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SAZETAK

Cilj istrazivanja: Cilj ovog rada jest sistematicno i pregledno prikazati farmakogenetiku 5-fluorouracila
(5-FU-a) i polimorfizme gena za dihidropirimidin-dehidrogenazu (DPYD) koji utje¢u na ucinkovitost i
sigurnost terapije 5-FU-om. Time bi se zdravstvenim djelatnicima olaksala odluka o odbacivanju ili odabiru
i individualizaciji terapije 5-FU-om prema odredenom genotipu onkoloskog pacijenta kojem je potrebno

lijeCenje 5-FU-om, a sve u svrhu sigurnog lijeCenja i prevencije teskih nuspojava i smrti.

Materijali i metode: Pretrazena je znanstvena literatura objavljena u bazama podataka Medline i PubMed
u posljednjih 10 godina. Takoder su pretrazene publikacije stru¢nih udruga i institucija, baze lijekova te
ostali znanstveni izvori. Komentirane su terapijske smjernice za primjenu i individualizaciju terapije
5-FU-om (polimorfizmi gena DPYD-a ¢.1905+1G>A, ¢.1679T>G, ¢.2846A>T i ¢.1236G>A). Opisana je i
moguca vaznost drugih polimorfizama DPYD-a (¢c.496A>G, ¢.85T>C i ¢.2194G>A) te su navedene i
meduetni¢ke i medurasne razlike u ucestalosti nekih polimorfizama DPYD-a. lzneseni su i podaci o
moguénostima individualizacije terapije 5-FU-om u Hrvatskoj, tj. informacije o laboratorijima koji provode

genotipizaciju DPYD-a.

Rezultati: Aktivnost enzima dihidropirimidin-dehidrogenaze (DPD) ogranicavajuéi je faktor brzine
metabolizma 5-FU-a i podlijeze velikoj varijabilnosti stoga su bolesnici s nedostatkom DPD-a pod
povecanim rizikom od toksi¢nosti povezane s fluoropirimidinima. Smjernice za genotipizaciju DPYD-a i
doziranje fluoropirimidina izdane od strane CPIC-a (Clinical Pharmacogenetics Implementiation
Consortium) uklju¢uju 4 varijante gena DPYD za koje je dokazano da smanjuju aktivnost DPD-a
(c.1905+1G>A, ¢.1679T>G, ¢.2846A>T i c.1236G>A). Proucavani su i drugi polimorfizmi (c.496A>G,
€.85T>C i ¢.2194G>A) te veclina rezultata govori u prilog smanjene aktivnosti enzima DPD-a uslijed

njihove prisutnosti. U talijanskoj randomiziranoj studiji Three or six colon adjuvant (TOSCA) ozbiljne i



teSke nuspojave zabiljeZene su u 38,2 % ispitanika (nositelji mutacija ¢.2194G>A, ¢.1905+1G>A i
¢.496 A>@G). Klini¢ko ispitivanje Pan-European Trials in an Alimentary Tract Cancer (PETACC-8) takoder
potvrduje gore navedeno jer je u istom utvrdeno da su se ozbiljne nuspojave javljale u 85,7 % nositelja
mutacije ¢.2846A>T i 60,8 % nositelja mutacije ¢.2194G>A. Bozina i suradnici su zabiljeZili ozbiljne
nuspojave u ¢ak 56,3 % ispitanika (nositelji varijanti c.496 A>G ili ¢.2194G>A) dok mutacija c.85T>C nije
bila povezana s razvojem ozbiljnih nuspojava. U radu Henricks i suradnika pokazano je da je predterapijsko

testiranje isplativo ili barem ne predstavlja dodatni troSak za zdravstveni sustav.

Zakljucak: Nositelji inaktiviraju¢ih alela DPYD-a imaju znacajno veéi rizik ozbiljnih nuspojava. Zbog
toga su izdane preporuke za obavljanje geneti¢kog testiranja DPYD-a ili mjerenja aktivnosti DPD-a prije
primjene lijeka. Time se olaksava odluka 0 odabiru 5-FU-a i doze prema pacijentovom genetickom profilu
te se smanjuju troSkovi zdravstvene zastite jer Se poboljSava lijeCenje i smanjuju rizici koji, osim §to
predstavljaju tesko stanje i patnju za pacijenta, za zdravstveni sustav predstavljaju i troSak u zbrinjavanju

nuspojava lije¢enja.

Kljuéne rijeci: dihidropirimidin-dehidrogenaza (DPD), farmakogenetika, genski polimorfizam DPYD,

nuspojave 5-FU, 5-fluorouracil



SUMMARY

Objectives: This thesis aim is to systematically and clearly present the pharmacogenetics of 5-fluorouracil
(5-FU) and DPYD gene polymorphisms that affects the efficacy and safety of 5-FU therapy. Healthcare
professionals would find it easier to decide whether to reject or select and individualize 5-FU therapy
according to the specific genotype of an oncology patient in need of 5-FU treatment, thus providing the

safe treatment and prevention of severe side effects and death.

Materials and methods: The scientific literature in databases Medline and PubMed in the last 10 years
has been searched. Publications of professional associations and institutions, drug databases and other
scientific sources also were searched. Therapeutic guidelines for the application and individualization of
5-FU therapy are commented (the most important polymorphisms of the DPYD gene ¢.1905+1G>A,
€.1679T>G, c.2846A>T and ¢.1236G>A). The possible importance of other DPYD polymorphisms
(c.496A>G, ¢.85T>C and ¢.2194G>A) is also described, and interethnic and interracial differences in the
frequency of some DPYD polymorphisms are listed. Information on laboratories that perform DPYD

genotyping and the possibilities of individualization of 5-FU therapy in Croatia are also presented.

Results: DPD activity is a limiting factor in the rate of 5-FU metabolism and is subject to high variability,
therefore patients with DPD deficiency are at increased risk of toxicity related to fluoropyrimidines.
Guidelines for DPYD genotyping and fluoropyrimidine dosing were published by CPIC (Clinical
Pharmacogenetics Implementation Consortium), which include 4 variants that have been shown to reduce
DPD activity (c.1905+1G>A, ¢.1679T>G, ¢.2846 A>T and ¢.1236G A). Other polymorphisms (c.496A>G,
c.85T>C and ¢.2194G>A) have been studied in various studies and most of the results speak in favor of
reduced activity of DPD enzymes due to their presence. In the Italian randomized study Three or six colon
adjuvant (TOSCA), serious and severe side effects were reported in 38.2 % of subjects (carriers of

mutations ¢.2194G>A, ¢.1905+1G>A and ¢.496A>G). Clinical trial Pan-European Trials in an Alimentary



Tract Cancer (PETACC-8) also confirms the above mentioned as it was found that serious side effects
occurred in 85.7 % of carriers of mutation ¢.2846A>T and 60.8 % of carriers of mutation c.2194G>A.
Bozina and co-workers reported serious side effects in 56.3 % of subjects (carriers of c.496A>G or
€.2194G>A) while ¢.85T>C mutation was not associated with the development of serious side effects. The
work of Henricks and co-workers has shown that pre-therapy testing is cost-effective or at least does not

represent an additional cost to the health care system.

Conclusion: Carriers of DPYD inactivating alleles have a significantly higher risk of serious side effects.
Therefore, recommendations have been issued to perform genetic testing for DPYD or to measure DPD
activity prior to drug administration. This facilitates the decision on the choice of 5-FU and dose
individualization according to the patient's genetic profile and reduces health care costs because it improves

treatment and reduces risks that represents suffering for the patient and cost the health system.

Keywords: dihydropyrimidine dehydrogenase (DPD), pharmacogenetics, DPYD gene polymorphism,

5-fluorouracil, 5-FU side effects
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1. UVOD I PREGLED PODRUCJA ISTRAZIVANJA

1.1. Farmakogenetika/farmakogenomika u personaliziranoj medicini

Farmakogenetika/farmakogenomika proucava gensku podlogu razlika u u¢inku i nuspojavama
lijekova medu pojedincima. Farmakogenetika proucava interakcije jednog gena i lijeka, dok
farmakogenomika prouc¢ava interakciju vise gena (ili ¢ak cijelog genoma) i lijeka. Geneticka varijabilnost
moze biti odgovorna za nastanak od 25-50 % neocekivanih reakcija na lijek koje nastaju kao posljedica
promijenjene farmakokinetike i farmakodinamike samog lijeka. Uz vazne klini¢ke ¢imbenike, kao §to su
dob, spol, komorbiditeti, funkcija jetre i bubrega te okoli$ni ¢imbenici, u Stvaranje preporuka za odabir
najprikladnijeg lijeka i doze za svakog pojedinog bolesnika sve vise se uklju¢uju i nasljedne
farmakogeneticke varijacije. Farmakogenetickim analizama radi se probir, odnosno otkrivaju se pojednici
s povecanim rizikom za nastanak neZeljenih nuspojava i prije uvodenja terapije. Taj proces prilagodavanja
terapije svakom pacijentu, kojim se postize maksimalni terapijski ucinak i sigurnost lijecenja, predstavlja
koncept "personalizirane medicine" te je sve prisutniji u medicini. Stoga su osnovana stru¢na drustva, poput
Clinical Pharmacogenetics Implementation Consortium (CPIC) i Royal Dutch Association for the
Advancement of Pharmacy - Pharmacogenetics Working Group (DPWG), koja sva nova saznanja prevode
u upute i smjernice za laksi odabir lijeka i doze prema geneti¢kom profilu pacijenta. Raste i broj lijekova

na trzistu Ciji sazetci opisa svojstava lijeka sadrzavaju informacije o farmakogenomici.

Vecina se lijekova metabolizira procesima biotransformacije u jetri koji mogu biti pod znac¢ajnim
genetickim utjecajem. Biotransformacija moze dovesti do detoksikacije i eliminacije lijeka, konverzije iz
predlijeka u aktivni oblik ili stvaranja toksi¢nih metabolita, Stoga je za sigurnu i ucinkovitu primjenu

lijekova potrebno znati koji enzimi i transporteri sudjeluju u njihovoj biotransformaciji.

Metabolizam lijekova dijeli se u reakcije faze | (oksidacija, redukcija i hidroliza) i faze Il
(konjugacijske reakcije). U fazi | izvorni se lijek prevodi u polarniji metabolit te se, ako je dovoljno polaran,

moze brzo izluciti iz organizma. Enzimi koji kataliziraju ove reakcije obuhvacaju porodicu citokroma P450


https://www.knmp.nl/patientenzorg/medicatiebewaking/farmacogenetica/pharmacogenetics-1/pharmacogenetics
https://www.knmp.nl/patientenzorg/medicatiebewaking/farmacogenetica/pharmacogenetics-1/pharmacogenetics

(CYP) i dihidropirimidin-dehidrogenazu (DPD). Ipak, mnogi metaboliti u fazi I nisu dovoljno polarni pa
se reakcijama konjugacije u fazi Il dodatno polariziraju djelovanjem N-acetiltransferaze (NAT), tiopurin-
S-metiltransferaze (TPMT), glutation-S-transferaze, uridin-difosfat glukuronil-transferaze (UGT) i ostalih
enzima. Enzimi obje faze pokazuju znacajnu polimorfnost te su veoma bitni za ucinak lijeka i njegovu
koncentraciju u krvi. Enzimi faze I sudjeluju u biotransformaciji vise od 75 % propisivanih lijekova te time

¢ine vecinu istrazivanih polimorfizama. Polimorfizmi mogu uzrokovati (1):

» produljeni i pojacani u¢inak lijeka

A\

toksi¢nost i razvoj nuspojava

Y

izostanak aktivacije predlijeka

izostanak u¢inkovitosti pri primjeni preporuc¢enih doza lijeka te potrebu za visim dozama

Y VY

aktivaciju $tetnih i alternativnih puteva metabolizma

A\

interakcije lijekova

Uz polimorfizme gena koji kodiraju enzime bitne za metabolizam lijeka, za u€inak i nuspojave veoma su
bitni i polimorfizmi gena koji kodiraju za transportere lijekova, lokuse sustava ljudskog leukocitnog
antigena (HLA), citokine i mnoge druge proteine (1). Sami polimorfizmi mogu biti u obliku heterozigota
(jedan SNP (engl. Single-Nucleotide Polymorphism) na jednom alelu), homozigota (dva identi¢éna SNP-a

na dva alela) ili slozenog heterozigota (dva razli¢ita SNP-a na bilo kojem od dva alela) (2).

1.1.1. Povezanost genotipa i fenotipa

Genotip predstavlja gensku strukturu organizma dok fenotip podrazumijeva znacajke organizma
nastale interakcijom genotipa i okolisa. Brzina metabolizma (fenotip) odredena je diplotipovima, odnosno
kombinacijom dvaju haplotipova. Diplotipovi su sastavljeni od po jednog maj¢inog i o¢evog alela (jedan
ili viSe alternativnih oblika gena nastalih mutacijom koji se nalaze na istom lokusu). Oznacavaju se

zvjezdicom (*) koja predstavlja odredenu varijaciju sekvence u genskom lokusu. Geni mogu biti izbrisani



ili udvostruceni/umnogostruceni (oznaka *1xN, *2xN, gdje je N broj kopija). Alelima se moze dodijeliti
zbroj funkcionalne aktivnosti (engl. Activity Score, AS) na naéin da se nefunkcionalnosti dodjeljuje 0,
smanjenoj funkciji 0,5 te normalnoj funkciji 1,0. Zbroj alelne aktivnosti opéenito se kreé¢e izmedu 01> 3,0
te se prema njoj definiraju fenotipovi:

o 0=PM (slabi/spori metabolizator)

o 0,5 =1IM (intermedijarni metabolizator)

o 1,0-2,0 = RM (brzi metabolizator)

o >2,0=UM (ultrabrzi metabolizator)
Ipak, pri procijeni ukupne aktivnosti enzima/transportera, uz poznavanje genotipa/fenotipa, vrlo je bitno
znati koji lijekovi su istovremeno i induktori ili inhibitori enzima/transportera. Godine 2017. CPIC je
objavio standardiziranu terminologiju nalaza genetickih varijanti i povezanog fenotipa zbog potrebe za

ujednacavanjem naziva na medunarodnoj razini (1).

Tablica 1. Standardizirana terminologija nalaza genetickih varijanti i povezanog fenotipa (1)

igateg‘orija fu .szaz za Definicija funkcije Definicija gena Primjeri
i
povecana funkcija  funkcija veca od normalne CYP2C19*17
potpuna (normalna)
normalna funkcija funkcija/ wild type” CYP2C19*
1. divlji tip
smanjena funkcja  nkeia manja od CYP2C19°9
Funkcionalni
status alela/ bez funkcije nema funkcije CYP2C19°2
svigeni nema literaturnih podataka
nepoznata funkcija o funkciji ili je CYP2C19"29
novootkriveni alel
literaturni podaci o funkciji
nesigurna funkcija su nedovoljni ili su CYP2C19*12
proturjecni
vrlo brzi aktivnost enzima je ii:lkﬂ?o;%ﬁ\:r?g:g{;"; C:;;PFE*?;Q
metaaol\!‘:zator povecana Shlzlllspﬂredbi s alela s normalnom CYP2D6
funkcijom /=N
aktivnost enzima je kombinacija alela s
. brzi metabolizator  povecana u usporedbis  normalnom funkcijom i CYP2C19
Fenotip RM NM, ali je manja u alela s povecanom M7
aktivnosti usporedbi s UM funkcijom
enzima
(CYP2C9, normalan kombinacija alela s
CYP2C19, etabolizat aktivnost enzima je normalnom funkcijomi  GYP2619
CYP2D§, m ENON:R or potpuna (normalna) alela sa smanjenom =11
CYP3AAI5, funkcijom
DPYD, —
TPMT, srednje brzi - kombinacija alela s
UGT1A1 . o smanjena aktivnost normalnom funkcijom,
! m‘;gggﬂ!:{:: enzima (aktivnost je alela sa smanjenom Ctﬁfgw
izmedu NM i PM) funkcijom ifili alela bez
funkcije
slabi (spori)  ioyca i dokinuta aktivnost  KOMbinacia alelabez gy 5649
metabolizator enzima funkcije ifili alela sa =0
PM smanjenom funkcijom




1.2. Farmakogenetika u onkologiji

Pocetkom 21. stoljeca razvijen je velik broj novih onkoloskih lijekova koji su unaprijedili lijecenje
onkoloskih bolesti. Prvenstveno je rije¢ o bioloskim lijekovima (tzv. "pametni* lijekovi) koji bi zbog
selektivnijeg djelovanja na tumorske stanice trebali biti sigurniji za pacijente, no primjenom u praksi
utvrdeno je da se nuspojave nisu smanjile niti nestale ve¢ se samo promijenio njihov profil. Naime,
antitumorski lijek ne interferira samo s procesima tumorigeneze ve¢ i s fizioloskim signalnim putovima u
stanicama (u pitanju su isti procesi) $to dovodi do oSteCenja zdravih stanica i posljedi¢nog nastanka
nuspojava, sli¢no kao i kod terapije citostaticima.

Prvi je korak u lije¢enju karcinoma odabir lijeka ili lijekova koji ¢e biti najuéinkovitiji. Odredivanje
potrebne doze temelji se na pacijentovoj povrSini tijela (engl. Body Surface Area, BSA). Ovaj nacin
odredivanja doze nije idealan budu¢i da postoje znacajne razlike izmedu samih pacijenata prema dobi,
spolu, funkciji jetre i bubrega, komorbiditetima, konkomitantnoj terapiji i aktivnosti metabolickih enzima,
a sve to moze znacajno utjecati na farmakokinetiku i farmakodinamiku lijeka (3). U posljednje vrijeme sve
se vise spominje i ucinak crijevne mikrobiote na ucinkovitost i toksi¢nost lijekova putem metabolizma,
imunomodulacije i smanjenja mikrobioloske raznolikosti (4). Stoga je jako bitno personalizirati dozu lijeka
kako bi se sprijecile nezeljene reakcije na lijek ili izostanak uéinka (3).

Visoka smrtnost zbog samog malignog oboljenja dovodi do prihvac¢anja visoke stope nuspojava
onkoloSke terapije i od strane pacijenata i regulatornih tijela, $to ni u jednoj drugoj grani medicine ne bi bio
slu¢aj. Te nuspojave nekada mogu biti vrlo teSke, pa ¢ak i smrtonosne te je utvrdeno da njihov nastanak
moze biti uvjetovan genetickom predispozicijom. One takoder mogu ogranicavati u€inkovitost lijeCenja jer
dovode do prekida lijeCenja ili promjene ucestalosti doziranja lijeka. Onkoloska farmakogenomika
proucava varijabilnost naslijedenog (engl. germline) i nenaslijedenog, somatskog (tumorskog) genoma.
Sam odgovor na onkolosku terapiju moZe biti uvjetovan i naslijedenim i tumorskim genomom. Naslijedeni
genotip utjeCe na toksicnost onkoloske terapije i tumorski odgovor, a tumorski genotip na terapijsku

ucéinkovitost.



Danas se u klinickoj onkoloskoj praksi rutinski odreduju polimorfizmi manjeg broja gena
(Tablica 2) za koje je dokazan utjecaj na u¢inkovitost i sigurnost lijeCenja. Veliki broj polimorfizama se
istrazuje, rezultati su oprjecni, no sigurno je da je farmakogenetika buducnost onkologije u smislu
otkrivanja novih biljega na temelju kojih ¢e se svakom pacijentu dati individualizirana doza uravnotezena

izmedu u¢inkovitosti i toksi¢nosti (5).

Tablica 2. Farmakogeneticki biljezi u rutinskoj onkoloskoj primjeni (5)

Gen
" - - Odgovor na lijek
genotip/ Lijek Indikacija {fer?otip} )
biomarker
UGT1A1 . " .
irinotekan rak crijeva neutropenija
DPYD fluoropirimidini rak crijeva nuspojave
Estrogenski tamoksifen rak dojke ovisan o uéinkovitost
receptor hormonu
Estrogenski anastrazol
receptor | rak dojke ovisan o - .
letrozol h uéinkovitost
progesteronski oermonu
receptor egzemestan
trastuzumab HERZ2 pozitivan
HER2 uéinkovitost
lapatinib rak dojke
cetuksimab . . )
KRAS . rak crijeva ucinkovitost
panitumumab
cetuksimab/ -
- rak crijeva
EGFR panitumumab NSCLC uginkovitost
gefitinib/erlotinib
EML4-ALK krizotinib NSCLC ucinkovitost
BRAF vemurafenib melanom uéinkovitost
KIT (c-KIT) imatinib GIST ucinkovitost

NSCLC (engl. Non-Small Cell Lung Cancer) = karcinom nemalih stanica plu¢a

GIST = gastrointestinalni stromalni tumori

1.3. Fluoropirimidini
Fluoropirimidini su skupina lijekova koja je temelj lijecenja kolorektalnog karcinoma i drugih

solidnih tumora poput karcinoma dojke, vrata i glave. Svake se godine njima lije¢i oko 2 milijuna
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novooboljelih diljem svijeta (6). Kao antimetaboliti inhibiraju sintezu deoksiribonukleinske kiesline (DNA)
u stanicama te posljedi¢no zaustavljaju rast tumorskih stanica. U tu skupinu ubrajaju se 5-fluorouracil
(5-FU) i njegovi predlijekovi kapecitabin i tegafur (Slika 1). Primijene li se doze koje pacijent ne moze
tolerirati, uz maligne, ostecuju se i zdrave stanice. IzloZenost prevelikim dozama fluoropirimidina moze se
manifestirati u obliku ozbiljnih nuspojava poput mukozitisa, dijareje, mijelosupresije, sindroma Saka-
stopalo, neurotoksi¢nosti (encefalopatija, koma) ili akutne kardijalne toksi¢nosti (aritmije, zastoj srca) koje
mogu biti smrtonosne (7). Ovakve teSke nuspojave razvije 10-40 % pacijenata na terapiji

fluoropirimidinima (6).

5-fluorouracil (5-FU) kapecitabin tegafur

Slika 1. Kemijske strukture fluoropirimidina (8, 9, 10)

Predoziranje moze biti posljedica kvara na infuzijskoj pumpi, greske u izracunu doze, pretjerane ili
sluCajne ingestije oralnog fluoropirimidina (npr. kapecitabina), konkomitantne terapije koja inhibira
metabolizam fluoropirimidina ili pak nedostatka enzima dihidropirimidin-dehidrogenaze (DPD) koji
metabolizira fluoropirimidine. Trenutno u Europskoj uniji nema zadovoljavajuceg tretmana predoziranja
fluoropirimidinima. Ovisno o ozbiljnosti stanja, pacijentima se pruza sva moguca suportivha njega
(nadoknada tekucine, antibiotici u slucaju infekcije, faktori rasta s ciljem stvaranja obrambenih leukocita,
odrzavanje krvnog tlaka i primjena analgetika) te takvi pacijenti moraju biti pod medicinskim nadzorom
jos$ 4 tjedna nakon predoziranja. Uridin-triacetat mogao bi biti u¢inkoviti antidot fluoropirimidinima jer kao

6



pirimidinski analog, nakon ingestije, podlijeze deacetilaciji do uridina koji potom kompetitivno inhibira
stani¢na o$teCenja i smrt. Europska agencija za lijekove (EMA) ovaj lijek navodi kao "orphan drug",

odnosno lijek namijenjen primjeni u rijetkim situacijama (7, 11, 12).

1.4. 5-fluorouracil (5-FU) i protokoli

5-FU indiciran je u adjuvantnom ili palijativnom lijecenju uznapredovalih stadija kolorektalnog
karcinoma, karcinoma Zeluca, gusterace, cerviksa, tumora u podrucju glave i vrata te uznapredovalog i/ili
metastatskog karcinoma dojke u odraslih osoba, kao monoterapija ili kombinirana kemoterapija (tzv.
protokoli). LijeCenje je potrebno zapoceti u bolnici zbog pracenja stanja pacijenta. Aplikacija se vrsi

intravenskom injekcijom te intravenskom ili intraarterijskom infuzijom (7, 13).

1.4.1. Doziranje 5-FU-a

5-FU lijek je s uskom terapijskom Sirinom §to znaci da je vrlo mala razlika izmedu minimalne
uc¢inkovite i maksimalno podnosljive doze (6). Doziranje ovisi, osim o tjelesnoj masi ili BSA, i o na¢inu
primjene i lije¢enja (7, 13):

a) inicijalna terapija pri dnevnoj primjeni:

» 1. v. infuzija: 15 mg/kg ili 600 mg/m? tijekom 4 sata dnevno (stopa infuzije 40 kapi/min) sve do
pojave nuspojava ili ukupno primijenjene doze u cijelom ciklusu od 12-15g
» 1. v.injekcija (potrebno sporije injektirati kroz 2-3 minute):
» 1.,2.13.dan: 12 mg/kg ili 480 mg/m?
» 5., 7.19.dan: 6 mg/kg ili 240 mg/m? (ako nema znakova toksi¢nosti nakon prva 3 dana)
» intra-arterijska infuzija: 5 ili 7,5 mg/kg dnevno (kontinuirana infuzija tijekom 24 sata)
Infuzijska primjena ima prednost zbog manje toksi¢nosti.

b) inicijalna terapija pri tjednoj primjeni:

> polaganai. v. injekcija: 15 mg/kg ili 600 mg/m?2 jednom tjedno



c) terapija odrzavanja:

» 5-10 mg/kg ili 200-400 mg/m? i. v. jednom tjedno (nakon povlacenja nuspojava i daljnjeg
poveéanja broja leukocita do 3000 - 4000/ul i broja trombocita do 80 000 - 100 000/pl)
Maksimalna dnevna doza je 1 gram 5-FU-a, a navedene doze odnose se na normalnu tjelesnu masu.

d) kombinacija 5-FU-a s drugim citostaticima ili s radioterapijom:

Dozu je potrebno odgovaraju¢e Ssmanjiti, a primjena se moze provesti u obliku 24-satne
kontinuirane intravenske drip infuzije (kap po kap). U slu¢aju kombiniranja 5-FU-a i radioterapije
primjenjuju se standardne doze 5-FU-a.

U pojedinih skupina bolesnika preporu¢ene doze potrebno je smanjiti. U pretilih pacijenata te onih
s ascitesom ili edemima dozu treba raunati prema idealnoj tjelesnoj tezini. U slu¢aju mijelosupresije (broj
leukocita <4000/ul, broj trombocita <100 000/ul), teSkog oStecenja funkcije bubrega i jetre, nakon velikih
kirurskih zahvata unazad 30 dana ili lo$e uhranjenih pojedinaca preporu¢ene doze moraju se smanjiti za
jednu tre¢inu do jednu polovinu (13). Doze je potrebno reducirati prema vazeéim smjernicama i kod

nositelja pojedinih mutacija gena za dihidropirimidin-dehidrogenazu (DPYD).

1.4.2. Posebna upozorenja i mjere opreza pri uporabi 5-FU-a

Prije i tijekom lijecenja 5-FU-om preporucuje se:

svakodnevni pregled usne Supljine i Zdrijela radi promjena na sluznici

provijera krvne slike prije svake primjene 5-FU-a te svaka 2-3 dana na pocetku lijecenja

provoditi testove funkcije jetre u redovitim razmacima

YV V VY V¥V

testirati stolicu na okultno krvarenje

Svi pacijenti trebaju biti dobro informirani o nuspojavama te znati da na prvi znak istih trebaju obavijestiti
lije¢nika. LijeCenje hitno treba prekinuti kod jakih gastrointestinalnih nuspojava (stomatitis, mukozitis,
teska dijareja, jako povracanje, ulkusi, krvarenje), broja leukocita <3000/ul, broja trombocita <80 000/pl te

centralnih (ataksija i tremor) i sréanih nuspojava, a smije se nastaviti nakon potpunog povlaéenja nuspojava



i ako stanje pacijenta to omogucava, iako se kod teskih gastrointestinalnih, sr¢anih ili neuroloskih simptoma
toksic¢nosti nastavak lijeCenja ne preporucuje.

Pri istovremenoj primjeni metotreksata i 5-FU-a, metotreksat se ne smije primijeniti 24 sata prije
5-FU-a (ne obrnuto) kako bi se postigao optimalni u¢inak.

Tijekom lijeCenja 5-FU-om ne smije se vrS$iti imunizacija zivim cjepivima i potrebno je izbjegavati
svaki kontakt s cjepivima protiv poliomijelitisa zbog imunosupresivnog djelovanja 5-FU-a i poveéanog
rizika od infekcija.

Antivirotik brivudin ne smije se primijeniti kod pacijenata koji su nedavno primili, trenutaéno
primaju ili ¢e uiduca 4 tjedna primiti 5-FU, ukljucujudi i topikalni oblik ili njegove predlijekove kapecitabin
i tegafur. Naime, interakcija izmedu brivudina i 5-FU-a potencijalno je fatalna te mora pro¢i barem 4 tjedna
izmedu zavrSetka lijeCenja brivudinom i pocetka lijecenja 5-FU-om. Ukoliko ipak dode do slucajne
primjene brivudina u osoba koje su nedavno primile ili primaju 5-FU, obvezan je prekid primjene svih
lijekova, hospitalizacija i pruZanje suportivne njege.

Zbog mutagenog djelovanja 5-FU-a, muskarcima se ne preporucuje zalinjati dijete za vrijeme
trajanja i 6 mjeseci nakon lijeenja te se preporucuje zatraziti lije¢nicki savjet o pohrani sperme zbog
moguénosti teskog osteéenja spermatogeneze tijekom lijecenja ovim lijekom. Zene ne smiju zatrudnjeti
tijekom lijeCenja i moraju koristiti u¢inkovite mjere kontracepcije. U svakom slucaju, planira li bolesnik

imati dijete nakon prekida terapije, preporucuje se geneti¢ko savjetovanje (7, 13).

1.4.3. Protokoli

Kao $to je ve¢ spomenuto, 5-FU moze se koristiti kao monoterapija ili u kombinaciji s drugim
lijekovima, odnosno u sklopu raznih protokola za lijeCenje malignih bolesti. Odgovor pacijenta na prvu
liniju, odnosno monoterapiju 5-FU-om iznosi svega 10-15 % u uznapredovalom kolorektalnom karcinomu
pa se zbog boljeg odgovora na terapiju kombinira s drugim lijekovima, ¢ime se odgovor povecava na
40-50 % (13). Postoji veliki broj protokola, a neki najé¢es¢i navedeni su u Tablici 3. Odabir protokola ovisi

0 vrsti i raSirenosti bolesti te 0sobinama pacijenta.



Tablica 3. Neki od protokola koji sadrzavaju 5-FU (14, 15)

NAZIV LIJEKOVI PRIMJENA
BRAJCMFPO | ciklofosfamid + metotreksat + 5-FU
adjuvantna terapija karcinoma dojke
BRAJFEC 5-FU + epirubicin + ciklofosfamid
BRAJFECD 5-FU + epirubicin + ciklofosfamid + docetaksel
(neo)adjuvantna terapija karcinoma
5-FU + epirubicin + ciklofosfamid;
BRAJFECDT dojke
potom docetaksel + trastuzumab
BRAVCMF ciklofosfamid + metotreksat + 5-FU palijativna terapija karcinoma dojke
palijativna  terapija  metastatskog
FOLFIRI folna kiselina (leukovorin) + 5-FU + irinotekan
gastricnog i ezofagealnog karcinoma
FOLFOX folna kiselina (leukovorin) + 5-FU + oksaliplatin
palijativna  terapija  metastatskog
folna kiselina (leukovorin) + 5-FU + oksaliplatin + .
FOLFOXIRI kolorektalnog karcinoma
irinotekan

5-FU - 5-fluorouracil

1.4.4. Farmakodinamika 5-FU-a

Glavni mehanizam djelovanja fluoropirimidina je inhibicija timidilat-sintaze (TYMS), no postoje

i alternativni mehanizmi djelovanja preko ugradnje metabolita u DNA i RNA (Slika 2). Metaboliziraju se

u tri farmakodinamicki aktivna metabolita: fluorodeoksiuridin-monofosfat (FAUMP), fluorodeoksiuridin-

trifosfat (FAUTP) i fluorouridin-trifosfat (FUTP). FAUMP stvara kompleks s TYMS-om te inhibira

metilaciju i pretvorbu deoksiuridin-monofosfata (dUMP) u deoksitimidin-monofosfat (dTMP) koji je

potreban za sintezu pirimidina i DNA. Posljedi¢éno dolazi do inhibicije pretvorbe 5,10-metilen-

tetrahidrofolata (5,10-metilen-THF) u dihidrofolat koji je kljuéan za recikliranje metilne skupine u

metabolizmu folata i sintezu metionina. Zbog navedenog ravnoteZa se pomife na stranu nastanka
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FAUTP-a i FUTP-a, ¢ime se povecavaju stani¢no ostec¢enje i smrt, odnosno dolazi do fazno-specificne
inhibicije sinteze DNA, posebice u S-fazi stani¢nog ciklusa (16). Upravo je povisena koncentracija
FAUMP-a, do koje dolazi zbog smanjene aktivnosti DPD-a i pomicanja ravnoteze na stranu stvaranja

toksi¢nih metabolita, glavni ¢imbenik nastanka toksi¢nosti kod primjene 5-FU-a (17).

Bsssaaill .
.-
fluoropirimidina
Fluorodeoksiuridin monofosfat \' Fluorouridin trifosfat
1FdUMP) (FUTP)
Fluorodeoksiuridin trifosfat
(FAUTP)

DNA

ugradnja s s
X-
ey - - [
Ciklus folata DNA
- popravak
-- o -

Stanicni ciklus

Apoptoza
Stanicna
smrt

©PharmGKB |

Slika 2. Farmakodinamicki put fluoropirimidina (16). DHFR= dihidrofolat-reduktaza; dTMP=
deoksitimidin-monofosfat; dUMP= deoksiuridin-monofosfat; FPGS= folipoliglutamat-sintetaza; GGH=
gama-glutamil-hidrolaza; MTHFR= metilentetrahidrofolat-reduktaza; TDG= timin-DNA-glikozilaza;
THF=tetrahidrofolat; TP53=tumorski protein 53; TYMS= timidilat-sintaza. Preuzeto i modificirano prema

PharmGKB (https://www.pharmgkb.org/pathway/PA165291507).
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1.4.5. Farmakokinetika 5-FU-a

Apsorpcija oralno primijenjenog 5-FU-a djelomi¢na je (0-80 %) te je to jedan od glavnih razloga
zbog kojih se ne primjenjuje na taj na¢in. Nakon i. v. primjene ulazi u tjelesne tekuéine i nestaje iz

cirkulacije unutar 3 sata (9, 10).

Nakon primjene doze od 15 mg/kg i. v. lijek pokazuje raspodjelu od 0,12 L/kg i posebice se
akumulira u brzo proliferiraju¢em tkivu kao §to su kostana srz, sluznica crijeva i neoplazije. Prolazi krvno-
mozdanu barijeru, a maksimalna koncentracija u likvoru postize se nakon 1,5 - 2 sata te ¢ini otprilike 50 %

plazmatske koncentracije (7, 13).

Metabolizam se odvija u jetri i sli¢an je metabolizmu uracila. 5-FU metabolizira se preko nekoliko
puteva te neki od njih vode u aktivaciju i u¢inak lijeka (Slika 3). Limitiraju¢i korak u metabolizmu 5-FU-a
je pretvorba 5-FU-a u dihidrofluorouracil (DHFU) pomoéu enzima DPD kodirane genom DPYD. DHFU
ima puno dulji poluvijek eliminacije nego 5-FU te se pomoc¢u dihidropirimidinaze (DPYS) metabolizira u
fluoro-beta-ureidopropionat (FUPA), koji se dalje metabolizira u fluoro-beta-alanin (FBAL) te se izlu¢uje
urinom djelovanjem beta-ureidopropionaze (UPB1). Nedostatak enzima ili njihove aktivnosti na ovom
metaboli¢kom putu moze rezultirati ozbiljnim, ponekad i fatalnim, nuspojavama 5-FU-a. Metabolizmom
nastaju i netoksi¢ni metaboliti ugljikov dioksid i urea (7, 13, 18).

Kao $to je prethodno objasnjeno, glavni mehanizam aktivacije 5-FU-a je pretvorba u FAUMP koji
inhibira TYMS. Direktni put ukljucuje djelovanje timidilat-fosforilaze (TYMP) kojom iz 5-FU-a nastaje
fluorodeoksiuridin (FUDR) iz kojeg djelovanjem timidin-kinaze (TK1) nastaje FAUMP. Indirektni nacin
pretvorbe ukljucuje pretvorbu 5-FU-a u fluorouridin-monofosfat (FUMP) iz kojeg nastaje fluorouridin-
difosfat (FUDP) ili fluorouridina (FUR) koji se pretvara u FUDP. FUDP se potom metabolizira u
fluorodeoksiuridin-difosfat (FAUDP) i u konaénici u FAUMP djelovanjem ribonukleotidnih-reduktaza.
FUDP i FAUDP mogu biti metabolizirani i u FUTP i FAUTP te potom ugradeni u DNA i RNA, ¢ime

doprinose farmakodinamskom uc¢inku 5-FU-a (18).
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Farmakodinamicki put
fluoropirimidina

Slika 3. Farmakokinetika fluoropirimidina (18). DHFU= dihidrofluorouracil; DPYD= gen za
dihidropirimidin-dehidrogenazu; DPYS= dihidropirimidinaza; FBAL= fluoro-beta-alanin; FdUMP=
fluorodeoksiuridin-monofosfat; FAUDP= fluorodeoksiuridin-difosfat; FdUTP= fluorodeoksiuridin-
trifosfat; FUDP= fluorouridin-difosfat; FUDR= fluorodeoksiuridin; FUMP=fluorouridin-monofosfat;
FUPA= fluoro-beta-ureidopropionat; FUR= fluorouridin; FUTP= fluorouridin-trifosfat; TK1= timidin-
kinaza; TYMP= timidilat-fosforilaza; TYMS= timidilat-sintaza; UPB1= beta-ureidopropionaza. Preuzeto i

modificirano prema PharmGKB (https://www.pharmgkb.org/pathway/PA150653776).
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Eliminacija 5-FU-a odvija se u dvije faze nazvane alfa i beta. Poluvrijeme eliminacije u alfa fazi iznosi 8 -
22 minute, dok u beta fazi iznosi priblizno 20 sati zbog aktivnih metabolita u tkivu, te ovisi 0 dozi. Veéina
5-FU-a (60-80 %) izdiSe se plu¢ima kao ugljikov dioksid, a 7-20 % izlucuje se nepromijenjeno bubrezima

(gotovo 90 % unutar prvog sata). Bubrezni klirens je oko 170-180 ml/min (7, 13).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj ovog specijalisti¢kog rada jest sistemati¢no i pregledno prikazati farmakogenetiku 5-FU-a i
polimorfizme gena DPYD-a koji utje¢u na ucinkovitost i sigurnost terapije 5-FU-om. Prema odredenom
genotipu onkolo$kog pacijenta kojem je potrebno lijecenje 5-FU-om, zdravstvenim djelatnicima bi se
olaksala odluka o odbacivanju ili odabiru i individualizaciji terapije 5-FU-om, a sve u svrhu sigurnog

lijecenja i prevencije teskih nuspojava i smrti.

Hipoteza: Uslijed terapije 5-FU-om teske i vrlo teSke nuspojave javljaju se u otprilike 16 %
pacijenata kao posljedica mutacija DPYD u tih pacijenata koje dovode do smanjene aktivnosti DPD-a i
povecéane toksic¢nosti i ucinka lijeka. Temeljem predterapijskog farmakogeneti¢kog testiranja mogu se
procijeniti odgovor na terapiju i razvoj nuspojava, ¢ime se pravovremeno identificiraju pojedinci s
povecanim rizikom za teske i vrlo teSke nuspojave. Time bi se povecala sigurnost i uspjesnost lije¢enja te
se smanijili troskovi zdravstvene zastite. Naime, smanjio bi se rizik od nastanka nuspojava koje, osim §to
predstavljaju tesko stanje i patnju za pacijenta, za zdravstveni sustav predstavljaju dodatni troSak zbog
njihovog zbrinjavanja. Ovim radom doprinijelo bi se Sirenju znanja iz podruc¢ja farmakogenetike s

naglaskom na individualizaciju terapije 5-FU-om.
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3. MATERIJALI | METODE - SUSTAVNI PREGLED SAZNANJA O TEMI

U svrhu pisanja ovog specijalistickog rada pretrazena je znanstvena literatura u bazama podataka
Medline i PubMed prema kljué¢nim rijec¢ima 5-fluorouracil (5-FU), dihidropirimidin-dehidrogenaza (DPD),
farmakogenetika, genski polimorfizam i nuspojave 5-FU-a u razdoblju od posljednjih 10 godina. Takoder
su pretrazene i publikacije stru¢nih udruga i institucija (CPIC i PharmGKB), baze lijekova Agencije za
lijekove i medicinske proizvode (HALMED), Europske agencije za lijekove (EMA) i ostali znanstveni
izvori.

Posebno su komentirane terapijske smjernice za primjenu i individualizaciju terapije 5-FU-om u
kojima su opisani najvazniji polimorfizmi gena DPYD-a: ¢.1905+1G>A, c.1679T>G, c.2846A>T i
€.1236G>A. Opisana je i moguca vaznost drugih polimorfizama DPYD-a, koji jo§ uvijek nisu u
smjernicama, a mogli bi biti klini¢ki znacajni poput c.496A>G, ¢.85T>C i c.2194G>A. Navedene su i
komentirane meduetni¢ke i medurasne razlike u ucestalosti nekih polimorfizama DPYD-a, §to moze biti
relevantno za ukljucivanje istih u dijagnosti¢ki panel. Takoder su izneseni i podaci o moguénostima
individualizacije terapije 5-FU-om u Hrvatskoj, tj. informacije o laboratorijima koji provode genatipizaciju

DPYD-a.

3.1. Gen za dihidropirimidin-dehidrogenazu (DPYD) i uloga u metabolizmu 5-FU-a

Gen DPYD nalazi se na kromosomu 1p22 s 4399 nukleotida na 23 kodirajuca egzona (6) te kodira
za sintezu dihidropirimidin-dehidrogenaze (DPD). Fizioloska je uloga enzima razgradnja suviska timina i
uracila do uglavnom neaktivnih metabolita koji se izlucuju urinom (5), kao i metabolizam endogenog
uracila (U) u dihidrouracil (DHU) (19). Enzim se ve¢inom nalazi u jetri, ali prisutan je i u intestinalnoj
mukozi, leukocitima i tumorskim stanicama (17). U slu¢aju potpuno izrazenog nasljednog nedostatka
DPD-a, kada je enzimska aktivnost <1 %, nastaje tzv. timin-uracilurija, odnosno poremecaj koji se
manifestira neurotoksi¢nosc¢u uz konvulzije i/ili zastojem u mentalnom i fizickom rastu i razvoju. U rjedim

se slucajevima isti nedostatak moze povezati i s autizmom (5). Enzim DPD ima klju¢nu ulogu u
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metabolizmu fluoropirimidina kao limitiraju¢i faktor brzine metabolizma te u normalnim uvjetima
metabolizira priblizno 80-90 % primijenjene doze 5-FU-a u netoksi¢ni DHFU (4). Od ukupno primijenjene

doze svega se 1-3 % metabolizira u citotoksi¢ne metabolite, dok se ostatak izlu¢uje urinom (6).

3.1.1. Preporuke za testiranje radi utvrdivanja nedostatka DPD-a

Europska medicinska agencija (EMA) u travnju 2020. godine objavila je preporuku za testiranje na
nedostatak enzima DPD-a prije lijeCenja 5-FU-om, kapecitabinom, tegafurom i flucitozinom oslanjajuci se
na CPIC-ove i DPWG-ove smjernice. Testiranje je moguée provesti mjerenjem koncentracije uracila
(fenotipizacija) ili provjerom prisutnosti mutacija DPYD-a (genotipizacija). Te preporuke NE ODNOSE se
na topikalni 5-FU za lijeenje keratoza i bradavica jer je sistemska apsorpcija kroz kozu zanemariva. Budu¢i
da 7-9 % bijelaca ima hipofunkcionalni enzim DPD, a do 0,5 % ima nefunkcionalni enzim DPD,
bolesnicima s potpunim nedostatkom enzima preporuceno je izabrati drugi lijek i ne primjenjivati 5-FU, a
onima s djelomi¢nim nedostatkom dati reduciranu dozu. U bolesnika koji primaju kontinuirane infuzije
5-FU-a preporucuje se i terapijsko pracenje lijeka (TDM, engl. therapeutic drug monitoring) kao dodatna
metoda sprjeavanja toksi¢nih ucinaka (20), pri ¢emu bi ciljana koncentracija, izrazena kao povrsina ispod
krivulje koncentracija u odnosu na vrijeme AUC (engl. Area Under the Curve) trebala iznositi
20-30 mg x h/L (7, 13). Sukladno navedenome, sazetci opisa svojstava lijeka za 5-FU sadrze preporuku o

testiranju aktivnosti DPD-a prije pocetka terapije (7, 13).

3.1.2. Genotipizacija DPYD-a

Gen DPYD jedan je od visokopolimorfnih gena s preko 160 razli¢itih varijanti (17). Vecina tih

varijanti je funkcionalna dok je njih preko 50 hipofunkcionalno ili u potpunosti nefunkcionalno. Budu¢i da
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je, kao §to je ve¢ spomenuto, DPD prvi i limitiraju¢i enzim u metabolizmu fluoropirimidina koji inaktivira
80-90 % primijenjenog 5-FU-a, izdane su smjernice za doziranje fluoropirimidina prema genotipu
temeljene na hipofunkcionalnim i nefunkcionalnim varijantama. Veliki broj varijanti jo$ se istrazuje i
smatra potencijalno veoma bitnima u razvoju toksi¢nih u¢inaka fluoropirimidina, ali se zbog dosadasnjih
oprjeénih rezultata ne nalaze u smjernicama za doziranje. Upravo je taj veliki broj varijanti nesigurnog
znacaja (VUS, engl. Variant of Unknown Significance) jedan od razloga nedovoljnog probira prije primjene
lijeka u veéini drzava svijeta (5). Drugi razlog je potreba da rutinsko DPD testiranje bude vremenski i
financijski isplativo te prakti¢no i jednostavno, kao i da testovi budu specifi¢ni i osjetljivi na validirane
biljege. Ipak, genske varijante objasnjavaju svega 30 % ranih nuspojava povezanih s fluoropirimidinima
(4). Osloniti se isklju¢ivo na genotipizaciju najceséih varijanti nije dovoljno ve¢ je potrebno u test-panele
ukljuéiti i druge varijante za koje se potvrdi povezanost s nuspojavama, kao i provoditi druge metode
probira poput fenotipizacije (21). Danasnji testovi za predterapijsku genotipizaciju DPYD-a usmjereni su
na Cetiri dobro utvrdene varijante koje su u smjernicama, dok se na ostale ne provodi testiranje (6). Prednost
genotipizacije je u tome $to uzorci ne zahtijevaju stroge uvjete ¢uvanja prije analize koja je jednostavna,
rezultati su pouzdani i jednoznacni te jasno odreduju divlji tip, heterozigota ili homozigota (21). Nedostatak
genotipizacije, uz spomenutu malu osjetljivost, je 1 bojazan od poddoziranja pacijenata uslijed koristenja
reduciranih pocetnih doza, ¢ime se umanjuje ucinak terapije. Prisutan je i strah od odgadanja tretmana zbog
¢ekanja rezultata genotipizacije, no imaju¢i na umu da se rezultati naj¢esc¢e dobiju unutar nekoliko dana, a
da se 5-FU ne koristi za hitna onkoloska stanja, to je vrijeme odgode prihvatljivo (22). No upravo zelja za
stvaranjem savrSenog testa, kKojim bi se provodio idealni probir, onemoguc¢ava implementaciju u praksu.
Dosadasnje spoznaje nisu potpune i potrebna su daljnja istrazivanja, no ve¢om primjenom dosadasnjih
spoznaja i svega §to je na raspolaganju povecala bi se sigurnost i ucinkovitost lijecnja te bi se smanjili

troskovi u zdravstvenim sustavima (21).

Pacijenti s niskom aktivnoséu DPD-a uslijed primjene 5-FU-a mogu razviti brojne nuspojave zbog

nedovoljnog metabolizma u DHFU i akumuliranja toksi¢nih metabolita. Teske (stupnja III) 1 vrlo teSke
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(stupnja 1V) nuspojave (Kklasificirane prema Common Terminology Criteria for Adverse Events, CTCAE)
javljaju se u otprilike 16 % pacijenata kao posljedica mutacija DPYD-a u tih pacijenata koje dovode do
smanjene aktivnosti DPD-a. Smanjena aktivnost DPD-a dovodi do nakupljanja aktivnog metabolita
FUDR-a i povecane toksicnosti i ucinka lijeka koje se manifestiraju kao stomatitis, neutropenija, dijareja,
mucnina, neuroloski i kardioloski simptomi, pa ¢ak i smrt. Toksi¢nost se obicno javlja ve¢ u prvom ciklusu

lijeenja ili nakon povecanja doze (5, 7, 13).

3.1.3. Fenotipizacija DPD-a

Jo§ jedan nacin probira riziénih pacijenata prije primjene 5-FU je i fenotipizacija DPD-a.
Fenotipizacija jest jeftinija i osjetljivija, ali je vremenski dulja analiza te se uzorci prije analize moraju
drzati u strogo kontroliranim uvjetima kako ne bi doSlo do utjecaja na rezultate. Naime, nakon uzimanja
uzorka uridin se metabolizira u uracil (U) ex vivo koji se djelovanjem DPD-a metabolizira u dihidrouracil
(DHU), sto utjece na rezultate (21). Fenotipizacija moze identificirati ultra brze metabolizatore koji ¢e biti
poddozirani i bez zadovoljavaju¢eg ucinka, kao i spore metabolizatore koji ¢e biti predozirani (21).
Vrijednost serumske koncentracije U-a moze posluziti kao biljeg koji predvida ozbiljne i smrtonosne
nuspojave fluoropirimidina jer DPD metabolizira U u DHU (19). Provodi se mjerenje koncentracija U-a
(endogenog supstrata za DPD) i DHU-a u serumu ili plazmi. Potom se racuna omjer dihidrouracil/uracil
(DHU/U) koji se izrazava kao rezultat aktivnosti AS-a. U provedenim studijama fenotipizacije izmjerena
visoka koncentracija endogenog uracila prije primjene lijeka bila je pokazatelj smanjene aktivnosti DPD-a
I povecanog rizika za nastanak teskih i vrlo teskih nuspojava (5). Nije to¢no definirano koje vrijednosti
U-a ukazuju na potpuni, a koje na djelomic¢an nedostatak DPD-a. Smatra se da U > 16 ng/ml i < 150 ng/ml
ukazuje na djelomican, a U > 150 ng/ml na potpuni nedostatak DPD-a. Djelomi¢an nedostatak povezan je
s poveéanim rizikom od toksi¢nosti dok je potpuni povezan s rizikom od po Zivot opasne ili smrtonosne

toksi¢nosti 5-FU-a (7, 13). Nedostatak jasno definiranih predterapijskih vrijednosti U-a, kao i nedostupnost
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takvih testova u nekim dijelovima svijeta, jo$ su jedan od razloga nedovoljne implementacije u praksi (6),
kao i zahtjevni logisti¢ki i radni uvjeti te komplicirana standardizacija fenotipskih testova izmedu

laboratorija (22).

Meulendijks i suradnici proveli su ispitivanje na 550 pacijenata lijeCenih fluoropirimidinima.
Primarni cilj istraZivanja bio je pojava fluoropirimidinskih nuspojava stupnja III ili viseg tijekom prvog
ciklusa lijecenja. Usporedivane su vrijednosti U-a i omjera DHU/U kao prediktora fluoropirimidinske
toksic¢nosti te su uzete u obzir varijante gena DPYD ¢.2846A>T, ¢.1679T>G, c.1236G>A i c.1601G>A.
Rezultati su pokazivali da je vrijednost U-a superiorniji prediktor toksi¢nosti negoli DHU/U omjer.
Vrijednosti > 16 ng/ml, kao i vrijednosti U > 13,9-16 ng/ml, bile su snazno povezane s toksi¢nim ucincima
i gastrointestinalnim nuspojavama, hospitalizacijom zbog nuspojava te fatalnim ishodima, ali ne i
hematoloskim nuspojavama. Nijedna od pojedinih ispitivanih varijanti nije bila povezana s opéim
toksi¢nim ucincima. Pronadena je veza izmedu c.1236G>A 1 hospitalizacije zbog nuspojava, c.1601G>A i
gastrointestinalne toksi¢nosti i hospitalizacije te ¢.1679T>G i hematologke toksi¢nosti. Sto se povezanosti
s koncentracijom U-a tice, varijante ¢.2846A>T i ¢.1679T>G bile su povezane s povisenim koncentracijama
U-a, dok isto za varijante ¢.1236G>A i c.1601G>A nije opazeno. Pokazalo se i da je osjetljivost
identificiranja pacijenata s rizikom od nastanka ranih toksi¢nih ucinaka ¢ak 3 puta veca uz fenotipizaciju
nego uz genotipizaciju kad su u pitanju ove varijante. Naime, poznavanje DPYD genotipa, u ovom slucaju,
imalo je umjereni prediktivni u¢inak u ispitivanoj populaciji. Na temelju ovih rezultata moze se zakljuciti
da serumske koncentracije U > 16 ng/ml predvidaju povecan rizik, a veliki oprez je potreban u pacijenata
s koncentracijama U > 13,9-16 ng/ml jer su i oni u povisenom riziku. Kod takvih pacijenata potrebno je
reducirati pocetne doze fluoropirimidina te je veoma vazno da istrazivanja na temu Smanjenja pocetnih

doza prema izmjerenim serumskim koncentracijama U-a budu medu prioritetima daljnih istrazivanja (19).

Postoji i mogucénost fenotipizacije pomocu uracil izdisajnog testa. RijeC je o neinvazivnoj metodi
koja mijeri 3CO. pomocéu infracrvene (IR) spektroskopije. Temelji se na spoznaji da pacijenti s

deficijencijom DPD-a izdiSu manje koli¢ine *CO, nakon ingestije 2-(**C)-uracila te metoda pokazuje
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visoku specificnost i osjetljivost. Nedostatak metode je Sto nije preporucljiva za klinicku praksu te ne

preporucuje redukciju pocetne doze prema dobivenim rezultatima (23).

3.1.4. IstraZivanje varijanti i uvrStavanje u smjernice

Jedan od prvih poznatih polimorfizama DPYD, jasno povezan s ozbiljnim i letalnim nuspojavama,
je c.1905+1G>A (DPYD*2A). Homozigoti s ovom mutacijom imaju potpuno nefunkcionalni enzim DPD,
dok heterozigoti imaju za 50 % smanjenu enzimsku aktivnost DPD-a. Ipak, ovaj polimorfizam je relativno

rijedak u populaciji te je pronaden u svega 1-2 % populacije (24).

Godine 2011. Deenen i suradnici proveli su istraZivanje na 568 pacijenata s uznapredovalim
kolorektalnim karcinomom s ciljem odredivanja utjecaja polimorfizama na ishode lije¢enja kapecitabinom.
U osoba koje su ispoljile toksi¢ne ucinke detektirano je 29 polimorfizama od kojih je potom 8 analizirano
u svih 568 pacijenata. Dijareja stupnja Il ili IV razvila se u 71 % nositelja varijante ¢.1905+1G>A, 63 %
nositelja varijante c.2846A>T, 50 % nositelja varijante ¢.1236G>A i 41 % nositelja varijante ¢.2194G>A,
u usporedbi sa svega 24 % slucajeva u ukupnoj populaciji. Za varijantu c.496A>G pronadena je slaba
povezanost s dijarejom stupnja IIT ili IV i $aka-stopalo sindromom stupnja Il ili I1l. Svi nositelji varijante
¢.1905+1G>A imali su nuspojave stupnja III ili IV, ukljucujuéi i jednu potencijalnu smrt zbog primjene
kapecitabina. Kao zaklju¢ak ovog istrazivanja proizlazi da navedene varijante predvidaju teSke nuspojave

i toksi¢ne ucinke kapecitabina u nositelja istih te je potrebno smanjenje doze (25).

Ve¢ 2015. sa sigurno$éu se znalo da, uz varijantu c.1905+1G>A, i varijanta ¢.2846A>T uzrokuje
nedostatak aktivnosti DPD-a. Mnogobrojni drugi polimorfizmi istrazivani su kako bi se utvrdila njihova
uloga. Meulendijks i suradnici proveli su meta-analizu sistemati¢nim pregledom literature objavljene do
kraja 2014. godine kako bi utvrdili ulogu varijanti ¢.1679T>G, ¢.1236G>A/HapB3 i c.1601G>A na

aktivnost DPD-a zbog neujednacenih rezultata dotadasnjih ispitivanja. U tu meta-analizu ukljuceno je 8
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studija koje su zadovoljavale kriterije uklju¢ivanja te su obuhvacale 7365 pacijenata iz Europe, Sjedinjenih
Ameri¢kih Drzava i Australije koji su pretezno bili bijele rase. Naj¢esée su bolovali od kolorektalnog
karcinoma te je vec¢ina primala kombinaciju 5-FU-a s oksaliplatinom, a kao cilj istraZivanja svih studija bio
je ispitivanje toksi¢nosti stupnja III ili viseg povezane s fluoropirimidinima u nositelja heterozigotnih ili
homozigotnih mutacija, u usporedbi s pacijentima bez mutacija. Rezultati su pokazali da, uz nositelje
c.1905+1G>A 1 c.2846A>T, i nositelji ¢.1679T>G i1 ¢.1236G>A/HapB3 varijanti podlijezu znacajno
povisenom riziku nastanka ozbiljnih i teskih nuspojava povezanih s fluoropirimidinima. U¢inak mutacije
¢.1679T>G podjednak je u¢inku mutacije ¢.1905+1G>A te se nositeljima iste preporucuje primjena 50 %
preporucene doze. Varijanta ¢.1236G>A/HapB3 imala je manji utjecaj na toksi¢nost te je zahtijevala
redukciju preporucene doze za 25 %. Za ¢.1601G>A nije utvrdena znaCajna povezanost sa smanjenom
funkcijom DPD-a, dapace, neke studije su ukazivale na poviSenje aktivnosti DPD-a, iako meta-analizom
isto nije utvrdeno (26). Genetska povezanost utvrdena je za hematoloske (rizik visi 9,8 puta) i
gastrointestinalne (rizik visi 5,7 puta) nuspojave, ali nije utvrdena za sindrom $aka-stopalo. To bi moglo
ukazivati na manju povezanost izmedu DPYD varijanti i pojavnosti sindroma, ali se moze objasniti i
¢injenicom da se teski oblik navedenog sindroma javlja u kasnijim ciklusima lije¢enja fluoropirimidinima
te nije mogao biti zabiljeZzen buduéi da su navedene studije proucavale ranu toksi¢nost. Takoder, prilagodba
doze uslijed pojave ranih hematoloskih i gastrointestinalnih nuspojava mogla je utjecati na rizik pojave
sindroma Saka-stopalo u kasnijim ciklusima. Ovim radom pokazano je da bi se varijante ¢.1679T>G i
c.1236G>A/HapB3 trebale uvrstiti u smjernice, $to se 2017. godine i dogodilo te su objavljene nove,
azurirane CPIC-ove smjernice za doziranje fluoropirimidina. Razumljivo je da je za uspjesnu
implementaciju farmakogenomike u onkoloSku praksu najznaéajnije postojanje uskladenih i aZuriranih
smjernica prema kojima ¢e se odlucivati o terapiji 5-FU-om. CPIC-ove i DPWG-ove smjernice nude veliki
izvor informacija o doziranju fluoropirimidina prema genotipu, no izmedu njih postoje odredene razlike
koje mogu dovoditi terapeuta u nedoumicu oko ispravne primjene lijeka (4). Jo§ jedna prepreka
implementaciji farmakogenetskih testiranja je mala frekvencija/ucestalost polimorfizama u populaciji kao
i razli¢ita distribucija istih prema etni¢koj pripadnosti (27). Idealno bi bilo kada bi se postojeée smjernice
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usuglasile i davale jednoznac¢ne informacije, no kao §to je ve¢ receno, bolje je Koristiti dostupne spoznaje i
smanjiti nezeljene ishode lijeCenja fluoropirimidinima nego ¢&ekati idealne uvjete kako bi se iste

implementirale u praksu.

3.2. Smjernice regulatornih tijela i stru¢nih drustava o primjeni farmakogenetickog testiranja u
lije¢enju fluoropirimidinima

Smjernice za doziranje fluoropirimidina prema DPYD genotipu izdane su od strane 4 stru¢na
udruzenja, Clinical Pharmacogenetics Implementation Consortium (CPIC), Royal Dutch Association for
the Advancement of Pharmacy - Pharmacogenetics Working Group (DPWG), French National Network of
Pharmacogenetics (Réseau national de pharmacogénétique (RNPGx)) i Spanish Pharmacogenetics and
Pharmacogenomics Society (SEFF) and the Spanish Society of Medical Oncology (SEOM), a najznacajnije
su CPIC-ove i DPWG-ove. lzdane su i preporuke Svicarskog udruzenja za farmakogenomiku i

personaliziranu terapiju Swiss Group of Pharmacogenomics and Personalized Therapy (SPT).

3.2.1. CPIC-ove smjernice

Kao §to je ve¢ spomenuto, DPYD je visokopolimorfan gen s brojnim mutacijama koje mogu
smanjiti funkciju enzima DPD. Jasna povezanost s toksi¢nim ucincima fluoropirimidina dokazana je za
Cetiri varijante koje su, zbog u¢inka na aktivnost enzima i zastupljenosti u populaciji, uvrstene u smjernice:
c.1905+1G>A (sinonimi *2A, DPYD IVS14+1G>A ili rs3918290), ¢.1679T>G (sinonimi *13 ili
rs55886062), ¢.2846A>T (rs67376798) i ¢.1236G>A (c.1129-923C>G, HapB3 ili rs75017182). Najstetniji
ucinak na DPD aktivnost imaju ¢.1905+1G>A i ¢.1679T>G jer se mutacija c.1905+1G>A nalazi U intronu
i uzrokuje izostanak cijelog egzona 14 te rezultira stvaranjem nefunkcionalnog proteina dok ¢.1679T>G
nastaje zbog mutacije koja utjece na funkcionalnost proteina. ¢.2846A>T i ¢.1236G>A umjereno smanjuju

funkciju DPD-a. ¢.2846A>T takoder nastaje zbog mutacije koja utje¢e na funkcionalnost proteina, dok je
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€.1129-923C>G locirana duboko u intronu 10 i uzrokuje stvaranje djelomi¢no funkcionalnog proteina.
Varijanta ¢.1236G>A je u savrSenoj neravnoteznoj vezi s ¢.1129-923C>G (6). NajistraZivanija varijanta
¢.1905+1G>A prisutna je u oko 1,6 % bijelaca, dok ucestalost varijante c.496A>G, jedne od ostalih varijanti
koja je potencijalno vrlo bitna, a nije u smjernicama, iznosi ¢ak 12 % u bijelaca, §to predstavlja veliki

postotak osoba s potencijalnim rizikom od nastanka teskih nuspojava (5).

Tablica 4. Klini¢ki najvazniji polimorfizmi DPYD-a prema CPIC-u (5)

Nukleotidna ) ) )
) ) ) Funkcionalni  Aktivnost
Haplotip rsSNP promjena / promjena
] status alela DPD
proteina
€.1905+1G>A N
*2A rs3918290 bez funkcije 0
(N/A)
c.1679T>G N
*13 rs55886062 bez funkcije 0
(p.1560S)
C.2846A>T )
rs67376798 smanjena 0,5
(p.D949V)
rs75017182, €.1129-5923C>G ]
HapB3 smanjena 0,5
rs56038477 €.1236G>A, (p.E412E)
€.496A>G smanjena/
rs2297595 ?
(p.M166V) normalna

rsSNP= referentni broj polimorfizma jednog nukleotida (engl. reference single-nucleotide polymorphism,

SNP); DPD= dihidropirimidin-dehidrogenaza
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3.2.1.1. Interpretacija genskog testa i preporuke za doziranje fluoropirimidina prema zbroju

aktivnosti za gen DPYD

Za vedinu varijanti u¢inak na funkcionalnost enzima odreden je samo u in vitro uvjetima dok je
jasna povezanost izmedu DPYD genotipa i fenotipa potvrdena za svega nekoliko varijanti (Tablica 5).
Svakoj varijanti dodijeljen je zbroj funkcionalne aktivnosti tako da su zbrojene aktivnosti dvaju DPYD alela
s najnizom aktivnos$¢u te zbroj predstavlja AS koji odreduje fenotip. Normalna funkcija oznacena s 1,
smanjena funkcija s 0,5, a nefunkcionalnost s 0 (6). Primjerice, u heterozigotnog nositelja
hipofunkcionalnog alela ¢.1236G>A i dva alela normalne funkcije (pr. ¢.85T>C i ¢.1627A>G), AS ¢e

iznositi 1,5 jer je aktivnost ¢.1236G>A 0,5 dok je za normalnu funkciju aktivnost 1 (28).

Tablica 5. Vjerojatni (prediktivni) fenotip enzima DPD na osnovi genotipa DPYD prema CPIC-u (5)

Aktivnost*
V{cg:]?t?ém a(CGtT\%Ity Genotip Primjeri genotipova**
score)
DPYD L cl[=1[=
normalni 59 Nositelj dvfajukal_e_la normalne c.[8£T>]C[];[]= 1
metabolizator unkelje c.[1627A>G];[ =]
a) nositelj jednog alela normalne
funkcije i jednog nefunkcionalnog C.[1905+1G>A];[ =]
DPYD alela c.[1679T>C];[ =]
. S - b) nositelj jednog alela normalne C.[2846A>T];[ =]
intermedijarni  1ili 1,5 - . 4
metabolizator funkcije i jednog g_lela smanjene €.[1129-5923C>G];[ =]
funkcije €.[1129-5923C>G];[1129-5923C>G]
c) nositelj dvaju alela smanjene C.[2846A>T];[2846A>T]
funkcije
DPYD a) nositelj dvaju nefunkcionalnih alela C'[1905+1G>A]Z[1905+1G>A]
. . - S . c.[1679T>G];[1679T>G]
spori/slabi  0ili 0,5 b) nositelj jednog nefunkcionalnog ¢.[1905+1G>A:[2846A>T]
metabolizator alela i jednog alela smanjene funkcije ' ’

c.[1905+1G>A]; [1129-5923C>G]

* izraCunava se kao zbroj dviju najnizih pojedinacnih varijantnih aktivnosti
** gpisani prema HGVS nomenklaturi na osnovi referentne sekvence NM_000110.3
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Dakle, nositelji dva nefunkcionalna ili jednog nefunkcionalnog i jednog hipofunkcionalnog alela
smatraju se sporim ili slabim metabolizatorima s AS-om 0-0,5. Intermedijarnim metabolizatorima smatraju
se osobe s AS-om 1-1,5 koji su nositelji jednog normalnog i jednog nefunkcionalnog, jednog normalnog i
jednog hipofunkcionalnog ili oba hipofunkcionalna alela. Normalni metabolizatori su oni koji imaju oba

alela normalne funkcije i AS > 2.

Henricks i suradnici su 2015. godine objavili rad na temu prevodenja DPYD genotipa u DPD
fenotip koriste¢i zbroj aktivnosti gena DPYD. Princip ove metode temelji se na ¢injenici da se varijante
razlikuju po opsegu utjecaja na aktivnost enzima. Uzimajuci u obzir razli¢ite funkcionalnosti SNP-ova,
moguce je standardizirati postupak individualizacije i prilagodbe doze fluoropirimidina te se u postupak
individualizacije doze mogu ukljuciti i novi SNP-ovi koji ¢e tek biti identificirani. Tablica 6 prikazuje
preporuke za pocéetne doze fluoropirimidina prema zbroju aktivnosti za gen DPYD. Sve to pridonosi

optimalnoj sigurnosti i u¢inkovitosti terapije (2).

Tablica 6. Preporuke za pocetne doze prema zbroju aktivnosti za gen DPYD (2)

Zbroj aktivnosti (activity score - AS) % standardne doze
0 Drugi lijek
0,5 25
1 50
15 75
2 100
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3.2.1.2. Preporuke za doziranje fluoropirimidina prema DPYD genotipu

U dodatnoj tablici S1, koja je dio CPIC-ovih smjernica (6), sazeto i jasno su objedinjeni dokazi koji
potvrduju povezanost DPYD genotipa s aktivnoséu enzima DPD te klirensom i toksi¢noséu 5-FU-a.
Meta-analizom je, kao §to je ve¢ objasnjeno, potvrdena jasna veza izmedu Cetiri varijante (c.1905+1G>A,
c.1679T>G, ¢.2846A>T i ¢.1236G>A) i ozbiljnih i teskih nuspojava fluoropirimidina (26). Najsnazniji
ucinak na aktivnost DPD-a imaju varijante gena DPYD ¢.1905+1G>A i ¢.1679T>G koje u heterozigotnih
nositelja smanjuju aktivnost enzima za 50 %, odnosno 68 % te se klirens 5-FU-a smanjuje za 40-80 % u
odnosu na nenositelje (6). U heterozigotnih nositelja ¢.2846A>T i ¢.1236G>A potvrdeno je umjereno
smanjenje aktivnosti za 30 %, odnosno 35 %. Kod homozigotnih nositelja smanjenje je, oekivano, jos vece
te je zac.1236G>A pokazana 41-55 % manja aktivnost enzima. U in vitro uvjetima homozigotna ekspresija
varijantnih oblika gena DPYD rezultirala je sa znacajno smanjenom aktivno$¢u enzima DPD-a te je za
¢.1905+1G>A i ¢.1679T>G aktivnost bila < 25 % normalne aktivnosti, a za ¢.2846A>T svega 35-59 %
normalne aktivnosti (6). Temeljem ovih dokaza objavljene su preporuke za doziranje fluoropirimidina
prema DPYD genotipu (Tablica 7) kako bi se u nositelja polimorfizama sprijecile ozbiljne i fatalne

nuspojave (5).

Kod normalnih metabolizatora nije potrebna prilagodba doze te se primjenjuju standardne

doze 5-FU-a.

Intermedijarni metabolizatori koji imaju smanjenu aktivnost, odnosno samo 30-70 % aktivnosti
DPD-a te shodno tome povecan rizik za ozbiljne i fatalne nuspojave, po prijasnjim preporukama pocinjali
su 50-75 % standardne doze, ovisno o aktivnosti enzima. Godine 2018. smjernice su azurirane zbog novih
dokaza dobivenih u prospektivnoj analizi Henricks i suradnika koji su isli u prilog smanjenju doze za 50 %
u heterozigotnih nositelja alela smanjene funkcije ¢.2846A>T i ¢.1236G>A. Analiza je pokazala da
smanjenje pocetne doze za 25 % nije bilo dovoljno da smanji rizik od toksi¢nosti u nositelja navedenih

alela ve¢ je bilo potrebno vece smanjenje, pogotovo u nositelja ¢.1236G>A kod kojih su utvrdene velike
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razlike u aktivnosti DPD-a. Analizom je potvrdeno da je doziranje fluoropirimidina temeljeno na DPYD
genotipu izvedivo u klini¢koj praksi i da znacajno povecava sigurnost pacijenata te da je smanjenje pocetne
doze za 50 % u nositelja mutacija c.1905+1G>A i c.1679T>G dovoljno da se izbjegnu toksicni ucinci i

zadrzi uéinkovitost (29).

Tablica 7. CPIC-ove preporuke za doziranje fluoropirimidina prema DPYD genotipu (5)

e . P . . Klasifikacija
T
Vjerojatni fenotip  Implikacije na fenotip Terapijske preporuke preporuke
DPYD normalni Norma]na a‘lct‘ iyr}ost DPD Enzi.ma Na os_n_ovi ge?otipa_ nema indikacije za prom_j enu )
. 1..normalan” rizik za toksiénost doze 1l1 terapyje. Primjena standardnih doza 1 SnaZna
metabolizator S L. e
fluoropirimidina administracie lyjeka.

Smanjena aktivnost enzima DPD

(leukocitna aktivnost DPD od 30 do 70 % Smanjiti pocetnu dozu na osnovi aktivnosti (activity Aktivnost = 1:

S e I . .
DPYD intermedijarni od one u normalnoj populaciji) 1 povecan :Zre)élet:ig::;;ogra prigsii torl;ziecjilzstl h ako je Snazna
metabolizator rizik za ozbiljnu 111 ¢ak smrtonosnu b IPys Lo praceny o .
toksidnost kod orimi Aktivnost = 1: smanjiti dozu za 50 % Aktivnost =1,5:
ORSICHOSE kod primyens Aktivnost = 1,5: smanjiti dozu za 50% Umyjerena

fluoropirimidinskih lyjekova.

Aktivnost = 0,5:
Izbjegavati primjenu terapija koje vkljucuju
3-fluorouracil 1li predlyjekove 5-fluorouracila.

Potpuni izostanak aktivnosti DPD-a i U sluéaju klinickog savjeta da alternativni lyekovi
DPYD spori/slabi  poveéan rizik za ozbiljnu ili dak nisu primjerena terapije, 5-fluorouracil treba Soaz
metabolizator smrtonosnu toksiénost kod primjene primijentti u J"fko_ smanjenoj dozi** uz rano nazna
fluoropirimidinskih lijekova. terapijsko pracenje™**
Aktivnost = 0:

Izbjegavati primjenu terapija koje ukljuéuju
5-fluorouracil 1li predlijekove 5-fluorouracila.

* Povecati dozu u pacijenata koji nisu 1skusili toksiénost ili su imah klini¢ki podnogljivu toksiénost u prva dva ciklusa kako bi se odrzala
uéinkovitost terapije: smanjiti dozu u pacijenata koji ne podnose pocetnu dozu kako bi se minimalizirala toksi¢nost.

** Ako je moguce. treba primijeniti test za fenotipizaciju za procjenu pocetne doze. U sluéaju da nema podataka o fenotipizaciji doza manja od 25
% od normalne pocetne doze procijenjena je uz pretpostavku aditivnih uéinaka alela na klirens 5-FU.

*%* Terapijsko pracenje lijeka treba se obaviti u najranijoj moguco] vremenskoj tocki (npr. minimalna vremenska tocka u ravnoteznom stanju -
steady state) kako bi se odmah prekinula terapyja ako je razina lijeka previsoka.

Dakle, po novim azuriranim preporukama svi intermedijarni metabolizatori s AS-om 1-1,5 trebaju
primiti 50 %, a ne 75 % standardne doze, nakon ¢ega se doza titrira prema podnosljivosti. Naime, neki
nositelji ovih mutacija podnose i standardne doze 5-FU-a pa se stoga, nakon prva dva ciklusa lije¢enja,
doza titrira i ukoliko se ne razviju nuspojave i dobro se podnosi, dozu se dalje povisuje kako bi se o¢uvala
ucinkovitost. Ukoliko je takvim pacijentima pocetna doza izazivala nuspojave, dozu treba dodatno smanjiti

ili primijeniti TDM.
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U sporih metabolizatora, zbog potpune nefunkcionalnosti DPD-a i visokog rizika za teske i fatalne
nuspojave, preporuka je izbjegavati 5-FU i njegove predlijekove te odabrati alternativnu terapiju. Ukoliko
alternativna terapija nije primjerena treba primijeniti izrazito smanjenu dozu 5-FU-a (<25 % standardne
doze) te provesti rani TDM. U takvim slu¢ajevima je takoder pozeljno provesti test fenotipizacije kako bi

se §to to¢nije procijenila pocetna doza i izbjeglo poddoziranje ili predoziranje takvih pacijenata (5, 6).

Za nekoliko drugih varijanti je takoder pronadena povezanost sa smanjenom aktivnos¢u DPD-a i
toksi¢noscu fluoropirimidina iako dokazi za to nisu toliko snazni kao u prethodne Cetiri varijante. Vecina
tih varijanti je rijetka u populaciji, osim ¢.557T>C koja je poprilicno zastupljena u Afrikanaca te je utvrdena

u pacijenata koji su imali toksi¢ne reakcije povezane s 5-FU-om (28).

Neke relativno ¢este varijante, poput ¢.1627A>G i ¢.85T>C, imaju relativno ¢vrste ili umjerene
dokaze da ne utje¢u na funkcionalnost DPD-a u znacajnoj mjeri. Neke pak, poput ¢.2194G>A, ¢.496T>C i
¢.1601G>A, u nekim studijama pokazuju povezanost s toksi¢nos¢u dok se u ve¢im studijama takvi rezultati
ne mogu replicirati. Uzevs$i sve to u obzir, za ove varijante koje nemaju ¢vrsto dokazanu povezanost s

toksi¢nim uc¢incima, prilagodba doze nije potrebna (28).

Veliki je broj varijanti za koje je utvrdena povezanost sa smanjenom ili izostalom funkcijom
DPD-a samo u in vitro uvjetima ili ograni¢enim klini¢kim ili ex vivo studijama. U¢inak na funkciju je
odreden usporedbom s in vitro aktivno$¢u poznatih DPYD varijanti povezanih s toksi¢no$¢u te su sve
varijante s aktivno$¢u sli¢nom varijantama c.1905+1G>A i ¢.1679T>G oznacene kao nefunkcionalne
varijante, a one s aktivno$éu ve¢om od nefunkcionalne, ali jednakom ili nizom od aktivnosti .2846A>T su

oznacene kao varijante sa smanjenom funkcijom. Njihova ucestalost u populaciji je < 0,5 % te na temelju

dosada$njih spoznaja nema studija koje ove varijante povezuju s fluoropirimidinskom toksi¢nos¢u (28).

Postoji i grupa varijanti s nejasnim i dvosmislenim podacima o funkcionalnosti. Takvim
varijantama in vitro je izmjerena znac¢ajno smanjena aktivnost u odnosu na normalnu, no to smanjenje ipak

nije bilo ni blizu smanjenju koje je zabiljezeno u varijantama Koje se dokazano povezuju s toksi¢noscu. Jos
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nije poznato imaju li te varijante i klini¢ku znacajnost, no u svakom slu¢aju, zbog nejasnih podataka, ne

zahtijevaju prilagodbu primjenjene doze (28).

3.2.2. DPWG-ove smjernice

Jo$ jedno udruzenje izdalo je svoje smjernice za doziranje fluoropirimidina, to¢nije 5-FU-a,
kapecitabina i tegafura, na temelju DPYD genotipa. Rije¢ je o Royal Dutch Association for the Advancement
of Pharmacy - Pharmacogenetics Working Group (DPWG) ¢iji je cilj takoder olaksati implementaciju
farmakogenomskih spoznaja objavljivanjem smjernica temeljenih na dokazima te pomo¢i lijeénicima i

ljekarnicima pri propisivanju i izdavanju lijekova razvojem programskih rjeSenja s integriranim

smjernicama koje bi olakSavale svakodnevni rad.

U ovim smjernicama opisane su preporucene pocetne doze za 5-FU, kapecitabin i, za razliku
CPIC-ovih smjernica i za tegafur. Kao i u CPIC-ovim smjernicama, i u ovima je naglaseno da varijante
DPYD samo djelomi¢no odreduju aktivnost DPD-a te da odsutnost ispitivane varijante ne znac¢i da osoba

nije u riziku od toksi¢nih u¢inaka.

Kao $to je u Tablici 8 vidljivo, i ovdje su navedene iste Cetiri varijante kao u CPIC-ovim smjericama
zbog dovoljno snaznih dokaza da se implementiraju u praksu. Za njih su date preporuke za doziranje, dok
za ostale nisu zbog nedovoljno dokaza o utjecaju na aktivnost DPD-a. Na isti naéin se, na temelju genotipa,
odreduje AS kako bi se procijenila aktivnost enzima i fenotip pacijenta, a oznaCavanje aktivnosti je
identi¢no kao i u CPIC-ovim smjernicama. U Tablici 9 prikazano je DPWG-ovo doziranje 5-FU-a i

kapecitabina prema genotipu i fenotipu.
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Tablica 8. Poznate DPYD varijante prema razini dokaza o povezanosti s toksi¢nosc¢u i pretpostavljenoj

DPD aktivnosti prema DPWG-u (17)

Razina dokaza

Aktivnost DPD-a

Dovoljno dokaza

Nedovoljno dokaza

Potpuno

funkcionalna

¢.1627A>G (DPYD*5)
¢.85T>C (DPYD*9A)

c.1601G>A (DPYD*4)
¢.2194G>A (DPYD*6)
C.85T>C (2657G>A; DPYD*9B)
¢.1003 G > T (DPYD*11)
C.496A>G
c.1896T>C
¢.1129-15T>C (IVS10-15T>C)

Smanjenja

funkcionalnost

C.2846A>T
€.1236G>A (c.1129-5923C>G ili HapB3)

Potpuno

nefunkcionalna

C.1905+1G>A (DPYD*2A)
¢.1679T>G (DPYD*13)

DPYD*3 = ¢.1898del
DPYD*7 = ¢.299 302del
DPYD*8 = ¢.703C>T
DPYD*10 = ¢.2983G>T
DPYD*12 =¢.[62 G > A;1156 G > T]
c.1651G>A
€.300 C>A®
c.1024 G>A?
€.1025 A>G?

c.1475 C>T?
c.1774C>T?
€.(2058+1 2059-1) (2299+1 2300-1)
dup
c.257C>T®

& Ovim varijantama je niska enzimska aktivnost odredena u in vitro uvjetima

U Tablici 9 nije prikazano, no ove smjernice daju preporuke i za doziranje tegafura prema genotipu

DPYD-a. Za one s aktivnos¢u DPD-a 0, 1 i 1,5 preporucuje se izbjegavati primjenu tegafura i izabrati

alternativnu terapiju, a ukoliko to nije moguce potrebno je primijeniti vrlo niske doze te potom titrirati do

maksimalne podnosljivosti. Za PHENO vrijedi isto kao i za 5-FU i kapecitabin, kao i za normalnu aktivnost

DPD-a gdje nije potrebna prilagodba doze.
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Jo§ jedna prednost ovih smjernica je $to razlikuju sistemsku i kutanu primjenu 5-FU-a i daju

preporuke prema nacinu primjene lijeka, Sto CPIC-ove ne daju. Takoder, za aktivnost 0, u slucaju

neprikladnosti alternativne terapije, daju mogucénost fenotipizacije kako bi se odredila pocetna doza (17).

Tablica 9. DPWG procjena fenotipa prema aktivnosti odredena temeljem genotipa i preporu¢eno

doziranje 5-FU-a i kapecitabina (17)

(F2A/*2Aili *13/*13 ili *2A/*13)

Genotip Aktivnost Preporuceno doziranje
(AS)
Divlji tip, nema smanjene funkcije niti
izostanka iste (*1/*1) 2 Primijeniti standardne doze.
Nositelj jedne varijante povezane sa
smanjenom funkcijom DPD-a 15 Kao poc¢etnu dozu primijeniti 50 %
(*1/c.1236G>A ili *1/c.2846A>T) standardne doze 5-FU-a ili kapecitabina
Nositelj jedne varijante povezane s te potom titrirati dozu po
potpunim izostankom funkcije DPD-a 1 moguénostima.
(*1/*2A or *1/*13)
Nositelj dviju varijanti povezanih sa Izbjegavati sistemsku i kutanu primjenu
smanjenom funkcijom DPD-a (npr. 5-FU-a i kapecitabina, izabrati
€.1236G>A/c.2846A>T) ili nositelj jedne | 0,5 (PHENO)? alternativnu terapiju (tegafur nije
varijante povezane sa smanjenom opcija). Ako alternativna terapija nije
funkcijom i jedne s izostankom funkcije primjerena fenotipizacijom odrediti
DPD-a (kombinacije c.2846 A>T ili aktivnost DPD-a te prilagoditi dozu.
€.1236G>A s *2A or *13)
Nositelj dviju varijanti povezanih s Izbjegavati sistemsku i kutanu primjenu
potpunim izostankom DPD aktivnosti 0 5-FU-a i kapecitabina, izabrati

altetnativnu terapiju (tegafur nije
opcija). Ako alternativna terapija nije
primjerena fenotipizacijom odrediti
aktivnost DPD-a te prilagoditi dozu (za

0,5 % normalne DPD aktivnosti dati
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0,8 % standardne doze; za one bez
detektibilne aktivnosti dati 0,43 %
standardne doze).

2 PHENO= Aktivnost 0,5 moZe se procijeniti na temelju genotipa, ali enzimska aktivnost se ne moze
pouzdano procijeniti samo na osnovu genotipa. Potrebno je napraviti dodatne testove fenotipizacije za

pouzdano odredivanje aktivnosti DPD-a.

3.2.3. Preporuke SPT-a

Svicarsko drustvo za farmakogenomiku i personaliziranu terapiju izdalo je 2020. svoje preporuke
za DPYD genotipizaciju i terapijsko pracenje lijeka kako bi se olak$ala implementacija u Svicarskoj.
Osobama kojima je preporuceno lijeCenje fluoropirimidinima preporuceno je predterapijsko testiranje na
Cetiri varijante (kao i CPIC-ove DPWG-ove smjernice): ¢.1905+G>A, ¢.1679T>G, c.2846A>T i
€.1236G>A. Takoder su preporuceni TDM i infuzijska primjena 5-FU-a kako bi se doza mogla korigirati

temeljem TDM-a. | testiranje i TDM su pokriveni zdravstvenim osiguranjem.

Kao $to je ve¢ spomenuto, u klini¢koj praksi doziranje fluoropirimidina temelji se na pacijentovoj
povrsini tijela (BSA) pri ¢emu se ne uzimaju u obzir interindividualne razlike. To dovodi do razli¢itih
sistemskih koncentracija 5-FU-a (varijacija ¢ak do 40 %) (23) §to osobe sa smanjenom aktivno$¢u DPD-a
izlaze velikom riziku od previsokih doza lijeka te teskih i ponekad fatalnih nuspojava. Utvrdeno je da se
sistemske koncentracije 5-FU-a razlikuju za ¢ak 10 puta izmedu pacijenata koji su primili doze odredene
prema BSA. Koncentracija 5-FU-a u terapijskom rasponu postignuta je u svega 15-20 % pacijenata prilikom

takvog doziranja (22).

Nekoliko je studija pokazalo da se ciljane koncentracije 5-FU-a mogu posti¢i prilagodbom doze
prema izmjerenim koncentracijama 5-FU-a u plazmi, odnosno prema TDM-u, no iako se TDM preporucuje
u lije¢enju 5-FU-om, u rutinskoj praksi ipak jos nije zazivjelo iako su Beumer i suradnici objavili smjernice

0 TDM-u za 5-FU (22).
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Razlike u smjernicama za doziranje fluoropirimidina pregledno su prikazane u Tablici 10 gdje je
jasno vidljivo da se za heterozigotne nositelje rizicnih alela (>98 %) u svim smjernicama predlaze smanjenje
pocetne doze za 50 %. Za rjede homozigotne i heterozigotne nositelje s jednim nefunkcionalnim i jednim
alelom smanjene funkcije, preporuke se razlikuju pa tako SPT, za nositelje dvaju alela smanjene funkcije,

predlaze redukciju pocetne doze za svega 25 %, a ne 50 % kao CPIC i DPWG (22).

Tablica 10. Razlike u smjernicama za doziranje fluoropirimidina prema DPYD genotipu (22)

Preporucena pocetna doza u %
DPYD genotip CPIC DPWG SPT
Heterozigot s jednim 50 % 50 % 50 %*
nefunkcionalnim i npr. c.2846A>T/=ili
jednim normalnim €.1905+1G>A/=
alelom
Dva alela smanjene npr. c.2846A>T/c.2846 A>T 50 % PHENO" 25 %*
funkcije ili ¢.1129- 5923C>G/c.2846A>T
Jedan alel smanjene npr. ¢.1905+1G>A/c.1129- 0% PHENO" 0%
funkcije i jedan 5923C>G
nefunkcionalni alel ili c.2846A>T/c.1679T>G
Dva nefunkcionalna npr. 0% 0% 0%
alela €.1905+1G>A/c.1905+1G>A
ili .1679T>G/c.1905+1G>A

5-FU= 5-fluorouracil; CPIC= Clinical Pharmacogenetics Implementation Consortium; DPWG= Dutch
Pharmacogenetics Working Group; SPT= Swiss Group of Pharmacogenomics and Personalised Therapy;
TDM-= therapeutic drug monitoring * Potrebno daljnje odredivanje DPD fenotipa; + primjena infuzijskog

5-FU-a pracenog titracijom temeljenom na TDM-u
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3.3. Ostali potencijalno klini¢ki vazni polimorfizmi DPYD-a

Danas je poznat velik broj ostalih polimorfizama DPYD koji se intenzivno istrazuju kako bi se
utvrdila njihova znac¢ajnost i utjecaj na aktivnost DPD-a. Rezultati dosadasnjih ispitivanja su kontradiktorni
te se ne moze sa sigurnoscu reci koji polimorfizam u kojoj mjeri i na koji nacin utjece na aktivnost DPD-a.
Zbog toga se provode daljnja istrazivanja kako bi se sa sigurno$c¢u otkrilo koliko su bitni te na koji na¢in se
nositeljima tih mutacija treba prilagoditi doza fluoropirimidina. Od ostalih istrazivanih varijanti, koje bi
mogle biti klini¢ki znacajne, u ovom radu obradene su varijante ¢.2194G>A, ¢.496A>G i c.85T>C.

Varijanta ¢.2194G>A oznacava se i kao DPYD*6 ili rs1801160. U nekim studijama prisutnost ove
varijante nije pokazala znacajan uéinak na aktivnost DPD-a, dok je u nekima, poput ispitivanja na 94
dragovoljca crne rase, pokazala znacajan u¢inak na smanjenje aktivnosti DPD-a (30).

Randomizirano klini¢ko ispitivanje faze 3 Pan-European Trials in an Alimentary Tract Cancer
(PETACC)-8, provedeno izmedu 2005. i 2009. godine na 1545 pacijenata sa stadijem 11l kolorektalnog
karcinoma, potvrduje vaZnost predterapijskog odredivanja genotipa DPYD-a i svrstava mutaciju
¢.2194G>A u varijante koje pokazuju znacajan u¢inak na aktivnost DPD-a. Pacijenti su bili na protokolu
FOLFOX4 (5-FU+folna kiselina+oksaliplatin) ili su uz FOLFOX4 imali dodatno i cetuksimab. Praceni su
6 mjeseci te je genotipizacija radena za 25 DPYD varijanti. Trazila se povezanost S nuspojavama 5-FU-a
stupnja Il ili viseg. Rezultati su pokazali da su se ozbiljne nuspojave javljale u 85,7 % nositelja mutacije
c.2846A>T (u smjernicama) i 60,8 % nositelja mutacije ¢.2194G>A. Statisticki zna¢ajna povezanost s
teskim i vrlo teskim nuspojavama je utvrdena za obje varijante. Hematoloske nuspojave su se javljale u
nositelja ¢.2194G>A i c.2846A>T, dok je neutropenija bila povezana s varijantom c.2194G>A (31).
Naknadno je, u neovisnoj grupi od 339 pacijenata s metastatskim kolorektalnim karcinomom na protokolu
FOLFOX4, potvrdena povezanost varijante ¢.2194G>A s pojavom hematoloskih i drugih nuspojava
5-FU-a stupnja Il ili viseg (31). PETACC-8 studija ukljué¢ivala je i varijantu c.496A>G, no nije potvrdena
povezanost s nastankom toksi¢nih u¢inaka (32).

Offer i suradnici u radu iz 2014. godine navode oprjecne rezultate utjecaja varijante ¢.496A>G na
aktivnost DPD-a, gdje se u pojedinim radovima navodi da smanjuje, a u pojedinim, dapace, povecava
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aktivnost enzima. Ispitivali su utjecaj 128 ostalih varijanti te su pomocu ra¢unalnog programa predvidali
njihov ucinak na aktivnost DPD-a. Posebno su se osvrnuli na poprili¢no zapostavljene neeuropske
populacije koje se nedovoljno ispituju u velikim studijama. Od 128 varijanti, za 63 je pretpostavljeno da su
vjerojatno Stetne, za 15 da su potencijalno Stetne, a za njih 50 se smatra da nemaju utjecaja na ucinak
DPD-a. U grupu vjerojatno $tetnih ubrajaju se varijante ¢.2872A>G, c.601A>C, ¢.2983G>T, c.1777G>A,
€.2639G>T, €.2933A>G i c.1774C>T te su Klasificirane kao varijante nalik varijanti *2A (c.1905+1G>A).
Drasti¢no smanjenje aktivnosti na svega 12,5-25 % normalne aktivnosti DPD-a zabiljezeno je za varijante
€.703C>T, c.632A>G, c.1484A>G, ¢.1679T>G, c.1024G>A i c.1475C>T. Svega 59 % normalne aktivnosti
pokazivala je varijanta c.2846A>T, a smanjenu aktivnost, ali ipak vecu od 25 % normalne aktivnosti
pokazivale su varijante €.2279C>T, ¢.274C>G, ¢.910T>C i ¢.557A>G. U ovoj studiji za varijantu
c.496A>G pokazana je ¢ak 120 % veca aktivnost u odnosu na normalnu. Potencijalno Stetne varijante
pokazivale su 47-80 % normalne aktivnosti (c.1314T>G, ¢.868A>G, ¢.2948C>T, ¢.1054C>G i ¢.2678A>G)
(33).

Gentile i suradnici su 2015. godine svojim radom ispitivali povezanost DPYD polimorfizama sa
stopom razgradnje 5-FU-a (engl. 5-fluorouracil Degradation Rate, 5-FUDR) smatravsi da je nuzno
polimorfizam povezati s parametrom Kkoji nije pod utjecajem karcinoma ili kemoterapije, kao $to je to slucaj
sa stupnjevima toksi¢nosti. Analizirano je 15 polimorfizama pri ¢emu ¢.1679T>G nije pronaden. Utvrdena
je povezanost varijanti ¢.2194G>A, ¢.85T>C, c.496A>G i c.1905+1G>A sa znafajnim Smanjenjem
5-FUDR-a, pri ¢emu je c.1905+1G>A uzrokovao najvec¢e smanjenje, dok je ucinak ostalih varijanti bio
nesto manji. 1z takvih rezultata zakljucuje se da bi i varijante c.2194G>A, ¢.85T>C i ¢.496 A>G, koje nisu
U smjernicama, trebale biti zastupljene u predterapijskom testiranju kako bi se smanjio rizik od toksi¢nih
ucinaka i povecala sigurnost pacijenata (27).

Talijanska randomizirana studija Three or six colon adjuvant (TOSCA) iz 2016. godine pratila je
508 pacijenata na protokolima FOLFOX (folna kiselinat+5-FU+oksaliplatin) ili  XELOX
(kapecitabin+oksaliplatin) kroz 3 ili 6 mjeseci. Pacijenti ukljuceni u studiju imali su kolorektalni karcinom
stadija IIT ili visokorizi¢nog stadija II te im je kirurski odstranjen karcinom. Genotipizacija je radena za
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c.496A>G i €.1601G>A. Ozbiljne i teske nuspojave zabiljeZzene su u 38,2 % ispitanika. PreteZzno su se
javljale neutropenija (28,5 %) i dijareja (6,5 %), pri ¢emu su se ¢eSce ispoljavale u nositelja mutacije
¢.2194G>A (31). U TOSCA studiji ispitivano je i vrijeme do pojave toksic¢nosti (engl. Time to Toxicity,
TTT). Smatra se da pojava toksi¢nosti nakon nekoliko ciklusa kemoterapije nastaje kao posljedica
kumulativnog uéinka lijeka i stresa nastalog u organizmu, dok je pojava rane toksi¢nosti najvjerojatnije
povezana s urodenim defektima koji su najées¢e povezani s metabolickim putevima, odnosno deficitom
enzima (32). Na vrijeme potrebno da se pojavi toksi¢nost znacajno je utjecala prisutnost mutacija
c.1905+1G>A, ¢.2194G>A i ¢.496A>G. Mutacije ¢.1905+1G>A i ¢.2194G>A bile su znacajno povezane
s kra¢im vremenom potrebnim da razvoj neutropenije. Prosje¢no vrijeme potrebno da se toksi¢nost pojavi
bilo je 7 mjeseci kod homozigotnih nositelja, no znacajno krace (0,9-2,1 mjesec) kod homozigotnih
nositelja ¢.2194G>A i ¢.496A>G te kod heterozigotnih nositelja mutacije ¢.1905+1G>A (31).

U drugim studijama (QUASAR2, CAIRO-2, NCCTG, TRIBE) povezanost c.2194G>A i
¢.496 A>G mutacija sa smanjenom aktivnos¢u DPD-a je u nekima potvrdena, a u nekima nije (32).

Godine 2018. Del Re i suradnici objavili su jo§ jedan rad koji je utvrdio povezanost izmedu
€.2194G>A i nastanka toksi¢nih u¢inaka fluoropirimidina na uzorku od 1254 pacijenta. U njih 982 koji su
dozivjeli gastrointestinalne nuspojave stupnja II ili viseg i/ili hematoloSke stupnja III ili viseg (ispitivana
grupa) pronadene su varijante ¢c.496A>G, ¢.1601G>A, ¢.1627A>G, ¢.1896T>C i ¢.2194G>A, iako su iste
pronadene i u 272 pacijenta koji nisu zahtijevali smanjenje doze ili prekid lije¢enja (kontrolna grupa).
Mutacije iz smjernica ¢.1905+1G>A i ¢.2846A>T pronadene su samo U ispitivanoj grupi pacijenata, sto
potvrduje njihovu snaznu vezu s nastankom nuspojava (34), dok ¢.1679T>G i ¢.1236G>A nisu pronadene.
c.1905+1G>A, c.2846A>T te c.2194G>A bile su povezane s gastrointestinalnim i hematoloSkim
nuspojavama, a c.496A>G s neutropenijom (31). Iz navedenih rezultata se zakljuuje da je varijanta
c.2194G>A, iako nije u smjernicama, vrlo vazna za smanjenje rizika od nastanka nuspojava
fluoropirimidina te bi se i ona trebala ukljuciti u predterapijsko ispitivanje uz standardne 4 varijante. Isto je
potvrdeno meta-analizom provedenom na 946 pacijenata s kolorektalnim karcinomom u kojoj je utvrdena
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znacajna povezanost varijante ¢.2194G>A te gastrointestinalnih nuspojava i supresije kostane srzi (34).
Ukoliko je utvrdena prisutnost ove varijante u pacijenta, preporuceno je smanjenje pocetne doze za 20 % u
homozigotnih nositelja te pomno pracenje na pojavu nuspojava i veliki oprez u heterozigotnih nositelja
(34).

2019. lachetta i suradnici su proveli studiju na 1827 pacijenata koje su testirali na prisutnost
c.1905+1G>A, c.2846A>T, c.1679T>G i ¢.2194G>A. Primarni cilj njihovog istrazivanja bio je analizirati
prisutnost varijanti ¢.2846A>T, ¢.1679T>G i ¢.2194G>A u pacijenata koji su imali nuspojave, ali nisu bili
nositelji varijante ¢.1905+1G>A, te tako utvrditi vaznost navedenih varijanti (24). U svega 31 ispitanika
(1,7 %) detektirana je varijanta c.1905+1G>A. 53 ispitanika imalo je i jednu od drugih ispitivanih varijanti,
pri ¢emu ih je 66 % razvilo teske, a 34 % blage ili su bili bez nuspojava. Najc¢esce nuspojave bile su
neutropenija i gastrointestinalni poremecaji (24). Najucestalija varijanta bila je ¢.2194G>A (12,5 %) koja
je snazno povezana s neutropenijom koja se javljala u 50 % nositelja ove mutacije. Varijante ukljucene u
smjernice, ¢.2846A>T i ¢.1679T>G, bile su povezane s nastankom nuspojava, no samo je za ¢.2846A>T
(1,37 %) utvrdena statisticka znacajnost te je povezana s nastankom neutropenije. Za ¢.1679T>G (0,55 %),
povezanom samo s gastrointestinalnim nuspojavama, to nije bio slucaj, §to se objasnjava malim brojem
ispitanika (samo su dva ispitanika imala ovu mutaciju). U nositelja ¢.2846A>T i ¢.1679T>G nuspojave su
se javljale vrlo rano, ve¢ u drugom ili tre¢em ciklusu lijeCenja, dok su nositelji ¢.2194G>A nuspojave
iskusili u prosjeku u Sestom ciklusu. Kasnija pojava nuspojava u nositelja ¢.2194G>A mogla bi se objasniti
umjereno smanjenom aktivnosé¢u DPD-a (smanjena za 15-20 %) (31), pri ¢emu nuspojave nastaju, osim
zbog smanjene aktivnosti DPD-a i zbog kumulativnog uc¢inka lijeka u kasnijim ciklusima (24). Ovim radom
potvrdena je vaznost predterapijskog testiranja na varijante ¢.2846A>T i ¢.1679T>G, dok se za varijantu
c.2194G>A potvrdilo da ima veliku vaznost i da bi takoder trebala biti uklju¢ena u testiranje, posebice
ukoliko se provodi lije¢enje protokolima gdje kombinacije kemoterapeutika s 5-FU-om, hipotetski, ovaj

deficit funkcije DPD-a ¢ini ocitijim i opasnijim (24).
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Spanjolci Garcia-Gonzélez i suradnici su izmedu 2013. i 2019. godine proveli studiju s ciljem
otkrivanja rijetkih DPYD varijanti u 28 pacijenata koji su imali nuspojave na terapiju fluoropirimidinima,
a predterapijskim testiranjem nije pronadena nijedna od Cetiri varijante iz smjernica. Provedena je in silico
analiza cijele DPYD kodirajuce sekvence te je, u slu¢ajevima gdje varijanta pokazuje zna¢ajnu povezanost
s toksi¢no$¢u, dodatno provedena fenotipizacija odredivanjem omjera DHU/U kako bi se rezultati potvrdili.
Utvrdeno je 15 razlicitih polimorfizama koji su se povezali sa smanjenim u¢inkom DPD-a. Dvije varijante,
c.2087G>A i ¢.2324T>G, vrlo su rijetke te nisu nikada dotada bile povezane s toksi¢nim uéincima
fluoropirimidina. Otkrivene su i brojne druge varijante u osoba s nuspojavama, poput c.2324T>G,
€.1129-15T>C, c.496A>G, c.2087G>A, ¢.257C>T i ¢.1627A>G, no potrebna su istrazivanja istih na ve¢em
broju ljudi i u drugim uvjetima. Takoder je detektirana i ve¢ spominjana varijanta ¢.2194G>A i to u ¢ak

32 % ispitanika koji su iskusili nuspojave u prva 3 ciklusa lijecenja (35).

Utjecajem varijanti c.85T>C i ¢.496A>G na aktivnost DPD-a bavili su se Hamzic¢ i suradnici u radu
objavljenom 2021. godine. Ispitivanje je provedeno na 1382 pacijenta odredivanjem omjera DHU/U. Za
Cetiri varijante iz smjernica dobiveni su znacajno nizi omjeri nego $to je to sluc¢aj u opcoj populaciji te se
time dokazala njihova uloga u smanjenju aktivnosti DPD-a. Varijanta ¢.496 A>G takoder je bila povezana
s niskim DHU/U omjerom te je smanjenje aktivnosti DPD-a bilo usporedivo sa smanjenjem uzrokovanim
varijantom ¢.1236G>A. Suprotno, za ¢.85T>C je zabiljeZzen pove¢an DHU/U omjer, iako on nije bio
statisti¢ki znac¢ajan. Rezultati ovog rada pokazuju da je utjecaj ovih varijanti na aktivnost DPD-a odreden
strukturom haplotipa (kombinacija alela i pripadaju¢ih gena na lokusu kromosoma koja se nasljeduje kao
cjelina). Varijanta ¢.85T>C je u savrSenoj neravnoteznoj vezi s varijantama c.496A>G i ¢.1236G>A koje
smanjuju aktivnost DPD-a te se zato zabiljezeni, potencijalno protektivni u¢inak ¢.85T>C, ne ispoljava u
praksi, no ta povezanost se mora imati na umu u daljnjim istrazivanjima koja su neophodna kako bi se

nedvojbeno utvrdio utjecaj ovih varijanti i haplotipova koje ih sadrze na aktivnost DPD-a (36).

Utjecajem varijanti ¢.2194G>A, ¢.85T>C i ¢.496A>G na pojavu nuspojava u pacijenata lijeCenih

fluoropirimidinima bavili su se i Bozina i suradnici. 2021. godine objavljen je rad proveden na 503 pacijenta
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bijele rase, od kojih je ¢ak 56,3 % razvilo dijareju ili neutropeniju stupnja I ili IV. Najéesce su se javljale
u nositelja varijante c.496 A>G koja je snazno povezana s ¢ak 5 puta ve¢im izgledom za nastanak nuspojava.
Incidencija nuspojava u nositelja ove mutacije bila je 78,7 % dok su nuspojave u divljeg tipa bile izrazene
u 48,7 %. Polimorfizam ¢.2194G>A pokazao je umjerenu povezanost, a incidencija nuspojava u ovoj
varijanti iznosila je 67,2 %, za razliku od divljeg tipa gdje je iznosila 54,6 %. U nositelja varijante ¢.85T>C
nije pronadena znacajna veza, iako je pronaden mali protektivni ucinak koji se ne smije u potpunosti
zanemariti. Ucestalost nuspojava u nositelja ovog polimorfizma bila je 50,6 % u odnosu na 57,6 % u
nositelja divljeg tipa. | ovaj rad dovodi do zakljucka da bi se varijante ¢.2194G>A i c.496A>G trebale

ukljuciti u test panele za predterapijsku DPYD genotipizaciju (37).

3.4. Terapijsko pracenje lijeka (engl. Therapeutic Drug Monitoring, TDM)

Pojam TDM-a podrazumijeva mjerenje koncentracije lijeka u bioloSkom uzorku, najéesée plazmi,
kako bi se mogla individualizirati doza te povecati korist i smanijti rizik lijeCenja odredenim lijekom. Ve¢
je spomenuto da se 5-FU, kao i mnogi drugi kemoterapeutici, dozira prema povrsini tijela, pri ¢emu se
interindividualne razlike ne mogu uzeti u obzir. 1z tog razloga Internacionalno drustvo za terapijsko
pracenje lijeka i klini¢ku toksikologiju (engl. International Association of Therapeutic Drug Monitoring
and Clinical Toxicology, IATDMCT) na temelju dostupnih dokaza, preporu¢uje TDM kako bi se lijeenje
provodilo sigurnije i uspjesnije sa §to manje toksi¢nih u¢inaka. Preporuke se odnose iskljuc¢ivo na primjenu
5-FU-a kontinuiranom infuzijom budu¢i da za ostale nacine primjene i druge fluoropirimidine nema
dovoljno podataka te se preporuke ne mogu primijeniti. U onkoloskoj praksi TDM nije u potpunosti zazivio
kao u nekim drugim granama medicine zbog nedovoljnog broja studija kojima bi se utvrdili optimalni
rasponi koncentracija kemoterapeutika u plazmi, kao i zbog nedostatka Sirom dostupnih rutinskih
laboratorijskih testova, nedovoljne edukacije na temu TDM-a, zakonskih i financijskih aspekata te

logistickih zahtjeva poput prikupljanja i obrade uzoraka.
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Brzina infuzije 5-FU-a igra veliku ulogu u postizanju ravnoteznog stanja 5-FU-a u plazmi te ¢e se
pri razli¢itim brzinama postizati i razli¢ite koncentracije 5-FU-a u ravnoteznom stanju. Bitno je imati na
umu da je sam 5-FU nestabilan nakon uzimanja uzorka te ¢e se u uzorku, na sobnoj temperaturi, nastaviti
metabolizirati djelovanjem ¢ak i malih koncentracija DPD-a prisutne u Kkrvi, a posebice u trombocitno-
leukocitnom medusloju. Stoga je veoma bitno pravilno odvajanje plazme i/ili dodatak DPD inhibitora
(gimeracila) te ¢uvanje uzorka na ledu odmah nakon uzimanja. Dodatkom DPD inhibitora dobiva se na
vremenu jer je uzorak moguce centrifugirati kroz 24 sata od uzimanja uzorka bez utjecaja na rezultate.
Nepravilno rukovanje uzorkom moze dovesti do predoziranja pacijenta jer dolazi do razgradnje 5-FU-a te
posljedi¢no izmjerenih nizih koncentracija lijeka (23). Ukoliko postoji sumnja u lazno snizene
koncentracije 5-FU-a pozeljno je, u idu¢em ciklusu, ponoviti mjerenje prije ikakvih korekcija doze (22).
Eliminacija 5-FU-a pokazuje velike interindividualne razlike te je pod utjecajem doziranja. Utvrdeno je da
je eliminacija veca pri dugoj kontinuiranoj infuziji u usporedbi s intravenoznim bolusom 5-FU-a, $to se
moze objasniti zasi¢enjem DPD-a prilikom primjene bolusa. Takoder je zabiljeZeno da muskarci imaju
26 % vece izlucivanje u odnosu na zene. Dok je za vecinu lijekova, u pravilu, za postizanje ravnoteznog
stanja potrebno 5 vremena polueliminacije (5 ti2), to ne vrijedi za 5-FU. Naime, vrijeme polueliminacije
5-FU-a je kratko i iznosi svega 10-15 minuta. UKkoliko se uzorak uzme unutar 1 sata od pocetka infuzije
(kada se ocekuje uspostava ravnoteznog Stanja raGunanjem prema tip), koncentracija ne¢e odrazavati
stvarno ravnotezno stanje. Istrazivanja su pokazala da je puno ispravnije uzorak uzimati barem 18 sati
nakon pocetka infuzije, koliko je potrebno da se uspostavi ravnoteza. Uzorak se ne smije uzimati ukoliko
je infuzijska pumpa u zadnjih 30 minuta praznjenja ili ako je ve¢ prazna, ve¢ najkasnije 4 sata prije
oéekivanog kraja infuzije. Krv je potrebno vaditi iz periferne vene udaljene od mjesta primjene infuzije
kako bi se izbjegle lazno povisene koncentracije 5-FU-a i kontaminacija. Izlozenost lijeku izrazava se
povrsinom ispod krivulje (AUC). Ciljne vrijednosti AUC-a za TDM 5-FU-a iznose od 20-30 mg x h/L za
uobicajeno trajanje infuzije koje iznosi 46 sati. Navedeno ne vrijedi za bolus 5-FU-a te infuziju u trajanju

od 120 sati.
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Ve¢ je spomenuto da je 5-FU lijek s uskom terapijskom Sirinom. Problem je ¢injenica da se,
¢ak i1 uz redukciju doze prema opisanim smjernicama, ne moze garantirati postizanje terapijskih
koncentracija lijeka u krvi. Upravo zato TDM ima veliki znacaj u uspjesnoj terapiji 5-FU-om, S§to je
potkrijepljeno i nekolicinom klinickih studija koje dokazuju smanjenu varijabilnost u izloZenosti 5-FU-u
uz primjenu TDM-a, a time i manju pojavu nuspojava i ve¢u ucinkovitost. Slika 4 prikazuje terapijski
indeks s AUC 20-30 mg x h/L (A) te koncentracije lijeka postignute doziranjem na temelju BSA (B).
Doziranjem prema BSA-u vecina pacijenata (oko 60 %) bude poddozirana, oko 15 % predozirana, a svega
25 % postize ciljne terapijske vrijednosti 5-FU-a, $to jasno pokazuje da je taj na¢in doziranja nedovoljno

precizan.

Toksichost 4

A=
Terapijski .
AUC 20 rroor

A“C 30
Ucinkovitost

-
Log (izlozenost) —

B

Ucinak

=60% |=25% [15%

Log (izloZenost)

Slika 4. Shematski prikaz terapijskog indeksa s AUC 20-30 mg x h/L (A) te koncentracije lijeka postignute

doziranjem na temelju BSA (B) (23)
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Postoje dva algoritma za prilagodbu doze 5-FU-a prema TDM-u. Prvi je vezan za ciljni AUC
20-25 mg x h/L te noviji za ciljni AUC 20-30 mg x h/L koji se odnosi na najéesée koriStenu primjenu
5-FU-a kao 46-satnu kontinuiranu infuziju (Tablica 11). Prvi algoritam podrazumijeva prilagodbu doze za
odredene AUC < 4 mg x h/L do > 31 mg x h/L, dok drugi preporucuje prilagodbu za AUC 8-10 mg x h/L
do > 40 mg x h/L. Preporuka je koristiti noviji algoritam kojeg su izradili Kaldate i suradnici (Tablica 11)
jer je njegovim koriStenjem dokazano poveéan udio pacijenata koji postizu terapijske koncentracije

5-FU-a.

Tablica 11. Doziranje 5-FU-a prema TDM-u (22)

5-FU AUC (mg x h/L) Prilagodba doze u idué¢em ciklusu (%)

>40 30 % manja

37-39 25 % manja

34-36 20 % manja

31-33 10 % manja

20-30 Nije potrebna prilagodba

17-19 10 % visa

14-16 20 % visa

8-13 25 % visa
<8 Ponoviti mjerenje kako bi se isklju¢ila moguénost

pogreske. Ukoliko se rezultat ponovi, dozu
povecati 30 %.

5-FU= 5-fluorouracil; AUC= povrsina ispod krivulje; TDM= terapijsko pracenje lijeka
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Ipak, prilagoda doze treba se provoditi pazljivo u vise ciklusa kako bi se postigle terapijske
vrijednosti te izbjegli toksi¢ni ucinci. Na Slici 5. prikazano je postepeno povecavanje doze s 2,4 g/m? u
prvom, 2,7 g/m? u drugom na 3 g/m? u treéem ciklusu, kada se postize ciljni AUC. Daljna prilagodba nije
bila potrebna jer je postignut ciljni AUC, arazlike u AUC-ima u treCem, ¢etvrtom i petom ciklusu posljedica

su intraindividualnih varijabilnih ¢imbenika.

35 -
30
—
= 25 -
[ ]
E’zo
~
315 - - 4.0 €
S - 3.0 &
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Slika 5. Primjer primjene algoritma za prilagodbu doze 5-FU-a do postizanja ciljnog AUC-a (23);

AUC= povrsina ispod krivulje (engl. Area Under the Curve)

Temeljem svih dosadasnjih literaturnih dokaza, Beumer i suradnici snazno preporucuju TDM
prilikom terapije 5-FU-om i brojnim protokolima koji ga sadrze, budu¢i je dokazano da smanjuje
varijabilnost u izloZenosti lijeku i ucestalost pojave toksi¢nih u¢inaka (23). Preporuka je provoditi TDM u
nositelja rizicnih alela DPYD-a te u pacijenata kojima je reducirana pocetna doza kako ne bi bili poddozirani
i primali neu¢inkovitu terapiju (22). Naravno, TDM ne bi smio biti alternativa genotipizaciji i fenotipizaciji

ve¢ komplementarna metoda kojom bi se pruzila najbolja moguéa skrb onkoloskom pacijentu na terapiji

44



5-FU-om. Predterapijskom genotipizacijom i/ili fenotipizacijom identificirao bi se dio pacijenata s visokim
rizikom od toksi¢nih u¢inaka te bi im se izabrala alternativna terapija ili prilagodila poc¢etna doza kako bi
imali ucinkovito, ali sigurno lijeenje. Genotipizacijom se ipak nece identificirati svi pacijenti s
deficijencijom DPD-a jer jos nisu otkrivene sve varijante niti su sve ve¢ poznate zastupljene u testiranjima,
no takve rizicne pacijente moze se identificirati fenotipizacijom. Potom bi se koriStenjem TDM-a
osiguravalo postizanje terapijskih doza lijeka ¢ime bi se pruzilo najbolje moguce lijecenje te izbjeglo, osim

predoziranja, i poddoziranje (23).

Kako bi TDM bio $to jednostavnije implementiran u praksu potrebna su daljnja istrazivanja
kojima bi se povecala baza dokaza. Samo uzorkovanje trebalo bi se dodatno pojednostaviti te je nepohodna
vecéa dostupnost laboratorija koji bi provodili ovu analizu. Potrebno je utvrditi i financijsku isplativost same

pretrage, iako sva dosadasnja istrazivanja potvrduju isplativost ove analize (3).

3.5. Etnografske razlike u uéestalosti pojedinih DPYD polimorfizama u populaciji

Ucestalost pojedinih DPYD varijanti znacajno varira medu etni¢kim grupama i rasama. Djelomi¢no
smanjenje aktivnosti DPD-a ima oko 3-7 % (17, 37) dok potpuni gubitak enzimske funkcije ima 0,01-0,2
% bijele rase (17, 37). Kad se zbroje sve 4 varijante koje smanjuju aktivnost DPD-a, oko 7-9 % bijele rase
nosi barem jednu varijantu koja utje¢e na aktivnost DPD-a (37). U europskoj populaciji najée$¢a varijanta
je c.496A>G (nije u smjernicama) s ucestalosc¢u od ¢ak 12 % u bijelaca (5). Slijedi c.1236G>A s u¢estalo$éu
1-4 % (4), odnosno 4,1-4,8 % (31) te potom c.1905+1G>A s 1-1,2 % i c.2846A>T s 0,8-1,4 % (31).
Priblizno 8 % Afroamerikanaca ima djelomic¢an nedostatak enzimske funkcije (4, 17). Varijanti ¢.2194G>A
ucestalost varira od 1-9 %, ovisno o populaciji (4), a varijanta ¢.1679T>G zastupljena je u svega 0,2 %

bijele rase (26).

Jos§ 2014. Offer i suradnici su u svom radu opisali uestalost pojedinih polimorfizama u razli¢itim

populacijama prema podacima iz baza NHLBI ESP i 1000 Genomes Project. Prema NHLBI ESP bazi
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varijanta ¢.1905+1G>A prisutna je u 0,09 %, c.1679T>G u 0 % i c.2846A>T u 0,09 % Afroamerikanaca.
Sveukupno su varijante nalik varijanti ¢.1905+1G>A (*2A), s manje od 12,5 % normalne aktivnosti, bile
zastupljene u 0,43 % Afroamerikanaca. Ucestalost hovih varijanti nalik na c.1679T>G i nalik na c.2846 A>T
u Afroamerikanaca bile su 0,02 % i 2,22 %, na temelju ¢ega se zakljuCuje da potencijalno vazne varijante
mogu biti vrlo znacajne za nedostatak aktivnosti DPD-a u Afroamerikanaca. U Amerikanaca europskog
podrijetla ukupna ucestalost novih varijanti koje uzrokuju smanjenu aktivnost DPD-a iznosila je 0,08 %,
dok je u istoj populaciji varijanta ¢.1905+1G>A bila prisutna u 0,58 %, ¢.1679T>G u 0,06 % i c.2846A>T
u 0,54 %. Baza podataka 1000 Genomes Project ima manje individualnih podataka, no obuhvaca veci broj
rasa. Prema ovim podacima, u Afrikanaca uzimanje u obzir novih varijanti povecava ucestalost Stetnih
varijanti na 2,64 %, u odnosu na svega 0,41 % ukoliko se uzimaju u obzir samo ¢.1905+1G>A, ¢.1679T>G
i¢.2846A>T. Udvostrucenje se primjecuje i u Amerikanaca (s 0,28 % na 0,56 %). U Azijata ¢.1905+1G>A,
€.1679T>G i ¢.2846A>T nisu pronadene, ali ubrajanjem novih varijanti ucestalost varijanti nalik na *2A
iznosi 0,17 % te onih nalik na ¢.2846A>T 0,56 %. U Europljana nove varijante nisu pronadene, ali su
varijante ¢.1905+1G>A, ¢.1679T>G i ¢.2846A>T ucestalo prisutne. Sve je sumarno prikazano na Slici 6

(33).
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Slika 6. Ucestalost Stetnih varijanti u javno dostupnim populacijskim podacima (33). AA= Afroamerikanci;

EA= Amerikanci europskog podrijetla; AFR= Afrikanci; AMR= Amerikanci; ASN= Azijati; EUR=

Europljani

Zhou i suradnici su proveli analizu kojom su predvidjeli u¢estalost pojedinih DPYD polimorfizama
u populaciji pomocu rac¢unalnog programa. Prema bazama podataka GnomAD i SWEgene, u obradu su
uzete uCestalosti varijanti na uzorku 138 842 pojedinca u osam razli¢itih populacija (12 487 Afrikanaca, 17
720 Latino pripadnika, 5185 Zidova, 9977 Istoénih Azijata, 64 603 Europljana (bez Finaca), 12 562 Finaca,
15 308 Juznih Azijata i 1000 Svedana). Svakoj varijanti odredivan je AS te su aktivnosti enzima izrazene
kako je navedeno u poglavlju 3.2.1.1.. Rezultatima ove analize je pokazano da su pojedine varijante

DPYD-a smanjene aktivnosti specifi¢no vezane za pojedinu populaciju kao $to je prikazano u Tablici 12

(38).
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Tablica 12. Etnicke razlike u ucestalosti varijanti koje smanjuju funkciju DPD-a (38)

MAF (%)
Gene RSID Star allele Global EUR AFR FIN SWE EAS SAS LAT AJ
DPYD
rs75017182 (c.1236G=A) HapB3 13 2.1 0.2 12 19 0.2 NA. 08 0.7
r5s3918290 (c.1905+1G=A) *2A 06 0.6 0.1 24 08 0 0.4 0.1 05
rs115232898 (C.557A=G) 0.2 <01 22 0 0 <0.1 <01 <01 O
rs67376798 (C.2846A>T) 03 0.5 <01 <01 05 <0.1 <01 03 <0.1
rs112766203 (c.2279C=T) <0.1 0 0 0 0 0 0.5 0 0
rs72975710 (c.1349C=T) <0.1 <01 03 0 0 0 0 <01 0
rs60511679 (c.2195T=G) <0.1 <01 02 0 0 0 0 <01 0
rs59086055 (c.1774C=T) <0.1 <01 <01 O 0 0.2 <01 0 0
rs769167857 <0.1 0 0 0 0 0 0.1 0 0
rs189768576 <0.1 0 0 0 0 02 <0.1 <01 0

EUR= Europljani; AFR= Afrikanci; FIN= Finci; SWE= Svedani; EA= Isto¢ni Azijati; SA= Juzni Azijati;
LAT= Latino pripadnici; AJ= Zidovi, MAF= frekvencija alela manje udestalosti (engl. Minor Allele
Frequency); DPYD= gen za dihidropirimidin-dehidrogenazu; Prikazane su varijante s uéestalo$¢u iznad

0,1 % u barem jednoj populaciji.

Izuzevsi varijantu ¢.496A>G, koja u ovom ispitivanju nije pronadena, varijanta c.1236G>A
(HapB3) opcenito je najces¢a varijanta te je u Europljana prisutna u 2,1 % populacije, dok je
€.1905+1G>A najucestalija u sjevernoj Europi, toénije u 2,4 % Finaca i 0,8 % Svedana, a vrlo rijetka u
Afrikanaca, Latinskoj populaciji i u isto¢nih Azijata. U Afrikanaca su najzastupljenije varijante ¢.557A>G
s 2,2 % (u novijim istrazivanjima zabiljezeno 1-4 % (4)), ¢.1349C>T (0,3 %), ¢.2195T>G (0,2 %) te
€.1236G>A (0,2 %). Varijanta c.2279C>T zastupljena je s ucestalos¢u od 0,5 % u pripadnika populacije
juzne Azije te nije zastupljena u drugim populacijama, pa ni u isto¢nih Azijata. U Europljana je s

ucestalos¢u od 0,5 % zastupljena varijanta c.2846A>T.

Na Slici 7. jasno je vidljivo da Finci imaju najveci postotak DPD slabih metabolizatora (0,14 %)

Sto se objasnjava visokim udjelom varijante ¢.1905+1G>A u toj populaciji, dok u Afrikanaca prevladavaju
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intermedijarni metabolizatori s 8,4 %. Slabi i intermedijarni metabolizatori su u europskoj populaciji
zastupljeni sa svega 0,09 % (PM) i 7,6 % (IM), dok takvih metabolizatora ima znatno manje u Zidova
(0,01 % PM-a i 2,8 % IM-a). Ovi podaci se podudaraju s podacima u Tablici 12 u kojoj je vidljivo da
varijanta ¢.2846A>T nije zastupljena u Zidova. Veoma je zanimljiva i razlika izmedu Azijata s podru¢ja

Juzne i Istocne Azije. Naime, PM-a u Juznih Azijata ima 3 puta viSe negoli je to slucaj u Isto¢nih Azijata

(38).
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Slika 7. Etnicke razlike u aktivnosti DPD-a (38). PM= spori metabolizator; IM= intermedijarni

metabolizator; NM= normalni metabolizator

Cocca i suradnici opisali su u¢estalost biljega povezanih s odgovorom na lijeCenje karcinoma dojke
u Italiji u populaciji regije Friuli Venezia Giulia (FVG) koja granici s Austrijom i Slovenijom te ima 1,2
milijuna stanovnika. Usporedivali su ucestalost odredenih polimorfizama DPYD-a u talijanskoj regiji u
odnosu na ucestalost zabiljezenu u bazama podataka 1000G Project data (europska populacija) te ExXAC
(Europljani bez Finaca). Za varijantu c.496A>G, koja kodira za nefunkcionalni protein, u regiji FVG
utvrdena je ucestalost od 7 %, dok je ucestalost iste u bazama podataka bila 10-12 %. Za razliku od toga,
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varijanta ¢.1905+1G>A je veoma rijetka sa svega 0,063 %, dok je u bazama podataka bila zastupljena sa
0,6-1 %. Varijanta c.1627A>G u regiji je imala uCestalost 21,7 %, a u bazama podataka 17-20 %, dok je
c.775A>G hilarijetkas 0,4 % u FVG te 1-1,5 % u bazama podataka. 1z dobivenih rezultata vidljivo je da u
populaciji regije FVG polimorfizmi DPYD-a nisu veoma ucestali, a posebice je bitna ¢injenica da je
varijanta ¢.1905+1G>A, koja uzrokuje stvaranje nefunkcionalnog enzima, veoma slabo zastupljena u
populaciji FVG regije. Temeljem ovih rezultata moze se zakljuéiti da bi veéina oboljelih u regiji FVG imala
vecu korist od primjene standardnih doza fluoropirimidina negoli reduciranih doza. Ova studija upuc¢uje na
¢injenicu da bi svaka pojedina regija profitirala analiziraju¢i farmakogenetski profil svog stanovnistva te

prema tome odredivala na koje varijante testirati oboljele prije primjene fluoropirimidina (39).

3.6. Isplativost genotipizacije u individualizaciji terapije fluoropirimidinima

Jedan od kriterija za uspjeSnu implementaciju genotipizacije u rutinsku primjenu jest i isplativost
pretrage, odnosno povoljan omjer tro§ka i koristi. Objavljeni su mnogi radovi na tu temu koji pokazuju
isplativost predterapijskog testiranja, no rad Henricks i suradnika iz 2018. dokazao je da je predterapijska
DPYD genotipizacija, prema kojoj ¢e se individualizirati doza fluoropirimidina, isplativa ili barem ne
predstavlja dodatni tro$ak za zdravstveni sustav. Pacijenti su (njih 1103), prije primjene fluoropirimidinske
terapije, testirani na DPYD varijante ¢.1905+1G>A, ¢.1679T>G, ¢.2846A>T i ¢.1236G>A. U skupinu
divljeq tipa pripadalo je 92,3 % dok je svega 7,7 % bilo heterozigotnih nositelja alela. Nositelja c.1236G>A
bilo je 60 %, c.2846A>T 20 %, ¢.1905+1G>A 19 % te c.1679T>G svega 1 %. Svi heterozigotni nositelji
alela ¢.2846A>T i ¢.1236G>A primili su za 25 % nizu pocetnu dozu, dok je heterozigotnim nositeljima
alela ¢.1905+1G>A i ¢.1679T>G pocetna doza smanjena za 50 %. Doze su se mogle povecéavati tek nakon
dva ciklusa pod uvjetom da pacijent dobro podnosi terapiju. Homozigoti i sloZeni heterozigoti nisu bili
ukljuceni u studiju, dok su svi pacijenti koji nisu nositelji jednog od ¢etiri spomenuta alela smatrani divljim

tipom te su im primijenjivane standardne doze fluoropirimidina. Potom su prikupljani podaci o toksi¢nosti,
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hospitalizaciji i drugim intervencijama zbog toksi¢nih u¢inaka te su usporedivani s istim parametrima

dobivenima bez provedene genotipizacije.

Primarni cilj ispitivanja bio je zabiljeziti ucestalost ozbiljnih fluoropirimidinskih nuspojava tijekom
cijelog trajanja lije¢enja. U skupini nositelja DPYD varijantnih alela (ispitivana skupina) ¢ak 39 % je razvilo
nuspojave stupnja III ili viseg, dok je u skupini divljeg tipa (kontrolna skupina) taj postotak bio znatno nizi
te je iznosio svega 23 %. Usporedbom ispitivane skupine sa skupinom nositelja DPYD varijanti tretiranih
standardnom dozom fluoropirimidina, genotipizacija i redukcija doze znacajno su smanjili rizik nastanka
ozbiljnih nuspojava u ispitivanoj skupini za tri varijante: ¢.2846A>T, ¢.1905+1G>A i ¢.1679T>G. Za

varijantu ¢.1236G>A smanjenje rizika nije utvrdeno (40).

Sekundarni cilj ispitivanja bio je odrediti isplativost predterapijske DPYD genotipizacije prema
kojoj se individualizira doza fluoropirimidina. U troskove su se ura¢unavali iskljué¢ivo medicinski troskovi
(troskovi genotipizacije, cijena fluoropirimidina ukljucujuéi posjete lijeCniku, njega te troSkovi zbrinjavanja
nuspojava i/ili posljedi¢nih hospitalizacija). Ocekivani ukupni tro$ak po pacijentu uz provodenje
predterapijskog testiranja iznosio je 2599 €. TroSkovi po pacijentu bez provodenja testiranja iznosili su
2650 €. Provodenjem testiranja novac se $tedio u iznosu od 51 € po pacijentu, odnosno smanjenje troskova
povezanih s toksi¢nim ué¢incima nadmasilo je troskove testiranja. Dobiveni iznos uStede od 51 € po
pacijentu relativno je malen, a razlog tome moze se pronaci u ¢injenici da je rizik nastanka toksi¢nih u¢inaka
u ispitivanoj bio visi (39 %) nego u kontrolnoj skupini (23 %). Naime, taj poviseni rizik bio je prisutan zbog
velikog udjela nositelja mutacija c.1236G>A i ¢.2846 A>T kojima je poCetna doza smanjena za samo 25 %,
Sto, kako je kasnije i pokazano u radu iste autorice (29), nije bilo dovoljno za smanjenje rizika ve¢ je bila
potrebna redukcija po¢etne doze za 50 % (40). Zaklju¢no, ovim radom dokazano je da je predterapijska
DPYD genotipizacija za spomenute Cetiri varijante isplativa, odnosno u najgorem sluc¢aju ne stvara troSak
zdravstvenom sustavu. Taj dokaz olaksava implementaciju DPYD genotipizacije u klinicku praksu kako bi

se individualizirala doza fluoropirimidina i povecala sigurnost pacijenata i uspjesnost lijeCenja (40).
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3.7. Moguénosti individualizacije terapije 5-FU-om u Republici Hrvatskoj

U Republici Hrvatskoj (RH) postoji moguénost individualizacije terapije fluoropirimidinima te je
moguce provesti predterapijsku DPYD genotipizaciju na teret Hrvatskog zavoda za zdravstveno osiguranje
(HZZzO) ili na vlastiti trosak. Jedini ovlasteni laboratorij u RH djeluje u sklopu Klini¢kog bolni¢kog centra
(KBC) Zagreb na Rebru, to¢nije na Odjelu za farmakogenomiku i individualizaciju terapije. U laboratoriju
se provodi testiranje na brojne farmakogeneti¢ke varijacije koje mogu utjecati na u¢inkovitost i nuspojave
niza lijekova. Najcesce se testiraju polimorfizmi navedeni u Tablici 13, no uz navedeno moguce je testiranje

i na brojne druge genske polimorfizme.

Tablica 13. Najcesce testirani genski polimorfizmi u laboratoriju Odjela za farmakogenomiku i

individualizaciju terapije KBC-a Zagreb (41)

metabolic¢ki enzimi faze 1 CYP2C9, CYP2C19, CYP3A4/5, CYP2D6, DPYD
metabolicki enzimi faze 11 TPMT, NAT2, UGT1, UGT2
transportni proteini ABCB1, ABCC2, ABCG2, SLCO1B1, SERT, DAT
ciljna mjesta djelovanja lijeka VKORC1, 5-HTR, DRD2, AGTR1

CYP= citokrom P450; DPYD= gen za dihidropirimidin-dehidrogenazu; TPMT= tiopurin-metiltransferaza;
NAT2= N-acetiltransferaza 2; UGT= UDP-glukuronoziltransferaza; ABCB1= ATP Binding Cassette
Subfamily B Member 1; ABCC2= ATP Binding Cassette Subfamily C Member 2; ABCG2= ATP Binding
Cassette Subfamily G Member 2; SLCO1B1= solute carrier organic anion transporter family member 1B1,;
SERT= serotoninski trannsporter; DAT= dopaminski transporter; VKORC1= vitamin K epoksid-reduktaza
kompleks podjedinica 1; 5-HTR= 5-hidroksitriptamin (serotoninski) receptor; DRD2= dopaminski receptor

D2; AGTR1= angiotenzin Il receptor tipa 1
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Za samo testiranje nije potrebno narucivanje (Slika 8) veé se uzorci Krvi uzimaju ili osobno u
laboratoriju ili se, ukoliko je rije¢ o pacijentima koji nisu u Zagrebu, u laboratorij mogu dostaviti preko
ekspresnih sluzbi (HP Express, DHL, FedEx i dr.). Slanje standarnom postom nije prihvatljivo jer uzorak
nece pristi¢i u laboratorij u istom danu te se tako dostavljeni uzorci nece laboratorijski obradivati. Uzorak
je potrebno zapakirati odvojeno od uputnica u zastitne spremnike kako bi se sprijeéilo istjecanje uzorka i
kontaminacija ljudi i okoline (42).

Narudzba Rok
Napomena izrade
nalaza

QOdjel Pretrage

da ne

antiaritmici, antihipertenzivi:
(CYP2D6, MDR1, AGTR1);
antidepresivi:
(CYP2D6, CYP2C19, SERT);
antipsihotici:

(CYP2D8&, CYP3A4, MDR1);
kodein, tramadol (CYP2D6, UGT2BT);
tamoksifen (CYP2D6, ABCC2);
azatioprin — Imuran (TPMT);

Odjelza antiepileptici:
f‘:::fm:::‘ﬁ:":' (CYP2C9, CYP2C19, MDR1, UGT2B7);
terapije y dabigatran (MDR1});

5 FU, kapecitabin: (DPYD, SLCO1B1);
Folfiri - 5 FUirinotekan folna kiselina:
(DPYD, SLCO1B1, UGT1A1);
imunosupresivi:
(CYP3A4/5, MDR1, MRP2, SLCO1B1);

irinotekan (UGT1A1);
klopidogrel (CYP2C19, MDR1); 3 tiedna
metotreksat:
(MDR1, MRP2, SLCO1B1, ABCG2);
nesteroidni antireumatici:
(CYP2C9, CYP2C19, MRP2, UGT2BT);

paklitaksel, oksaliplatin, cisplatin (ABCG2, MRP2,
SLCO1B1);

]

"]

4 fjedna

rivaroksaban (CYP3A4, MDR1);

statini: (CYP2C9, CYP2C19, SLCO1B1, ABCG2);

Slika 8. Pretrage i naruc¢ivanje na Odjelu za farmakogenomiku i individualizaciju terapije (43)

Uzorci moraju biti ispravno oznaceni ¢itko ispisanim podacima o pacijentu (ime, prezime i godina
rodenja) te se dostavljaju u Klinicku jedinicu za prijem i obradu materijala Klinickog zavoda za
laboratorijsku dijagnostiku (KZLD) uz odgovaraju¢u uputnicu i to isti dan u najkraéem moguéem roku.
Nuzno je drzati se odgovarajuéih predanalitickih uvjeta pa je pozeljno, za to¢ne upute oko uzimanja uzoraka

te njihovog ¢uvanja i transporta, konzultirati laboratorij na broj telefona 01 2376 310 svakim radnim danom
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od 13 do 14 sati kako bi dobili detaljne upute (42). Rezultati testa gotovi su kroz 3 tjedna od primitka uzorka
te se potom izdaje farmakogeneticki nalaz koji sadrzi tumacenje rezultata i preporuke za doziranje prema
medunarodno usvojenim smjernicama. Sam nalaz dostavlja se standardnom, e-postom ili telefaksom uz
popunjen i potpisan ,,Zahtjev za slanje nalaza“ koji se moze pronaéi na mreznim stranicama KBC-a Zagreb

(41, 42).

Na podruc¢ju Republike Hrvatske djeluje jo§ nekoliko privatnih laboratorija koji pruzaju usluge u

vidu uzimanja uzoraka za farmakogeneticke analize koje se provode u inozemnim institucijama.
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https://www.kbc-zagreb.hr/EasyEdit/UserFiles/lab/zahtjev-za-slanje-nalaza-za-pacijente-10122019.doc

4. RASPRAVA

U novije vrijeme razvijen je velik broj novih onkoloskih lijekova koji su unaprijedili lije¢enje
onkoloskih bolesti. Vrlo bitan korak u lije¢enju karcinoma je odabir lijeka ili lijekova koji ¢e biti
najucinkovitiji u lijeCenju odredene maligne bolesti te je jako bitno personalizirati dozu lijeka kako bi se
sprijecile nuspojave ili izostanak uc¢inka (3). Visoka smrtnost zbog samog malignog oboljenja dovodi do
prihvaéanja visoke stope nuspojava onkoloske terapije i od strane pacijenata i regulatornih tijela. One
ponekad mogu biti vrlo teske, pa ¢ak i smrtonosne, a njihov nastanak moze biti uvjetovan genetickom
predispozicijom. U klinickoj onkoloskoj praksi rutinski se odreduju polimorfizmi manjeg broja gena za
koje je dokazan utjecaj na ucinkovitost i sigurnost lije¢enja. Fluoropirimidini su skupina lijekova koja je
temelj lijeCenja kolorektalnog karcinoma i drugih solidnih tumora i svake godine se njima lije¢i oko 2
milijuna novooboljelih diljem svijeta (6). Prevelike doze fluoropirimidina mogu uzrokovati ozhiljne
nuspojave koje mogu biti i smrtonosne (7), a razvije ih 10-40 % pacijenata na terapiji fluoropirimidinima
(6). 5-FU primjenjuje se kao monoterapija ili kombinirana kemoterapija (tzv. protokoli), a lijecenje je
potrebno zapoceti u bolnici zbog pracenja stanja pacijenta. Lijek ima uski terapijski indeks te u slucaju
jakih gastrointestinalnih nuspojava lije¢enje hitno treba prekinuti. Nastaviti se smije tek nakon potpunog
povlacenja nuspojava i ukoliko stanje pacijenta to omogucava, iako se kod teSkih gastrointestinalnih,
sr¢anih ili neuroloskih simptoma toksi¢nosti nastavak lije¢enja ne preporucuje. Teske i vrlo tesSke nuspojave
javljaju se u otprilike 16 % pacijenata, kao posljedica mutacija u genu DPYD koje dovode do smanjene
aktivnosti enzima DPD i povecane toksi¢nosti i ucinka lijeka. Predterapijskim farmakogenetickim
testiranjem moguce je procijenti odgovor na terapiju i razvoj nuspojava te bi se na vrijeme identificirali
pojedinci s povecanim rizikom za teSke i vrlo teSke nuspojave. Uz povecanje sigurnosti i uspjesnosti

lije¢enja smanjili bi se i troskovi zdravstvene zastite.

Gen DPYD jedan je od visokopolimorfnih gena s preko 160 razli¢itih varijanti (17) koji kodira za
sintezu enzima DPD koji ima klju¢nu ulogu u metabolizmu fluoropirimidina kao limitirajuci faktor brzine

metabolizma. U normalnim uvjetima metabolizira priblizno 80-90 % primijenjene doze 5-FU (4). Europska
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medicinska agencija (EMA) je u travnju 2020. godine objavila preporuku za testiranje na nedostatak enzima
DPD-a prije lije¢enja 5-FU-om koje je moguée provesti mjerenjem koncentracije uracila (fenotipizacija) ili

provjerom prisutnosti mutacija DPYD-a (genotipizacija).

Unato¢ dosadas$njim spoznajama, farmakogeneticko predterapijsko testiranje je nedovoljno
koriSteno u svakodnevnom radu. Veliki broj varijanti je potencijalno vazan za razvoj toksi¢nih u¢inaka
5-FU-a, no nije im jednozna¢no dokazan Stetan utjecaj na aktivnost DPD-a. Drugi razlog je potreba da DPD
testiranje bude vremenski i financijski isplativo te prakti¢no i jednostavno, kao i da testovi budu specifi¢ni
i osjetljivi na validirane biljege. Danasnji testovi za predterapijsku genotipizaciju DPYD-a usmjereni su na
Cetiri dobro utvrdene varijante koje su u smjernicama, dok se na ostale ne provodi testiranje (6). To nije
dovoljno jer postoji niz drugih varijanti koje nisu zastupljene u testovima, a koje dovode do nepodnosenja
5-FU-a. Fenotipizacija takoder ima svoje nedostatke. Naime, manjak jasno definiranih predterapijskih
vrijednosti uracila, kao i nedostupnost takvih testova u nekim dijelovima svijeta, jo$ su jedan od razloga
nedovoljne implementacije u praksi (6), kao i zahtjevni logisti¢ki i radni uvjeti te komplicirana
standardizacija fenotipskih testova izmedu laboratorija (22). Idealno bi bilo provesti genotipizaciju DPYD-
a i fenotipizaciju DPD-a temeljem ¢ega bi se odredila pocetna doza 5-FU-a, a potom pratiti koncentraciju
5-FU-a u krvi TDM-om. Time bi se napravio najidealniji probir na pacijente s povisenim rizikom od

nuspojava i osigurala sigurna terapija.

Za uspjeS$nu implementaciju farmakogenomike u onkolosku praksu najbitnije je postojanje
uskladenih i azuriranih smjernica prema kojima ¢e se odluivati o terapiji 5-FU-om. CPIC-ove i
DPWG-ove smjernice nude veliki izvor informacija o doziranju fluoropirimidina prema genotipu, no
izmedu njih postoje odredene razlike (4). Jasna povezanost s toksi¢nim uéincima fluoropirimidina dokazana
je za Cetiri varijante koje su, zbog u¢inka na aktivnost enzima i zastupljenosti u populaciji, uvrstene u sve
smjernice: ¢.1905+1G>A, ¢.1679T>G, ¢.2846A>T i c.1236G>A. Najstetniji uc¢inak na DPD aktivnost
imaju varijante ¢.1905+1G>A i ¢.1679T>G te je u nositelja potrebno izbjegavati primjenu 5-FU-a i ostalih

fluoropirimidina.
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Prema CPIC-ovim smjernicama u normalnih metabolizatora nije potrebna prilagodba doze te se
primjenjuju standardne doze 5-FU-a. Intermedijarni metabolizatori po prija$njim preporukama pocinjali su
s 50-75 % standardne doze, ovisno o aktivnosti enzima, no 2018. su smjernice azurirane te se dozu smanjuje
za 50 % u heterozigotnih nositelja alela smanjene funkcije ¢.2846A>T i ¢.1236G>A. Nakon prva dva
ciklusa lijeCenja dozu je moguce titrirati i dalje povisivati kako bi se ocuvala u¢inkovitost. U sporih
metabolizatora preporuka je izbjegavati 5-FU i njegove predlijekove te odabrati alternativnu terapiju.
Ukoliko alternativna terapija nije primjerena treba primijeniti izrazito smanjenu dozu 5-FU-a (<25 %
standardne doze) te provesti rani TDM. U takvim slucajevima je takoder poZeljno provesti test
fenotipizacije kako bi se §to to¢nije procijenila po¢etna doza i izbjeglo poddoziranje ili predoziranje takvih

pacijenata (5, 6).

DPWG-ove smjernice opisuju preporu¢ene pocetne doze za 5-FU, kapecitabin i tegafur za koji
CPIC ne daje preporuke. Jo$ jedna prednost ovih smjernica je $to razlikuju sistemsku i kutanu primjenu
5-FU-a i daju preporuke prema nacinu primjene lijeka, Sto CPIC-ove smjernice ne daju. Takoder, za
aktivnost 0, u slucaju neprikladnosti alternativne terapije, daju moguénost fenotipizacije kako bi se odredila

pocetna doza (17).

SPT preporucuje, uz smanjenje pocetnih doza za pojedine genotipove, i TDM kako bi se doza

mogla korigirati temeljem TDM-a.

Sve navedene smjernice za heterozigotne nositelje rizicnih alela predlazu smanjenje pocetne doze
za 50 %. Za rtjede homozigotne i heterozigotne nositelje s jednim nefunkcionalnim i jednim
hipofunkcionalnim alelom, preporuke se razlikuju. SPT za nositelje dvaju hipofunkcionalnih alela predlaze

redukciju poéetne doze za svega 25 %, a ne 50 % kao CPIC i DPWG (22).

Od ostalih istrazivanih varijanti, koje bi mogle biti klinicki znacajne, obradene su varijante
€.2194G>A, ¢.496A>G i ¢.85T>C. Varijanta ¢.2194G>A u nekim studijama nije pokazala znac¢ajan u¢inak

na aktivnost DPD-a, dok je u nekima imala zna¢ajan utjecaj na smanjenje aktivnosti DPD-a (30). Vecina
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studija ipak je pokazala zna¢ajan utjecaj ove varijante na smanjenje aktivnost DPD-a (24, 27, 30, 32, 34,
35, 37). Ucinak varijante c.496A>G na smanjenje aktivnosti DPD-a takoder je potvrden u brojnim
studijama (27, 32, 34, 36, 37). Za varijantu c.85T>C dokazi su i dalje dvosmisleni, u pojedinim studijama
pokazuje povecanu aktivnost enzima (36) dok u pojedinim studijama ne pokazuje znacajnu povezanost s
utjecajem na aktivnost DPD-a (37).

U onkoloskoj praksi TDM nije u potpunosti zazivio zbog nedovoljnog broja studija kojima bi se
utvrdili optimalni rasponi koncentracija kemoterapeutika u plazmi, kao i zbog nedostatka $irom dostupnih
rutinskih laboratorijskih testova, nedovoljne edukacije na temu TDM-a, zakonskih i financijskih aspekata
te logisti¢kih zahtjeva poput prikupljanja i obrade uzoraka. Ima veliki znacaj u uspjesnoj terapiji 5-FU-om
jer se pomoc¢u ove metode moze individualno prilagodavati doza kako bi se postigle ciljne vrijednosti lijeka
u krvi, §to bi dovelo do uspjeSnijeg i sigurnijeg lije¢enja, posebno u nositelja rizi¢nih alela DPYD-a te u
pacijenata kojima je reducirana pocetna doza.

Ucestalost pojedinih DPYD varijanti zna¢ajno varira medu etnickim grupama i rasama. Kad se
zbroje sve Cetiri varijante koje smanjuju aktivnost DPD-a, oko 7-9 % bijele rase nosi barem jednu mutaciju
koja utjeCe na aktivnost DPD-a (37), dok je u Afroamerikanaca to 8 % (4, 17). U europskoj populaciji
najéeSc¢a varijanta je ¢.496A>G (nije u smjernicama) (5), a slijede je ¢.1236G>A, ¢.1905+1G>A i
€.2846A>T (31). Potencijalno vazne nove varijante mogu biti veoma znacajne za nedostatak aktivnosti
DPD-a u Afroamerikanaca budu¢i da se nedovoljno istrazuju i jer je u studijama najce$cée zastupljena bijela
rasa. U Europljana nove varijante nisu pronadene, ali su varijante c.1905+1G>A, ¢.1679T>G i ¢.2846A>T
ucestalo prisutne. Slabi i intermedijarni metabolizatori prisutniji su u europskoj populaciji, dok takvih
metabolizatora ima znatno manje u Zidova. Cak niti u Azijata stvar nije jednostavna jer slabih

metabolizatora u juznoj Aziji ima 3 puta vise nego i isto¢nim dijelovima (38).

Sto se Hrvatske ti¢e, mogla bi se povuéi paralela s podacima iz talijanske regije FVG. U populaciji
regije FVG polimorfizmi DPYD-a nisu ucestali, a posebno je bitna ¢injenica da je varijanta c.1905+1G>A,

koja uzrokuje stvaranje nefunkcionalnog enzima, vrlo slabo zastupljena. Imajuéi t0 na umu moze se
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zakljuciti da bi vecina oboljelih imala vecu korist od primjene standardnih doza fluoropirimidina negoli
reduciranih doza. Ipak, poZeljno bi bilo da se provedu farmakogeneticka testiranja kako bi se utvrdio profil
prevladavajucih genotipova u populaciji na lokalnoj razini. Prema tome bi bilo moguce odrediti varijante

na koje je potrebno testiranje prije primjene fluoropirimidina u svakoj pojedinoj regiji (39).

Za uspjesnu implementaciju genotipizacije u rutinsku primjenu nuzno je da pretraga bude isplativa,
odnosno da ne stvara dodatni troSak sustavu. Henricks i suradnici su dokazli je da je predterapijska DPYD
genotipizacija, prema kojoj se individualizira doza fluoropirimidina, isplativa ili barem ne predstavlja
dodatni trosak za zdravstveni sustav. To uvelike olaksava implementaciju DPYD genotipizacije u klinicku

praksu (40).

U Republici Hrvatskoj (RH) postoji moguénost individualizacije terapije fluoropirimidinima te je
moguce provesti predterapijsku DPYD genotipizaciju na teret HZZO-a ili na vlastiti trosak. Jedini ovlasteni
laboratorij u RH djeluje u sklopu Klinickog bolni¢kog centra (KBC) Zagreb na Rebru, to¢nije na Odjelu za
farmakogenomiku i individualizaciju terapije. Postoje i privatni laboratoriji koji nude usluge genotipizacije

na vlastiti troSak.
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5. ZAKLJUCAK

Aktivnost enzima DPD-a ograni¢avajuci je faktor brzine metabolizma 5-FU-a i podlijeze velikoj
varijabilnosti pa su bolesnici s nedostatkom DPD-a pod povecanim rizikom od toksi¢nosti. Smjernice za
genotipizaciju DPYD-a i doziranje fluoropirimidina ukljucuju 4 varijante za koje je dokazano da smanjuju
aktivnost DPD-a (c.1905+1G>A, c.1679T>G, c.2846A>T i c¢.1236G>A). Proucavani su i drugi
polimorfizmi (c.496A>G, ¢.85T>C i ¢.2194G>A) te vecina rezultata govori u prilog smanjene aktivnosti

enzima DPD-a uslijed njihove prisutnosti.

Nositelji inaktivirajucih alela DPYD-a imaju znacajno veci rizik ozbiljnih nuspojava koje mogu biti
vrlo teske te ugroziti lijeCenje, ali i zivot pacijenta. Zbog toga su izdane preporuke za obavljanje genetickog
testiranja DPYD-a ili mjerenja aktivnosti DPD-a prije primjene lijeka. Time se olak$ava odluka o odabiru
5-FU-a i doze prema pacijentovom genetickom profilu te se smanjuju troSkovi zdravstvene zastite jer se

poboljsava lijeCenje i smanjuju rizici nuspojava i troSkova njihovog zbrinjavanja.

Cinjenica da u RH postoji ovlasteni laboratorij u kojem je moguée provesti DPYD testiranje prije
uvodenja terapije 5-FU-om uvelike olakSava implementaciju opisanih spoznaja i smjernica u klinicku
praksu. Time se mogu postici velike dobrobiti i za pacijenta i za zdravstveni sustav osiguravanjem sigurnog

lijecenja i prevencije teskih nuspojava i smrti te posljedi¢no i manjih troskova.

60



6. LITERATURA

1. Bozina N, Ganoci L, Simievié¢ L. Farmakogentika/farmakogenomika u personaliziranoj medicini. U:
Farmakogenomika u personaliziranoj medicini. ur. Bozina N. Medicinska naklada, Zagreb, 2019:1-35.
2. Henricks LM, Lunenburg CA, Meulendijks D i sur. Translating DPYD genotype into DPD phenotype:
using the DPYD gene activity score. Pharmacogenomics. 2015;16(11):1277-86.

3. Martin JH, Olver 1. Precision medicine-based drug treatment individualization in oncology. Br J Clin
Pharmacol. 2021;87(2):223-226.

4. Carr DF, Turner RM, Pirmohamed M. Pharmacogenomics of anticancer drugs: Personalising the
choice and dose to manage drug response. Br J Clin Pharmacol. 2021;87:237-255.

5. Ganoci L, Bili¢ I, Bozina N. Farmakogenomika u onkologiji. U: Farmakogenomika u personaliziranoj
medicini. ur. Bozina N. Medicinska naklada, Zagreb, 2019:191-211.

6. Amstutz U, Henricks LM, Offer SM i sur. Clinical Pharmacogenetics Implementation Consortium
(CPIC) Guideline for Dihydropyrimidine Dehydrogenase Genotype and Fluoropyrimidine Dosing: 2017
Update. Clin Pharmacol Ther. 2018;103(2):210-216.

7. Hrvatska agencija za lijekove i medicinske proizvode (HALMED): Sazetak opisa svojstava lijeka za
Fluorouracil Pliva 50 mg/ml otopina za injekciju/infuziju. Dostupno na:
https://www.halmed.hr/Lijekovi/Baza-lijekova/Fluorouracil-Pliva-50-mg-ml-otopina-za-injekciju-
infuziju/11855/. Pristupljeno 25.03.2022.

8. Pharmacogenomics Knowledge Base (PharmGKB): fluorouracil. Dostupno na:
https://www.pharmgkb.org/chemical/PA128406956. Pristupljeno 24.03.2022.

9. Pharmacogenomics Knowledge Base (PharmGKB): capecitabine. Dostupno na:
https://www.pharmgkb.org/chemical/PA448771. Pristupljeno 24.03.2022.

10. Pharmacogenomics Knowledge Base (PharmGKB): tegafur. Dostupno na:

https://www.pharmgkb.org/chemical/PA452620. Pristupljeno 24.03.2022.

61



11. Cancer Treatments Online (eviQ): Management of fluoropyrimidine overdose or overexposure.
Dostupno na: https://www.evig.org.au/clinical-resources/side-effect-and-toxicity-
management/prophylaxis-and-treatment/738-management-of-fluoropyrimidine-overdose-or-
overexposure. Pristupljeno 24.03.2022.

12. European Medicine Agency (EMA): EU/3/09/637: Orphan designation for the treatment of 5-
fluorouracil overdose. Dostupno na: https://www.ema.europa.eu/en/medicines/human/orphan-
designations/eu309637. Pristupljeno 24.03.2022.

13. Hrvatska agencija za lijekove i medicinske proizvode (HALMED): Sazetak opisa svojstava lijeka za
Fluorouracil Sandoz 50 mg/ml otopina za injekciju/infuziju. Dostupno na:
https://www.halmed.hr/Lijekovi/Baza-lijekova/Fluorouracil-Sandoz-50-mg-ml-otopina-za-injekciju-
infuziju/11921/ Pristupljeno 25.03.2022.

14. Vrdoljak E i sur. Smjernice za dijagnosticiranje, lijecenje i pracenje bolesnika oboljelih od raka
debelog crijeva. Lijec¢nicki vjesnik. 2018;140:9-10.

15. British Columbia Cancer (BCCancer): Chemotherapy Protocols. Dostupno na:
http://www.bccancer.bc.ca/health-professionals/clinical-resources/chemotherapy-protocols. Pristupljeno
25.03.2022.

16. Pharmacogenomics Knowledge Base (PharmGKB): fluorouracil. Dostupno na:
https://www.pharmgkb.org/pathway/PA165291507. Pristupljeno 25.03.2022.

17. Lunenburg CATC, van der Wouden CH, Nijenhuis M i sur. Dutch Pharmacogenetics Working Group
(DPWG) guideline for the gene—drug interaction of DPYD and fluoropyrimidines. Eur J Hum Genet.
2020;28:508-517.

18. Pharmacogenomics Knowledge Base (PharmGKB): fluorouracil. Dostupno na:
https://www.pharmgkb.org/pathway/PA150653776. Pristupljeno 26.03.2022.

19. Meulendijks D, Henricks LM, Jacobs BAW i sur. Pretreatment serum uracil concentration as a

predictor of severe and fatal fluoropyrimidine-associated toxicity. Br J Cancer. 2017;116(11):1415-1424.

62



20. European Medicine Agency (EMA): Preporuke EMA-e za testiranje na DPD prije lijecenja
fluorouracilom, kapecitabinom, tegafurom i flucitozinom. Dostupno na:
https://www.ema.europa.eu/en/documents/referral/fluorouracil-fluorouracil-related-substances-article-31-
referral-ema-recommendations-dpd-testing_hr.pdf. Pristupljeno 26.03.2022.

21. Ciccolini J, Milano G, Guchelaar HJ. Detecting DPD deficiency: when perfect is the enemy of good.
Cancer Chemother Pharmacol. 2021;87(5):717-719.

22. Hamzic S, Aebi S, Joerger M i sur. Fluoropyrimidine chemotherapy: recommendations for DPYD
genotyping and therapeutic drug monitoring of the Swiss Group of Pharmacogenomics and Personalised
Therapy. Swiss Med WKkly. 2020;150:w20375.

23. Beumer JH, Chu E, Allegra C i sur. Therapeutic Drug Monitoring in Oncology: International
Association of Therapeutic Drug Monitoring and Clinical Toxicology Recommendations for 5-
Fluorouracil Therapy. Clin Pharmacol Ther. 2019;105(3):598-613.

24. lachetta F, Bonelli C, Romagnani A i sur. The clinical relevance of multiple DPYD polymorphisms on
patients candidate for fluoropyrimidine based-chemotherapy. An Italian case-control study. Br J Cancer.
2019;120(8):834-839.

25. Deenen MJ, Tol J, Burylo AM i sur. Relationship between single nucleotide polymorphisms and
haplotypes in DPYD and toxicity and efficacy of capecitabine in advanced colorectal cancer. Clin Cancer
Res. 2011;17(10):3455-68.

26. Meulendijks D, Henricks LM, Sonke GS i sur. Clinical relevance of DPYD variants ¢.1679T>G,
€.1236G>A/HapB3, and ¢.1601G>A as predictors of severe fluoropyrimidine-associated toxicity: a
systematic review and meta-analysis of individual patient data. Lancet Oncol. 2015;16(16):1639-50.

27. Gentile G, Botticelli A, Lionetto L i sur. Genotype-phenotype correlations in 5-fluorouracil
metabolism: a candidate DPYD haplotype to improve toxicity prediction. Pharmacogenomics J.
2016;16(4):320-325.

28. Pharmacogenomics Knowledge Base (PharmGKB): Supplement to: Clinical Pharmacogenetics
Implementation Consortium (CPIC) Guideline for Dihydropyrimidine Dehydrogenase Genotype and

63



Fluoropyrimidine Dosing: 2017 Update. Dostupno na:
https://files.cpicpgx.org/data/guideline/publication/fluoropyrimidines/2017/29152729-supplement.pdf.
Pristupljeno 12.04.2022.

29. Henricks LM, Lunenburg CATC, de Man FM i sur. DPYD genotype-guided dose individualisation of
fluoropyrimidine therapy in patients with cancer: a prospective safety analysis. Lancet Oncol.
2018;19(11):1459-1467.

30. Boige V, Vincent M, Alexandre P i sur. DPYD Genotyping to Predict Adverse Events Following
Treatment With Fluorouracil-Based Adjuvant Chemotherapy in Patients With Stage 111 Colon Cancer: A
Secondary Analysis of the PETACC-8 Randomized Clinical Trial. JAMA Oncol. 2016;2(5):655-662.

31. Bruera G, Ricevuto E. Pharmacogenomic Assessment of Patients with Colorectal Cancer and
Potential Treatments. Pharmgenomics Pers Med. 2020;13:601-617.

32. Ruzzo A, Graziano F, Galli F i sur. Dihydropyrimidine dehydrogenase pharmacogenetics for
predicting fluoropyrimidine-related toxicity in the randomised, phase 111 adjuvant TOSCA trial in high-
risk colon cancer patients. Br J Cancer. 2017;117:1269-1277.

33. Offer SM, Fossum CC, Wegner NJ, Stuflesser AJ, Butterfield GL, Diasio RB. Comparative functional
analysis of DPYD variants of potential clinical relevance to dihydropyrimidine dehydrogenase activity.
Cancer Res. 2014;74(9):2545-54.

34. Del Re M, Cinieri S, Michelucci A i sur. DPYD*6 plays an important role in fluoropyrimidine toxicity
in addition to DPYD*2A and c.2846A>T: a comprehensive analysis in 1254 patients. Pharmacogenomics
J. 2019;19:556-563.

35. Garcia-Gonzélez X, Kaczmarczyk B, Abarca-Zabalia J i sur. New DPYD variants causing DPD
deficiency in patients treated with fluoropyrimidine. Cancer Chemother Pharmacol. 2020;86(1):45-54.
36. Hamzic S, Schérer D, Offer SM i sur. Haplotype structure defines effects of common DPYD variants
€.85T > C (rs1801265) and c.496A > G (rs2297595) on dihydropyrimidine dehydrogenase activity:

Implication for 5-fluorouracil toxicity. Br J Clin Pharmacol. 2021;87(8):3234-3243.

64



37. Bozina N, Bili¢ I, Ganoci L i sur. DPYD polymorphisms ¢.496A>G, ¢.2194G>A and ¢.85T>C and
risk of severe adverse drug reactions in patients treated with fluoropyrimidine-based protocols. Br J Clin
Pharmacol. 2021;1-13.

38. Zhou Y, Dagli Hernandez C i Lauschke VM. Population-scale predictions of DPD and TPMT
phenotypes using a quantitative pharmacogene-specific ensemble classifier. Br J Cancer. 2020;123:1782-
1789.

39. Cocca M, Bedognetti D, La Bianca M i sur. Pharmacogenetics driving personalized medicine:
analysis of genetic polymorphisms related to breast cancer medications in Italian isolated populations. J
Transl Med. 2016;14:22.

40. Henricks LM, Lunenburg CATC, de Man FM i sur. A cost analysis of upfront DPYD genotype-
guided dose individualisation in fluoropyrimidine-based anticancer therapy. Eur J Cancer. 2019;107:60-
67.

41. Klinicki bolnicki centar Zagreb (KBC Zagreb): Odjel za farmakogenomiku i individualizaciju
terapije. Dostupno na: https://www.kbc-zagreb.hr/odjel-za-farmakogenomiku-i-individualizaciju-
terapije.aspX. Pristupljeno 14.05.2022.

42. Klini¢ki bolnic¢ki centar Zagreb (KBC Zagreb): Slanje uzoraka. Dostupno na: https://www.kbc-
zagreb.hr/slanje-uzoraka.aspx Pristupljeno 14.05.2022.

43. Klini¢ki bolnic¢ki centar Zagreb (KBC Zagreb): Dodatne informacije o naru¢ivanju. Dostupno na:
https://www.kbc-zagreb.hr/EasyEdit/UserFiles/lab/obavijesti-o-narucivanju-2242022.pdf Pristupljeno

14.05.2022.

65


https://www.kbc-zagreb.hr/odjel-za-farmakogenomiku-i-individualizaciju-terapije.aspx
https://www.kbc-zagreb.hr/odjel-za-farmakogenomiku-i-individualizaciju-terapije.aspx

7. POPIS OZNAKA, KRATICA | SIMBOLA

5-FU = 5-fluorouracil

5-FUDR = stopa razgradnje 5-FU-a (engl. 5-fluorouracil Degradation Rate)

AUC = povrsina ispod krivulje (engl. Area Under the curve)

AS = zbroj aktivnosti (engl. Activity Score)

BSA = tjelesna povrsina (engl. Body Surface Area)

CPIC = Clinical Pharmacogenetics Implementation Consortium

CTCAE = Common Terminology Criteria for Adverse Events

CYP = citokrom P450

dTMP = deoksitimidin-monofosfat

dUMP = deoksiuridin-monofosfat

DHFR = dihidrofolat-reduktaza

DHFU = dihidrofluorouracil

DHU = dihidrouracil

DNA = deoksiribonukleinska kiselina

DPD = dihidropirimidin-dehidrogenaza

DPWG = Royal Dutch Association for the Advancement of Pharmacy - Pharmacogenetics Working
Group

DPYD = gen za dihidropirimidin-dehidrogenazu

DPYS = dihidropirimidinaza

EMA = Europska agencija za lijekove

FBAL = fluoro-beta-alanin

FAUDP = fluorodeoksiuridin-difosfat

FAUMP = fluorodeoksiuridin-monofosfat

FAUTP = fluorodeoksiuridin-trifosfat
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FPGS = folipoliglutamat-sintetaza

FUDP = fluorouridin-difosfat

FUDR = fluorodeoksiuridin

FUMP = fluorouridin-monofosfat

FUPA = fluoro-beta-ureidopropionat

FUR = fluorouridin

FUTP = fluorouridin-trifosfat

FVG = talijanska regija Friuli Venezia Giulia

GGH = gama-glutamil-hidrolaza

HALMED = Hrvatska agencija za lijekove i medicinske proizvode
HLA = ljudski leukocitni antigen

HZZO = Hrvatski zavod za zdravstveno osiguranje

IATDMCT = International Association of Therapeutic Drug Monitoring and Clinical Toxicology
IM = intermedijarni metabolizator

IR = infracrveno

KBC = klinicki bolni¢ki centar

KZLD = Klini¢ki zavoda za laboratorijsku dijagnostiku

MTHFR = metilentetrahidrofolat-reduktaza

NAT = N-acetiltransferaza

PETACC = Pan-European Trials in an Alimentary Tract Cancer
PharmGKB = The Pharmacogenomics Knowledge Base

PM = slabi metabolizator (engl. Poor Metaboliser)

RH = Republika Hrvatska

RM = brzi metabolizator (engl. Rapid Metaboliser)

RNA = ribonukleinska kiselina

RNPGx = French National Network of Pharmacogenetics (Réseau national de pharmacogénétique)
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SEFF = Spanish Pharmacogenetics and Pharmacogenomics Society
SEOM = Spanish Society of Medical Oncology

SNP = polimorfizam jednog nukleotida (engl. Single-Nucleotide Polymorphism)
SPT = Swiss Group of Pharmacogenomics and Personalized Therapy
TDG = timin-DNA-glikozilaza

TDM = terapijsko pracenje lijeka (engl. Therapeutic Drug Monitoring)
THF = tetrahidrofolat

TK1= timidin-kinaza

TOSCA = Three or six colon adjvant

TP53 = tumorski protein 53

TPMT = tiopurin-S-metiltransferaza

TYMP = timidilat-fosforilaza

TYMS = timidilat-sintaza

U = uracil

UGT = uridin-difosfat-glukuronil-transferaza

UM = ultrabrzi metabolizator

UPB1 = beta-ureidopropionaza

VUS = varijanta nesigurnog znacaja (engl. Variant of Unknown Significance)
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