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DPYD-ge no ty ping – er fa rin ger  
fra Hau ke land universitetssjukehus

Genvarianter kan ha stor 
betydning for dosering av 
legemidler. Genotyping 
av DPYD ble anbefalt som 
obligatorisk før oppstart 
av behandling med fluoro
pyrimidiner i 2020. Året 
e tter ble den første far
mako  genetiske analysen 
innført ved Haukeland 
universitetssjukehus 
(HUS). 

Fluoropyrimidiner er en le ge mid-
del grup pe som blant an net be står av 
5-fluorouracil (5-FU), kapecitabin og 
tegafur, og be nyt tes i be hand lin gen 
av fle re uli ke kreft for mer, blant annet 
kolorektal- og brystkreft. En zy met 
dihydropyrimidin de hy dro ge na se (DPD) 
er sen tral i den in ak ti ve ren de me ta bo lis-
men av slike le ge mid ler (1). Mang len de 
el ler re du sert funk sjon av en zy met gir 
al vor li ge bi virk nin ger. 

En zy met ko des av ge net DPYD, og 
ge no ty ping av det te ge net ble ny lig an be-
falt som ob li ga to risk før opp start av 
be hand ling med fluoropyrimidiner (2). 
Hen sik ten er å opp da ge kjen te gen va ri-
an ter som med fø rer re du sert el ler mang-
len de ak ti vi tet i DPD, for å fo re byg ge 
ri si ko for al vor li ge over do se rin ger og 
po ten si elt dø de li ge ut fall som føl ge av 

bi virk nin ger i tarm, hud og bein marg. 
Hos inn til 60% av pa si en ter som ut vik-

ler al vor li ge bi virk nin ger av 5-FU, er 
re du sert DPD-ak ti vi tet an gitt som en sen-
tral år sak. De tek sjon av gen va ri an ter som 
gir re du sert el ler mang len de ak ti vi tet er 
der med et vik tig bi drag til pa si ent sik ker-
he ten, slik at oppstartdosen kan re du se-
res el ler et an net le ge mid del vel ges. Det 
er in ter na sjo nal og na sjo nal enig het om 
hvil ke gen va ri an ter som bør inn gå i ru ti-
ne mes sig DPYD-ge no ty ping, samt hvil ke 
kli nis ke kon se kven ser fun ne ne har (3, 4).

Ved Kreftgenomikk på HUS inn før te 
vi ge no ty ping av DPYD høs ten 2021 i 
samarbeid med Avdeling for medisinsk 
biokjemi og farmakologi. I den ne ar tik-
ke len pre sen te rer vi me to den vi bru ker 
og våre er fa rin ger med etab le ring og drift 
av ana ly sen.

DPYD-gen va ri an ter av kli nisk  
be tyd ning
Det er sto re for skjel ler i DPD-en zym ak ti-
vi tet mel lom in di vi der. En rek ke gen va-

ri an ter av be tyd ning for en zym ak ti vi tet 
er på vist, men den kli nis ke re le van sen 
er i man ge til fel ler ikke av klart. Det er så 
langt fun net fire DPYD-gen va ri an ter der 
det er en ty de lig sam men heng med kli-
nisk re le vant end ring i DPD-en zym ak ti-
vi tet som har be tyd ning for do se ring av 
fluoropyrimidiner (3). To av va ri an te ne 
gir et in ak tivt en zym, mens de to øv ri ge 
gir re du sert funk sjon (ta bell 1).

Der som det på vi ses in ak ti ve va ri an ter 
i beg ge al le ler (ho mo zy got), har pa si en-
ten tro lig full sten dig mang len de DPD-en-
zym ak ti vi tet. Da må all bruk av fluoropy-
rimidiner unn gås. Det te er svært sjel den 
(<0,5%), men ulike kombinasjoner av 
varianter (homozygote eller hetero-
zygote) som gir redusert enzymaktivi-
tet finnes hos 3 – 9 % av den kaukasiske 
befolkningen (5). Veiledende råd om 
reduksjon av dose gjelder ved oppstart av 
behandlingen. Men fordi det også innen-
for samme genotype er stor variasjon i 
DPD-aktivitet, må den videre doseringen 
tilpasses individuelt basert på effekt og 

Ta bell 1. Over sikt over kli nisk re le van te DPYD-gen va ri an ter.

DPYD-genvariant DPD-
enzymaktivitetNavn / betegnelse1 RefSNP-nummer 

*1 (Villtype) Normal funksjon

*2A (c.1905+1G>A) rs3918290 Inaktiv

*13 (c.1679T>G) rs55886062 Inaktiv

c.2826A>T rs67376798 Redusert funksjon

c.1236G>A rs56038477 Redusert funksjon
1 Referansesekvens NM_000110.4
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bivirkninger. Hos noen pasienter trengs 
ytterligere dosereduksjon, mens andre 
kan tåle normal dose (3). 

DPYD-genotyping med LAMP og 
smeltepunktsanalyse
Vi utfører genotyping av DPYD ved hjelp 
av Loop-mediated isothermal amplifi-
cation (LAMP). LAMP-metoden er en 
isoterm teknikk for DNA-amplifisering, 
der det benyttes en spesifikk DNA-poly-

merase som ikke er sensitiv for inhibi-
torer som finnes i blodet. Derfor trenger 
man ikke å bruke renset DNA i reaksjo-
nen, men kan benytte lysert EDTA-blod. 
Polymerasen har i tillegg høy aktivitet og 
evnen til å separere dobbeltrådet DNA, 
noe som eliminerer behovet for det var-
medenaturerende trinnet som benyt-
tes ved PCR-reaksjoner. Amplifiserin-
gen kan derfor foregå ved en konstant 
temperatur, typisk 65°C grader. Spesielt 

for metoden er at den også inneholder 
minst tre primerpar som gir økt sensi-
tivitet og spesifisitet, sammenlignet med 
standard PCR-reaksjoner. Selve LAMP-re-
aksjonen er todelt. Først dannes en 
2-loop-struktur som senere er utgangs-
punktet for DNA-syntesen (figur 1). Dette 
gir DNA-amplifisering med svært høyt 
utbytte på kort tid.

Amplifiseringsproduktene fra 
LAMP-reaksjonen har forskjellig lengde, 

Fi gur 1: Trinn vis over sikt over LAMP-re ak sjon. LAMP-opp set tet kan 

skje ma tisk be skri ves som to delt. I før s te del dan nes en 2-loop-struk tur 

som er ut gangs punkt for syn te se. I ek sem pe let er det seks bin dings do-

me ner for pri me re F (for ward) og B (backward, re vers pri mer), C står for 

kom ple men tært om rå de. Når re ak sjons mik sen med DNA-templatet blir 

var met opp til 65°C, vil en ha en blan ding mel lom dob belt- og en kelt-

trå det DNA slik at pri me re har mu lig het for å bin de seg til templatet og 

polymerasen kan star te DNA-syn te sen. For ward in ner pri mer (FIP) bin-

der til om rå det for F2c i 3’en den av templatet. Den ne pri me ren in ne hol-

der også et bin dings sete som er kom ple men tært til F1, som gir ut gangs-

punkt for loop-dan nel se. F3 (ytre for ward pri mer) vil bin de seg, slik at 

DNA-syn te se kan star te fra det bin dings se tet sam ti dig som den bi drar til 

å fri gi FIP-am pli fi se rings pro dukt. FIP-am pli fi se rings pro duk tet vil fun ge re 

som templat for syn te sen fra backward in ner pri mer (BIP). Den vil bin de 

seg til om rå de B2c og star te syn te sen der ifra. BIP har også et bin dings-

sete som er kom ple men tært til B1, som vil gi ut gangs punkt for loop dan-

nel se. B3 bi drar til å fri gi ytre backward pri mer (BIP)-am pli fi se rings pro-

dukt, sam ti dig som en får en DNA-syn te se også fra det te bin dings se tet. 

Pro duk tet fra B3 pri mer vil dan ne en DNA-tråd med en-loop-struk-

tur mens pro duk tet fra BIP pri mer vil ha to kom ple men tæ re om rå der 

slik at det blir dan net loop både i 5’ og i 3’-en den. Den ne struk tu ren er 

ut gangs punk tet for DNA-syn te sen, som fore går i del 2. En har da fle re 

bin dings se ter for pri me re som gjør at en har man ge mu li ge og sam ti di ge 

syn te se vei er. Fi gu ren er hen tet fra (6) (CC BY 4.0).

➤
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avhengig av bindingssetet for primeren. 
Felles for alle produktene er at de inne-
holder området som skal undersøkes (7).

Etter amplifisering utføres smelte-
punktsanalyse med sekvensspesifikke 
fluorescensprober og quenchere (figur 2). 
Ved å måle endringen i fluorescens, kan 
man bestemme hvilken genotype pasi-
enten har. Proben er designet til å binde 
eksakt til enten villtype eller mutert allel. 
Det allelet som proben er designet for 
vil ha høyest smeltepunkt, siden bin-
dingen mellom proben og DNA-et da vil 
være sterkest. Derfor vil smeltepunktene 
og smeltekurvene for hver av variantene 
være forskjellige, avhengig av om pasi-
entprøven har villtype, heterozygot eller 
mutert genotype. 

Analyse av DPYD-genvarianter
Vi bruker et analysekit fra produsenten 
LaCAR MDx til analyse av DPYD. Analy-

sekittet inneholder reagens for å analy-
sere de fire DPYD-genvariantene som er 
listet i tabell 1. LAMP-metoden er ikke 
avhengig av renset DNA, noe som gjør 
den spesielt egnet om en ikke har helau-
tomatisert DNA-ekstraksjon tilgjengelig 
i laboratoriet. EDTA-blod blir først lysert 
med en lyseringsbuffer på en egen plate, 
og lysatet blir så overført til de fire for-
skjellige reaksjonsbufferne som er for-
delt på qPCR-plate. Smeltekurvene sam-
menlignes med standarder med kjente 
genvarianter for å bestemme pasientens 
genotype. Svaret utgis til rekvirenten 
som en genotype og en kommentar om 
antatt enzymaktivitet og eventuelt anbe-
falt startdose av fluoropyrimidiner.

Figur 3 viser resultatet fra et analyse-
oppsett for DPYD-varianten c.1236G>A. 
Her er pro ben i ana ly se kit tet de sig net til 
å hyb ri di se re med villtypefragmentet, og 
pa si ent prø ver med nor mal va ri ant (G) vil 

få et høy ere smel te punkt enn prø ver med 
base A i sam me po si sjon. Prø ver som får 
på vist heterozygositet (GA), har ett al lel 
med nor mal ak ti vi tet og ett al lel med 
re du sert ak ti vi tet. Dis se prø ve ne vil der-
for ha to smel te punkt. 

To år med DPYD-ge no ty ping
DPYD-ana ly sen har vært i ru ti ne drift 
ved Kreftgenomikk på HUS si den au gust 
2021. Ana ly sen blir satt opp på et fast 
tids punkt en gang i uken. Vi vur de rer å 
øke til to gan ger pr uke, der som be hov 
og res sur ser til si er det. Si den opp star ten 
har vi ut ført DPYD-ge no ty ping på cir ka 
1800 pa si ent prø ver. LAMP-me to den har 
vist seg å være en sta bil og god me to de. 
Det har vært få pro ble mer med ana ly se-
opp set te ne, slik at re kvi ren ten har fått 
sva re ne sine til av talt tids punkt. De al ler 
fles te prø ve ne har nor mal ge no ty pe. Hos 
pa si en te ne som får på vist DPYD-va ri an-

Fi gur 2: Prin sipp for smeltepunktsanalyse. For å på vi se ge no ty pen til am pli fi se ringspro duk tet be nyt tes smeltepunktsanalyse med se kvens-

spe si fik ke fluorescensprober og quenchere. Et ter am pli fi se rin gen sen kes tem pe ra tu ren slik at pro ben og quencheren bin der til øns ket DNA-om-

rå de. Bun det til DNA-mo le ky let vil quencheren hem me sig na let fra pro ben. Un der smeltepunktsanalysen økes tem pe ra tu ren jevnt til 90° C, sam ti-

dig som end ring i fluo re scens må les. Når tem pe ra tu ren økes vil pro ben og quencheren løs ne fra DNA-trå den, og fluo re scen sen vil øke. Fi gu ren er 

gjen gitt med til la tel se fra LaCAR MDx.
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Fi gur 3: Ek sem pel på smel te kur ver fra et ana ly se opp sett av DPYD-c.1236G/A. Nor mal va ri ant (GG) har blå smel te kur ve, beg ge al le ler med 

va ri ant A har rød og ved en he te ro zy got va ri ant (GA) er smel te kur ven grønn. Fi gur hen tet fra ana ly se på LightCycler 480II (qPCR in stru ment fra 

Roche).

Fi gur 4: Ek sem pel på smel te kur ve med usik kert re sul tat. Smel te kur ve ne vi ser et opp sett for c.1236G>A. Den grøn ne smel te kur ven re pre sen-

te rer he te ro zy got va ri ant (c.1236GA), de blå re pre sen te rer nor mal va ri ant (c.1236GG), mens den rosa smel te kur ven vi ser en pa si ent prø ve hvor vi 

ikke kla rer å be stem me va ri an ten med LAMP-ana ly sen. Prø ven ble Sanger-sekvensert, og det ble fast slått at prø ven var he te ro zy got for va ri an ten 

c.1229G>A i til legg til nor mal va ri an ten i po si sjon c.1236. Til leggs va ri an ten er kun syv ba se par ifra den va ri an ten det blir un der søkt for. Det te på vir-

ker bin ding av pro be, slik at smel te kur ven blir an ner le des enn for ven tet. Fi gur hen tet fra ana ly se på LightCycler 480II (qPCR in stru ment fra Roche).
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ter, er det den he te ro zy go te for men av 
c.1236G>A som er det mest van li ge fun-
net (ta bell 2). To talt er det funn på cir ka 
5 % av prø ve ne, noe som stem mer godt 
med fore koms ten i en kau ka sisk be folk-
ning (5).

Me to den vi bru ker på vi ser kun de lis-
te de va ri an te ne i ta bell 1. Det er der for vik-
tig å ha en back up-me to de som kan bru-
kes når LAMP-me to den ikke kan fast slå 
ge no ty pen, da re kvi ren ten er av hen gig av 
et raskt svar for å kun ne star te be hand lin-
gen. Der som pa si en ten har and re va ri an ter 
i umid del bar nær het til va ri an te ne lis tet i 
ta bell 1, vil det te vi ses som ugjenkjennbare 
smel te kur ver ved LAMP-opp set tet (fi gur 
4). I slike til fel ler må and re me to der be nyt-
tes for å kun ne fast slå va ri an ten med sik-
ker het, vi ut fø rer da San ger-sek ven se ring 
av ak tu el le gen om rå der. 

Gen va ri an te ne som de tek te res ved 

ge no ty ping av DPYD er med fød te, og et 
svar på den ne ana ly sen kan der for sees 
på som en de lig. Ved rek vi re ring av DPYD-
ge no ty ping på en pa si ent der svar al le-
re de fore lig ger, vil ana ly sen bli au to ma-
tisk be svart med tid li ge re re sul tat. Det te 
spa rer res sur ser når reanalysering ikke er 
nød ven ding. Der som det er mis tan ke om 
prø ve for byt ting el ler an nen gyl dig år sak 
til å få ut ført ana ly sen på nytt, kan re kvi-
rent be om det te spe si elt.

Av slut ning 
Vi har delt våre er fa rin ger med inn fø ring 
av DPYD-ge no ty ping ved Kreftgenomikk. 
Ana ly se vo lu met til si er at det te er en 
et ter spurt ana ly se som kan ut fø res lo kalt. 
Re kvi ren ten får ras ke re og tryg ge re svar 
for di prø ven ikke tren ger å bli sendt ut 
av hel se fo re ta ket, og re sul ta tet over fø-
res elek tro nisk til jour nal sy ste met (DIPS 

Arena). Et ras ke re svar gjør at pa si en ten 
tid li ge re kan star te opp med be hand ling, 
med en dose som er til pas set DPYD-ge no-
ty pen.  n
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Ta bell 2. Funn av DPYD-va ri an ter med en zym ak ti vi tet og tolk ning. Ta bel len vi ser en over-

sikt over fun ne ne som er gjort ved ge no ty ping av DPYD ved HUS i pe ri oden au gust 2021 til au-

gust 2023. De fles te prø ve ne har en nor mal ge no ty pe, det er funn på cir ka 5 %.

Variant Antall funn
*1/*1 Villtype (normal genotype)1 Ca. 1700

Homozygot c.1236G>A2 5

Heterozygot c.1236G>A3 74

*1/*2A Heterozygot c.1905+1G>A3 5

Heterozygot c.2846A>T3 6

*1/*13 Heterozygot c.1679T>G2 1
1 Normal enzymaktivitet 

2 Redusert enzymaktivitet av DPD. Det er anbefalt at startdosen reduseres med 50 % hos pasienter med denne genotypen.

3 Redusert enzymaktivitet av DPD. Det er anbefalt at startdosen reduseres ned mot 50 % hos pasienter med denne genotypen.
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