rektálním nádorem reagujících na léãbu 5-fluorouracilem byla
nalezena niÏ‰í exprese DPD ve srovnání s pacienty, ktefií na
léãbu neodpovídali. (3, 7) Na druhé stranû, v nûkter˘ch studi-
ích souvislost aktivity DPD s reakcí na 5-FU a pfieÏíváním paci-
entÛ nebyla pozorována. (9 - 11)
Byla pozorována závislost mezi hladinou DPD mRNA a akti-
vitou DPD enzymu u kolorektálních nádorÛ. (7, 12 - 15) Je-li
v tkáni vysoká hladina mRNA a vysoká aktivita DPD enzy-
mu, je 5-FU rychle katabolizován na 2-fluoro-α-alanin a je
potlaãena anabolická konverze 5-FU fosforylací na FUMP
a FUTP. Hladina mRNA a enzymatická aktivita DPD by moh-
ly pfiedpovûdût senzitivitu pacienta k léãbû 5-FU. Vysoká hla-

Poãáteãní anabolická aktivace 5-fluorouracilu (5-FU) mÛÏe probíhat dvûma cestami. Buì pfiím˘m
pfienosem ribóza fosfátu z fosforibozyl pyrofosfátu, katalyzovan˘m enzymem OPRTázou (fosfo-
ribozyltransferáza kyseliny orotové) za vzniku fluorouridinmonofosfátu (FUMP), nebo dvojkro-
kov˘m procesem, zahrnujícím navázání ribózy enzymem uridin fosforylázou (UP) za vzniku flu-
orouridinu (FUrd) a jeho následnou fosforylaci uridin kinázou (UK). Produkty tûchto reakcí jsou
dále fosforylovány uridin monofosfát kinázou (UPK) a uridin difosfát kinázou (U2PK) na fluo-
rouridin difosfát (FUDP) a fluorouridin trifosfát (FUTP), kter˘ je inkorporován RNA polymerá-
zou do RNA.  FUDP mÛÏe b˘t konvertován ribonukleotid reduktázou (RnR) na fluorodeoxyuri-
din difosfát (FdUDP), kter˘ je poté metabolizován na fluorodeoxyuridin monofosfát (FdUMP)
nebo fluorodeoxyuridin trifosfát (FdUTP) zaãleÀovan˘ DNA polymerázou do DNA. Úãinkem
enzymu tymidin fosforyláza (TP) na 5-FU vzniká fluorodeoxyuridin (FdUrd), kter˘ je tymidin
kinázou pfiemûnûn na FdUMP.

Obr. 1: Anabolismus 5-fluorouracilu

Obr. 2: Katabolické odbourávání 5-FU

Dihydropyrimidin dehydrogenáza (DPD) inaktivuje 5-fluorouracil (5-FU) redukcí pyrimidinové-
ho kruhu na 5’,6’-dihydrofluorouracil (DHFU), kter˘ mÛÏe b˘t pfiemûnûn dihydropyrimidinázou
(DHP) na 5-fluoroureido propionovou kyselinu (FUPA). Ta je za katal˘zy β-ureido propionázy
(Upr) a za uvolnûní NH3 a CO2 konvertována na fluoro-β-alanin (FBAL).
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rezistence. Dramatická redukce 5-FU katabolismu ov‰em musí
b˘t doprovázena také sníÏením dávek 5-FU, aby bylo zame-
zeno pfiípadn˘m závaÏn˘m toxick˘m úãinkÛm. (38)
Tyto inhibitory lze rozdûlit do dvou skupin podle jejich úãin-
ku: ireverzibilní inaktivátory (eniluracil) a reverzibilní inhibi-
tory (uracil, CDHP, CNDP).
Do první skupiny patfií eniluracil (5-ethynyluracil). Kovalent-
nû se váÏe na DPD a nevratnû tak inhibuje katalytickou akti-
vitu tohoto enzymu. Jeho podání sniÏuje inter a intraindividu-
ální variabilitu a vliv cirkadiánního rytmu. Perorálnû podávan˘
eniluracil inaktivuje DPD v gastrointestinálním traktu a ját-
rech, ãímÏ zesílí dostupnost (aÏ na 100%) a poloãas Ïivota 5-
FU (aÏ na 4 – 6 hodin). Eniluracil v kombinaci s 5-FU byl tes-
tován na zvífiatech a bylo pozorováno v˘razné zv˘‰ení 5-FU
úãinnosti. Mezi neÏádoucí úãinky patfií nevolnost a prÛjmy. (1,
5, 39, 40)
Reverzibilnû pÛsobí uracil, kter˘ v nádorové tkáni selektivnû
inhibuje degradaci 5-fluorouracilu tím, Ïe kompetitivnû inhi-
buje DPD. Malé mnoÏství 5-FU je tedy degradováno katabo-
lickou cestou. Uracil v kombinaci s tegafurem v pomûru 4:1
pfiedstavuje dal‰í léãivo UFT (uracil/tegafur). Tegafur slouÏí
jako „prodrug“ 5-FU, je konvertován enzymy v játrech na 5-
FU a navozuje vysokou hladinu 5-FU v plazmû. Podávání UFT
tedy zajistí vysokou zásobu 5-FU a jeho aktivních metabolitÛ
a minimalizuje produkci inaktivních potenciálnû toxick˘ch
katabolitÛ 5-FU. UFT byl v klinick˘ch studiích vût‰inou dob-
fie tolerován a byl úãinn˘ u pacientÛ s nádory tlustého stfieva,
Ïaludku a prsu. V˘hodou je i orální aplikace léku. Mezi neÏá-
doucí úãinky opût patfií nevolnost a prÛjmy. (1, 4, 5, 39)
Dal‰ím úãinn˘m reverzibilním inhibitorem DPD je CDHP
(5-chloro-2,4-dihydroxypyridin), pÛsobí mnohem silnûji neÏ
uracil. Je souãástí chemoterapeutika S-1 vyvinutého v Japon-
sku v roce 1996. S-1 je kombinací tegafuru, 5-chloro-2,4-
dihydroxypyridinu a oxonové kyseliny s pevn˘m molárním
pomûrem 1 : 0,4 : 1. CDHP redukuje degradaci 5-FU a pro-
dluÏuje vysokou koncentraci 5-FU v plazmû, oxonová kyse-
lina pÛsobí proti pfiemûnû 5-FU na FUMP, sami o sobû nema-
jí protinádorov˘ úãinek. V preklinick˘ch zkou‰kách mûl S-1
vy‰‰í protinádorov˘ úãinek a men‰í toxicitu neÏ tegafur podá-
van˘ samostatnû. Dávkou limitovanou toxicitou byla v kli-
nick˘ch zkou‰kách myelosuprese; diarrhoea a stomatitida
byly velice mírné. Gastrointestinální toxicitu S-1 sniÏovala
kyselina oxonová. Úãinky léku byly podobné úãinkÛm kon-
venãních terapií, sníÏila se ov‰em toxicita stupnû tfii a ãtyfii.
(1, 4, 5, 39, 41)
CNDP (3-cyano-2,6-dihydroxypyridin) funguje jako reverzi-
bilní inhibitor DPD v játrech aÏ 200 krát úãinnûji neÏ uracil.
Spoleãnû s 1-ethoxymetyl-5-fluorouracilem (EM-FU) v pomû-
ru 1:1 tvofií látku oznaãovanou jako BOF-A2 (emitefur). EM-
FU je pomalu konvertován mikrozomálními enzymy, CNDP
sniÏuje eliminaci 5-FU v játrech. Experimentálnû bylo zji‰tû-
no, Ïe u zvífiat po podání BOF-A2 se v periferní krvi udrÏela
vysoká hladina 5-FU po dlouhou dobu a BOF-A2 mûl proti-
nádorov˘ úãinek. (5, 42)

Metody stanovení dihydropyrimidin dehydrogenázy
Dihydropyrimidin dehydrogenázu je moÏno detekovat rÛzn˘-
mi technikami na úrovni RNA nebo proteinu. Jednotlivé meto-
dy se li‰í citlivostí, cenou a nároãností provedení. Následující
pfiehled pojednává o nejãastûji vyuÏívan˘ch metodách pfii
detekci DPD. 
Anal˘za nukleov˘ch kyselin
Po izolaci celkové mRNA z testovaného vzorku je provedena
reverzní transkripce a amplifikace cDNA pomocí enzymu
reverzní transkriptázy. Pro tuto metodu je postaãující men‰í
mnoÏství materiálu, dal‰í v˘hodou je vysoká citlivost a snad-
ná pfiíprava vzorku. Vzniklé produkty PCR reakce je nutné nûja-
k˘m zpÛsobem detekovat. Je moÏné vyuÏít elektroforetickou
separaci v agarózovém gelu nebo chromatografii. (13, 34) 
Vysokoúãinná kapalinová chromatografie (HPLC, High Per-

formance Liquid Chromatography) je modifikací chromato-
grafie – techniky slouÏící k separaci molekul mobilní a staci-
onární fáze. Její v˘hodou oproti jednodu‰‰í a levnûj‰í elektro-
foréze je vy‰‰í citlivost metody. Analyzovaná látka je
rozpu‰tûná v rozpou‰tûdle, tato kapalná mobilní fáze je nane-
sena na chromatografickou kolonu, kde dochází k interakcím
mezi pevnou sloÏkou a mobilní fází. RÛzné sloÏky analyzo-
vané smûsi mají rÛznou afinitu ke stacionární fázi, jsou roz-
dílnû zadrÏovány a zpoÏìovány. Pfiístroj detekuje jednotlivé
procházející sloÏky analyzované smûsi, které dospûjí k detek-
toru v rÛzn˘ch retenãních ãasech. (13, 16, 34)
Klasická PCR metoda slouÏí k specifické amplifikaci frag-
mentu DNA. Po nûkolikanásobném opakování cyklu denatu-
race dvoufietûzce DNA na jednofietûzec – hybridizace prime-
rÛ – polymerace, se mnohonásobnû zv˘‰í poãet kopií
amplifikovaného úseku DNA.
Metoda real-time PCR umoÏÀuje sledování vznikajícího PCR
produktu pfiímo v prÛbûhu celého amplifikaãního procesu
a následné stanovení koncentrace neznámého vzorku. Pro
kvantifikaci se mohou vyuÏívat interkalaãní barviva, napfi. Sybr
Green I, specifickou detekci umoÏÀují sondy, coÏ jsou umûle
nasyntetizované oligonukleotidy, o velikosti 20 – 30 nukleo-
tidÛ, komplementární k amplifikované oblasti, které se váÏí
mezi primery specifické pro danou oblast. Fluorescenãní záfie-
ní vznikající bûhem reakce je zaznamenáno pfiístrojov˘m ana-
lyzátorem a s kaÏdou vytvofienou molekulou amplikonu
narÛstá jeho intenzita. Jako referenãní geny se vyuÏívají hou-
sekeeping geny, nejãastûji gen pro GAPDH nebo β-aktin, kte-
ré slouÏí jako endogenní kontrola se znám˘m poãtem kopií.
Tato metoda umoÏÀuje stanovení koncentrace v rozsahu nûko-
lika fiádÛ, je pfiesnûj‰í a citlivûj‰í neÏ klasická PCR, probíhá
v uzavfieném systému, redukuje chyby a podmínky PCR lze
pomûrnû rychle optimalizovat. (12, 43, 44)
Nev˘hodou metod zaloÏen˘ch na studiu nukleov˘ch kyselin je
fakt, Ïe není detekována pfiímo aktivita proteinu v dané tkáni.
Stanovení DPD na úrovni proteinu
Imunochemické metody detekce DPD jsou zaloÏeny na spe-
cifické reakci antigenu a protilátky. Nejãastûji se vyuÏívají
metody ELISA a Western blotting. 
ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) je metoda
slouÏící k zji‰Èování pfiítomnosti protilátek proti urãitému
antigenu.UmoÏÀuje stanovení DPD enzymu za vyuÏití pro-
tilátek proti DPD. V pfiípadû stanovení DPD lze vyuÏít tzv.
sendviãovou modifikaci. Vzorek, obsahující zji‰Èovan˘ anti-
gen, se aplikuje na destiãku, na kterou je vázána protilátka
proti DPD. Druhá protilátka je znaãená enzymem a reaguje
s jin˘mi determinanty na povrchu molekuly zji‰Èovaného
antigenu (v tomto pfiípadû enzymu DPD). Po pfiidání chro-
mogenního substrátu je moÏné detekovat fotometricky bare-
vnou zmûnu substrátu. Jde o jednoduchou, rychlou a finanã-
nû nenároãnou techniku s vysokou citlivostí a specifitou.
Nev˘hodou je to, Ïe není stanovena pfiímá aktivita proteinu
v tkáni. (3, 5, 10, 11, 33, 34, 45)
Metoda Western blotting vyuÏívá polyklonální protilátky
a sekundární protilátky. Detekované proteiny jsou elektrofo-
reticky rozdûleny za denaturaãních podmínek, pfieneseny z gelu
na pevnou membránu a místa, na která se proteiny nenaváza-
ly, se nespecificky zablokují, ãímÏ se zabrání vzniku fale‰nû
pozitivních v˘sledkÛ. K detekci antigenu zachyceného na
membránû se vyuÏije primární protilátka, která se specificky
váÏe na detekovan˘ protein. Komplex protilátek a antigenÛ je
vizualizován pomocí enzymu a chromogenního substrátu
podobnû jako u metody ELISA, na membránû vzniká viditel-
n˘ band v místû, kde je primární protilátka navázána na dete-
kovan˘ protein. (7, 13)

V˘znam stanovování DPD v predikci chemorezistence
nádorÛ
Sledování enzymÛ zapojen˘ch do metabolismu 5-fluoroura-
cilu (DPD, tymidylát syntáza, tymidin fosforyláza), aÈ uÏ jed-
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notlivû nebo spoleãnû, umoÏnuje optimalizaci terapie fluoro-
pyrimidiny, v˘bûr vhodného preparátu a jeho dávkování.
Detekce exprese a aktivity tûchto enzymÛ pfied zahájením tera-
pie mÛÏe odhalit pacienty, ktefií s velkou pravdûpodobností na
léãbu fluoropyrimidiny nebudou reagovat, nebo se u nich
dokonce objeví váÏná toxicita. V tûchto pfiípadech by pak paci-
ent nemusel b˘t vystavován známému riziku toxicity a mohla
by pro nûj b˘t navrÏena jiná forma terapie. 
Dihydropyrimidin dehydrogenáza je enzym, kter˘ katabolicky
degradaduje více neÏ 80 % pfiijatého 5-fluorouracilu a limituje
jeho úãinnost. Sledování hladiny mRNA a enzymatické aktivi-
ty DPD dovolí je‰tû pfied léãbou pfiedpovûdût reakci pacienta na

lék. Je-li u pacienta detekována vysoká hladina DPD v nádoro-
vé tkáni, neprojeví se dostateãnû protinádorová aktivita 5-FU
a pacient bude na léãbu fluorouracilem rezistentní. V tomto pfií-
padû by nasazení inhibitorÛ DPD zpomalilo odbourávání azv˘-
‰ilo terapeutick˘ úãinek 5-FU. Pacientovi mohou b˘t také podá-
vány niÏ‰í dávky léku. Naopak, pfiíli‰ nízká hladina nebo
deficience DPD zvy‰uje riziko toxick˘ch úãinkÛ terapie zpÛso-
ben˘ch vystavením organismu nadmûrn˘m dávkám 5-FU. 
Stanovování dihydropyrimidin dehydrogenázy a dal‰ích enzy-
mÛ podílejících se na metabolismu chemoterapeutik povede
k vût‰í individualizaci léãby, niÏ‰í toxicitû a vût‰í úãinnosti
léãby nádorov˘ch onemocnûní.
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