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Dihydropyrimidin-Dehydrogenase (DPD) Exon 14-Skipping Mutationsnach-
weis zur Toxizitatsrisiko-Abschatzung unter 5-Fluorouracil (5-FU) Therapie

Ab sofort bietet das ZIMCL die Genotypisierung der DPD Exon14-Skipping Mutation (OMIM-ID
*612779, #274270) und somit eine Untersuchung zur Abschatzung des 5-Fluorouracil (5-FU) vermit-
telten Toxizitatsrisikos mittels gelbasierter PCR mit integrierter Sondenhybridisierung an.

KURZINFO

Bedeutung von DPD:

Beim Abbau der Pyrimidin-Basen Uracil und Thymin stellt der durch DPD katalysierte Schritt die erste
und geschwindigkeitsbestimmende Reaktion dar. Genetische Varianten im DPD-Gen spielen eine
wichtige Rolle im Rahmen einer Chemotherapie mit 5-FU.

Rolle von DPD im 5-FU-Metabolismus und Bedeutung der Exon14 Skipping-Mutation:

Ca. 80% der verabreichten 5-FU-Dosis wird iber DPD verstoffwechselt. Polymorphismen im DPD-Gen
kénnen mit einer reduzierten DPD-Aktivitdt und einem in der Folge reduzierten Abbau von 5-FU ein-
hergehen. Die haufigste Variante, die sog. Exon14 Skipping Mutation (rs3918290, Genotyp *2A), tritt
in heterozygoter Form bei ca. 1-2% der Kaukasier auf (Pravalenz der Homozygotie ca. 1:10000) und
ist in knapp der Halfte aller Falle molekulare Ursache eines DPD-Mangels. Durch einen Austausch von
Guanin nach Adenin wird das Exon 14 im Rahmen der mRNA-Prozessierung lbersprungen, was zu
einem inaktiven Enzym fihrt. In mehreren Studien konnte diese Mutation bei Patienten mit toxi-
schen Nebenwirkungen unter 5-FU-Therapie nachgewiesen werden. Bei Verabreichung von Stan-
darddosierungen kann es bei Tragern zu einer Akkumulation von 5-FU und dadurch ausgepragten
toxischen Nebenwirkungen (Myelosuppression, Kardiotoxizitat, neurologische Stérungen, etc.) kom-
men.

Indikation der DPD-Genotypisierung:

Von der Arbeitsgemeinschaft Internistischer Onkologen (AlO) wird empfohlen, alle Patienten vor
Beginn einer 5-FU-Therapie hinsichtlich des Vorliegens einer DPD Exon-14-Skipping-Mutation zu un-
tersuchen.' Zudem wird in der Literatur empfohlen, bei heterozygotem Vorliegen der Mutation die
5—-FU-Dosierung entsprechend anzupassen bzw. bei Homozygotie von einer Therapie mit 5-FU abzu-
sehen (siehe Tab.1, Seite 4):?

Anforderung der DPD-Genotypisierung: Benotigt werden 3ml EDTA-Blut. Bei langeren Transportzei-
ten (>30 min) ist die Probenanlieferung bei 4-8°C erforderlich (nicht frieren!). Zur Durchfiihrung die-
ser Analyse ist keine Einverstandniserklarung erforderlich. Bei manueller Anforderung im Feld Zu-
satzanalytik ,DPD-Genotypisierung” vermerken oder online unter ,,DPD-Genotypisierung” anfordern.
Dauer der Untersuchung: max. 1 Woche nach Probeneingang.




DETAILLIERTE INFORMATION / WISSENSCHAFTLICHER HINTERGRUND

Bedeutung der DPD im 5-FU-Metabolismus:

DPD ist ein Pyrimidin-katabolisierendes Enzym und verantwortlich fir den initialen und Geschwindig-
keits-bestimmenden Schritt im Uracil- und Thymidin-Katabolismus. Das dafiir kodierende DPD-Gen
ist auf dem kurzen Arm des Chromosom 1 lokalisiert (1p22). Zwei Transkript-Varianten, die fir ver-
schiedene Enzym-Isoformen kodieren, sind bekannt.

[ 97144364 p [ 98815249
RPL7PS DPYD-ASL SECH3P1 LOC10041 9654 HIRL3T7
FTEPZ DPYD &
RFL 2659 HIR137HG
HIR2682

Abb.1: DPD-Gen auf Chromsom 1p22. (Quelle: NCBI, Gene-Database)

5-FU und dessen orale Prodrug Capecitabin sind zwei der am haufigsten verschriebenen Chemothe-
rapeutika fir die kurative und palliative Therapie von Patienten mit Tumoren des Gastrointestinal-
Trakts, der Mamma sowie Tumoren im Hals- und Kopfbereich. Ca. 80% der verabreichten 5-FU-Dosis
wird in der Leber Gber DPD zu B-Alanin verstoffwechselt, weshalb die Aktivitdt dieses Enzyms aus-
schlaggebend fir die Toxizitat einer 5-FU-Therapie ist.

Abb.2: Schema des 5-FU und Capecitabin (=5-FU Prodrug) Metabolismus und Wirkmechanismus:
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Polymorphismen im DPD-Gen:

Varianten im DPD-Gen kdnnen eine Dihydropyrimidin Dehydrogenase Defizienz verursachen, welche
zu einem Erliegen des Pyrimidin Metabolismus fihrt und mit einem erhéhten Toxizitats-Risiko bei
Tumor-Patienten unter 5-Fluorouracil Chemotherapie assoziiert ist.

Ein gesteigerter Medikamenten-Plasmaspiegel infolge verminderten Abbaus kann daher bei Verab-
reichung von Standarddosierungen so zu einer Akkumulation von 5-FU und dadurch ausgepragten
toxischen Nebenwirkungen fihren. Dies kann eine Dosis-Anpassung resp. Therapieumstellung not-
wendig machen. In einer Studie konnte bei 39-59% aller Patienten, bei denen unter 5-FU-Therapie
toxische Nebenwirkungen auftraten, eine verminderte DPD-Aktivitdt nachgewiesen werden. Wah-
rend 55% der Patienten mit verminderter DPD-Aktivitat eine Grad-IV Neutropenie entwickelten, war
dies nur bei 13% der Patienten mit normaler DPD-Aktivitat der Fall.*

Pharmakogenetische Bedeutung des DPD Exon 14-Polymorphismus

Nach heutigem Wissensstand sind mehrere Polymorphismen im DPD-Gen beschrieben, welche mit
einem reduzierten Abbau von 5-FU einher gehen. Die Exon14 Skipping Mutation (rs3918290, Geno-
typ *2A) ist hierbei die am haufigsten auftretende, funktionell wirksame Variante (Pravalenz 1.5% der
Kaukasier, Homozygotie 1:10%) und fiir 40% der genetisch bedingten DPD-Defekte ursichlich. Diese
Mutation konnte in mehreren Studien bei Patienten mit toxischen Nebenwirkungen unter 5-FU-
Therapie nachgewiesen werden.’ Daneben sind noch andere DPD-Varianten in den Exons 2, 4, 6, 7,
13, 21 und 23 beschrieben, die zu einem DPD-Mangel fiihren konnen. Die jeweiligen Pravalenzen
dieser einzelnen SNPs fiir sich sind jedoch nur sehr gering, weshalb diese Varianten fiir ein Screening
nicht geeignet sind.

Die Exon14 Skipping Mutation ist bedingt durch den Austausch von Guanin nach Adenin in der kon-
servierten Splice-Donor-Sequenz von Exon 14. Dieser Polymorphismus fiihrt zu einem Uberspringen
des Exon 14 im Rahmen des pra-mRNA-Splicing und in der Folge zu einem inaktiven Enzym.

AG GT AG GT AG GT
-3% heterozygous ~G7% wi
kA wt:G

—| exon 13 |exon 15]— —|E-.x|:|n 1C<[e>:|:|n 14)exon 15 ]—
} }

Mon-functional protein Functional protein
High 5-FU toxicity Mormnal 5-FU tolerability

Abb.3: Pathomechanismus der DPD Exon14 Skipping Mutation®

Nebenwirkungen einer 5-FU Uberdosierung sind schwere Diarrhéen, Hauttoxizitit bis hin zu
Epidermiolyse, Kardiotoxizitat, Neurotoxizitdat und schwere hamatopoetische Toxizitdt. Durch die
Kombination der Toxizitditen besteht ein hohes Lethalitatsrisiko, insbesondere, wenn die Toxizitat
spat erkannt wird. Zusatzlich zur DPD-Defizienz beglinstigt auch der relativ enge therapeutische Be-
reich von 5-FU toxische Wirkungen; diese treten bei ca. 1-3% aller Patienten unter 5-FU Therapie auf.

Die homozygote Auspragung (Prdvalenz ca. 1:10000) gilt als Kontraindikation flr eine Therapie mit 5-

FU, aber auch heterozygote Trdger der Mutation haben ein erhdhtes Risiko fiir toxische Nebenwir-
kungen, wobei eine Dosisreduktion das Risiko entsprechend verringern kann.
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Eine Studie mit 487 Patienten ergab fiir die Durchfiihrung der DPD-Genotypisierung einen positiv
pradiktiven Wert von 62% sowie einen negativ pradiktiven Wert von 94% fiir eine 5-FU vermittelte
Toxizitat.” In einer anderen Studie wurden der DPD-Genotyp neben dem weiblichen Geschlecht, der
Art der FU Verabreichung (Bolus oder kontinuierlich) und Folsdure-Komedikation als unabhangiger
Risikofaktor fiir 5-FU bedingte Toxizitit identifiziert.®

Empfehlungen zur 5-FU-Therapie in Abhdngigkeit des DPD-Genotyps:

Laut aktueller Literatur wird in Abhangigkeit des DPD-Genotyps folgende therapeutische Vorgehens-
weise empfohlen®

DPD Genotyp Phdnotyp (rs3918290) Empfohlene Dosisanpassung

Diplotyp fiir 5-FU

*1/*1 GG Wildtyp; normale Aktivitdt Standard-Dosierung

*1/*2A GA Heterozygote Variante; Dosisreduktion um 50% oder alternative The-
intermediare Aktivitat rapie auswahlen (nicht Capecitabin oder

Tegafur, da ebenfalls DPD-Substrate). Ev.
Dosissteigerung je nach Dosis- und Wirkungs-

Response
*2A/*2A AA Homozygote Variante; Alternative Therapie auswahlen (nicht
niedrige Aktivitat Capecitabin oder Tegafur, da ebenfalls Gber

DPD metabolisiert)

Tab.1: DPD-Genotyp und empfohlene 5-FU Therapie2

ZUSAMMENFASSUNG

Indikation zur DPD-Genotypisierung:

Die DPD-Genotypisierung kann helfen, Patienten auszuwahlen, die eine 5-FU Therapie wahrscheinlich
tolerieren und einen adiaquaten Response aufweisen werden.”

Von der Arbeitsgemeinschaft Internistischer Onkologen (AlO) wird empfohlen, alle Patienten vor
Beginn einer 5-FU-Therapie auf das Vorliegen der DPD Exon-14-Skipping-Mutation zu analysieren, um
diese haufige Ursache der durch 5-FU bedingten Toxizitat friihzeitig erkennen zu konnen.! Bei hete-
rozygotem Vorliegen einer DPD Exon-14-Skipping-Mutation muss die 5—FU-Dosierung entsprechend
angepasst bzw. bei Homozygotie gar davon abgesehen werden.?

Testprinzip:
Die Genotypisierung erfolgt nach dem Prinzip einer gelbasierten PCR mit integrierter Sondenhybridi-
sierung.

Probenmaterial: 3 ml EDTA-Blut. Bei ldngeren Transportzeiten (>30 min) ist die Probenanlieferung
bei 4-8°C erforderlich (nicht frieren!). Zur Durchfiihrung dieser Analyse ist keine Einverstandniser-
klarung erforderlich!

Anforderung: Bei manueller Anforderung im Feld Zusatzanalytik ,,DPD-Genotypisierung” vermerken
oder online unter ,,DPD-Genotypisierung” anfordern.

Bei Riickfragen: Tel.: 81590 (Isabella Staubmann), 81173 (Dr. Loacker), 82549 (Prof. Weigel)

Dauer der Untersuchung: max. 1 Woche nach Probeneingang.
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Flir weitere Fragen stehen wir gerne zur Verfigung
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Innsbruck, im November 2012
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