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IMG-413 V.07

Health in Code, S.L. le garantiza que todos sus productos estan libres de defectos, tanto
en los materiales empleados como en su proceso de fabricacion. Esta garantia se hace
extensible hasta la fecha de caducidad, siempre que se observen las condiciones de
conservacion especificadas en este manual.

Nuestros productos estan disefiados para diagndstico in vitro. Health in Code, SLL.

no le ofrece ninguna otra garantia, expresa o implicita, que se extienda mas alla del
funcionamiento correcto de los componentes de este kit. La Unica obligacion de Health
in Code, SL, respecto de las garantias precedentes, sera la de reemplazar los
productos, o bien devolver el precio de la compra de los mismos, a voluntad del
cliente, siempre y cuando se pruebe la existencia de un defecto en los materiales, o
bien en la elaboracion de sus productos. Health in Code, SL. no sera responsable de
ningun dano, directo o indirecto, que resulte en pérdidas econdémicas o en dafios que
pudieran producirse por el uso de este producto por parte del comprador o usuario.

Todos los productos comercializados por Health in Code, S.L. son sometidos a un riguroso
control de calidad. DPYD PharmaKitDx ha superado todas las pruebas de validacion
internas, que garantizan la fiabilidad y reproducibilidad de cada lote fabricado.

Para cualquier consulta sobre las aplicaciones de este producto o sobre sus protocolos,
puede contactar con nuestro Departamento Técnico:

Q134963 212 340

& tech.support@healthincode.com

Modificaciones de las Instrucciones de Uso (IFU)

Version 07 DIC 2023 Revisidn y actualizacion del apartado "3. Caracteristicas técnicas".

Modificacion de los genotipos detectados en el apartado 5. Cambio en NOTA

version 06 MAR 2023 de la tabla 3y 4 en el apartado 7.2 Rectificacion de las figuras en el apartado 8.

Modificacion de la temperatura de almacenamiento y envio del reactivo
GENERAL MASTER MIX (Seccion 5).

Cambio de la direccion del fabricante: HEALTH IN CODE, S.L, Calle de la
Travesia s/n, 15E Base 5, Valencia 46024, Espana.

Version 05 DIC 2022

Version 04 NOV 2022

Version 03 SEP 2022  Actualizacion equipos compatibles. Apartados 7.2, 8 y 10.

Version 02 JUL 2022 Actualizacion de las plataformas de uso del kit (version Draft).

Version O1 ABR 2022  Creacion del documento.

DE REVISION 29122023 HIC-PT-KIT 03-F-03 V.03 PAG. 2 DE 21



IMG-413 V.07

01
02
03
04
05
06
07

08

09
10

Informacion general

Uso previsto

Caracteristicas técnicas

Advertencias y precauciones de seguridad

Contenido y condiciones de almacenamiento del kit

Equipos, reactivos y materiales necesarios que no se suministran
Protocolo de ensayo

071 | Preparacién de las reacciones de amplificacion

072 | Configuracién del programa de la PCR a tiempo real

Analisis de los resultados

081 | Andlisis de la farmacogenética

082 | Recomendaciones clinicas para los fenotipos farmacogenéticos de DPD
Troubleshooting

Limitaciones

101 | Analiticas

102 | Equipos

10.4 | Reactivos

10.3 | Estabilidad del Producto

SION 29122023 HIC-PT-KIT 03-F-03 V.03

O 0 N O b

19
20
20
20
20

20

PAG. 3 DE 21



IMG-413 V.07

Informacion general

Las fluoropirimidinas, como el 5-fluorouracilo (5-FU) y sus profarmacos capecitabina y
tegafur, son un grupo de agentes citostaticos empleados en el tratamiento de diversos
tipos de tumores solidos, como el cancer de mama, colon, recto, estomago, esofago,
pancreas, higado, rinon, vejiga, endometrio, cérvix y ovario. El 5-FU es un agente
quimioterapeutico administrado via intravenosa, mientras que capecitabina y tegafur se
administran de forma oral y se convierten en 5-FU por la accion de diferentes enzimas.

La dihidropirimidina deshidrogenasa (DPD, codificada por el gen DPYD) es la enzima
principal en el metabolismo del 5-FU; el 80% de la dosis administrada es metabolizada en
el higado por la DPD a dihidrofluorouracilo. La actividad de la DPD esta sujeta a una
importante variabilidad interindividual asociada a variantes genéticas en el gen DPYD. Se
estima que un 0,01%-0,5% de individuos caucasicos tienen una deficiencia completa de la
actividad de DPD; mientras que el 3%-8% tiene una deficiencia parcial.

Los pacientes con deficiencia de DPD, especialmente aquellos con una deficiencia
completa, tienen un alto riesgo de reacciones adversas graves tras el tratamiento con
fluoropirimidinas, y se estima que aproximadamente el 10-40% de los pacientes que
reciben un tratamiento con fluoropirimidinas desarrollan algun tipo de toxicidad grave
que puede llegar a ser mortal, siendo mas del 70% de ellos portadores de mutaciones en
los alelos *2A, *13, *hapB3 y D949V DPYD.

La Agencia Esparfiola de Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS), asi como las
agencias reguladoras internacionales recomiendan la realizacion de analisis geneticos
previos a la administracion de 5-FU, capecitabina y tegafur. Las guias de practica clinica
para la implementacion del analisis farmacogenético soportan la utilidad del genotipado
de DPYD en el ajuste del tratamiento con fluoropirimidinas con la finalidad de evitar
reacciones adversas graves, e incluso la muerte.

Referencias

> Agencia Espariola del Medicamento y Productos Sanitarios (AEMPS). Fluorouracilo, capecitabinag,
tegafur y flucitosina en pacientes con déficit de dihidropirimidina deshidrogenasa. Published 11 May
2020. Accessed July 14, 2021,
https.//www.aemps.gob.es/informa/notasinformativas/medicamentosusohumano-3/seguridad-
1/2020-seguridad-1/fluorouracilo-capecitabina-tegafur-y-flucitosina-en-pacientes-con-deficit-
de-dihidropirimidina-deshidrogenasa/

> Amstutz U, Henricks LM, Offer SM, Barbarino J, Schellens JHM, Swen JJ, Klein TE, McLeod HL, Caudle
KE, Diasio RB, Schwab M. Clinical Pharmacogenetics Implementation Consortium (CPIC) Guideline for
Dihydropyrimidine Dehydrogenase Genotype and Fluoropyrimidine Dosing: 2017 Update. Clin
Pharmacol Ther. 2018 Feb;103(2):210-216. doi: 10.1002/cpt. 911 Epub 2017 Nov 20. PMID: 29152729:;
PMCID: PMC5760397.

> Garcia-Alfonso P, Saiz-Rodriguez M, Mondéjar R, Salazar J, Pdez D, Borobia AM, Safont MJ, Garcia-
Garcia |, Colomer R, Garcia-Gonzdlez X, Herrero MJ, Ldpez-Ferndndez LA, Abad-Santos F. Consensus
of experts from the Spanish Pharmacogenetics and Pharmacogenomics Society and the Spanish
Society of Medical Oncology for the genotyping of DPYD in cancer patients who are candidates for
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Deneer VHM, Swen JJ, Guchelaar HJ. Dutch Pharmacogenetics Working Group (DPWG) guideline for
the gene-drug interaction of DPYD and fluoropyrimidines. Eur J Hum Genet. 2020 Apr,28(4):508-517.
doi: 10.1038/541431-019-0540-0. Epub 2019 Nov 19. PMID: 31745289, PMCID: PMC7080718.

> Quaranta S, Thomas F. Pharmacogenetics of anti-cancer drugs: State of the art and
implementation-recommendations of the French National Network of Pharmacogenetics.
Therapie. 2017 Apr,72(2):205-215. doi: 10.1016/j.therap.2017.01.005. Epub 2017 Jan 30. PMID: 28262261.

> Whirl-Carrillo M, Huddart R, Gong L, Sangkuhl K, Thorn CF, Whaley R, Klein TE. An Evidence-Based
Framework for Evaluating Pharmacogenomics Knowledge for Personalized Medicine. Clin Pharmacol
Ther. 2021 Sep,110(3):563-572. doi: 10.1002/cpt.2350. Epub 2021 Jul 22. PMID: 34216021; PMCID: PMC8457105.
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Uso previsto

El kit DPYD PharmaKitDx emplea una combinacion de oligonucledtidos y sondas de
hidrolisis fluorescentes en un analisis cualitativo de PCR a tiempo real validado para
detectar simultaneamente los polimorfismos en el gen DPYD asociados al déficit de
dihidropirimidina deshidrogenasa (DPD) que implica un riesgo mayor de toxicidad por
fluoropirimidinas. Concretamente, este ensayo permite detectar los alelos:

DPYD*2A [NM_000110.4:c.1905+1G>A (rs3918290)]1.
DPYD*13 [NM_000110.4:c.1679T>G (rs55886062)]1.
DPYD*hapB3 [NM_000110.4:c.1129-5923C>G (rs75017182)1.
DPYD-D949V [NM_000110.4:c.2846 A>T (rs67376798)1.

Este analisis genético permite detectar la presencia o ausencia de tales genotipos en
cuatro reacciones de PCR a tiempo real multiplexadas, que incluyen la amplificacion
simultanea del genotipo de referencia y del genotipo alternativo.

El kit DPYD PharmaKitDx estudia el genotipo en la linea germinal, por lo que el tipo
optimo de muestra requerido para este analisis es ADN genomico.

Los resultados obtenidos de este ensayo permiten al clinico identificar a pacientes con
deficiencia parcial o completa del gen DPYD, con una mayor susceptibilidad de toxicidad
con fluoropirimidinas y establecer una dosificacion de fluoropirimidinas personalizada en
base al genotipo. Las cuatro variantes determinadas por el kit DPYD constituyen el
conjunto recomendado por la AEMPS en contexto de cribado de pretratamiento de
deficiencia de DPD.

El kit DPYD PharmaKitDx es solo para uso diagnostico in vitro y esta dirigido a
profesionales del sector de la biologia molecular.
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Caracteristicas tecnicas

El kit DPYD PharmaKitDx ha sido validado en las plataformas:

7500 FAST Real-Time PCR system (Thermo Fisher Scientific)
StepOne Plus Real-Time PCR system (Thermo Fisher Scientific)

La validacion se ha llevado a cabo mediante el analisis de muestras de ADN de referencia
procedentes de Coriell Institute, y muestras de pacientes previamente genotipadas con
otras tecnologias. En dicha validacion se ha verificado la deteccion especifica de las
variantes presentes en los genes seleccionados (ver apartado anterior) asf como la
sensibilidad analitica y la repetibilidad y reproducibilidad de la técnica.

Especificaciones analiticas:

O Tipo de muestra: ADN procedente de sangre periférica.
O Cantidad de ADN recomendado: 50 ng de ADN.

O Limites de deteccion: 1 ng ADN.

El kit DPYD PharmaKitDx es compatible con plataformas de PCR a tiempo real con
canales de fluorescencia FAM y VIC (HEX).
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Advertencias
y precauciones

O

<

<

<

<

Se recomienda seguir estrictamente las instrucciones de este manual, especialmente
en cuanto a las condiciones de manipulacion y almacenamiento de los reactivos.

No pipetear con la boca.

No fumar, comer, beber ni aplicarse cosmeticos en las zonas donde se manipulan kits
y muestras.

Se debe proteger debidamente cualquier afeccion cutanea, asf como cortes,
abrasiones y otras lesiones de la piel.

No verter los restos de reactivos a la red de agua potable. Se recomienda utilizar los
contenedores de residuos establecidos por la normativa legal y gestionar su
tratamiento a traves de un gestor de residuos autorizado.

En caso de un derrame accidental de alguno de los reactivos, evitar el contacto con la
piel, los 0jos y las membranas mucosas y limpiar con abundante agua.

Las hojas de datos de seguridad (MSDS) de todos los componentes peligrosos que
contiene este kit estan disponibles bajo peticion.

Este producto requiere la manipulacion de muestras y materiales de origen humano.
Se recomienda considerar todos los materiales de procedencia humana como
potencialmente infecciosos y manipularlos conforme a la norma de la OSHA sobre
Bioseguridad de nivel 2 de los patdgenos de transmision sanguinea o se deben
utilizar otras practicas pertinentes de bioseguridad para los materiales que contienen
0 se sospecha que puedan contener agentes infecciosos.

Los reactivos incluidos en este kit no son toxicos, explosivos, infecciosos, radiactivos,
magneticos, corrosivos ni causantes de contaminacion ambiental biologica.

Este kit ha sido validado con unos equipos y en unas condiciones especificas que
podrian variar sensiblemente en otros laboratorios. Se recomienda por tanto que cada
laboratorio realice una validacion interna cuando vaya a utilizar por primera vez el kit.

El fabricante no responde del mal funcionamiento del ensayo cuando los reactivos
incluidos en el kit son sustituidos por otros reactivos no suministrados por Health
in Code, S.L.

El fabricante no garantiza la reproducibilidad del ensayo cuando el usuario introduce
reactivos no validados por Health in Code, SL., por considerarlos equivalentes a los
suministrados en el kit.
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Contenido y condiciones
de almacenamiento del kit

Este kit contiene reactivos suficientes para llevar a cabo 48 reacciones de PCR a tiempo
real con cada master mix especifico.

DPYD*2A Master Mix: oligonucledtidos especificos, sondas marcadas en FAM y VIC
y agua libre de nucleasas para la deteccion de la variante DPYD*2A G>A.

DPYD*13 Master Mix: oligonucleodtidos especificos, sondas marcadas en FAM y VIC
y agua libre de nucleasas para la deteccion de la variante DPYD*13 T>G.

DPYD*hapB3 Master Mix: oligonucleotidos especificos, sondas marcadas en FAM
y VIC y agua libre de nucleasas para la deteccion de la variante IVSIO C>G,
incluida en *habB3.

|

DPYD D949 Master Mix: oligonucleotidos especificos, sondas marcadas en FAM y VIC
y agua libre de nucleasas para la deteccion de la variante D949V A>T.

General Master Mix: Master Mix de PCR con los nucleotidos, MgCl,, polimerasa de ADN
y buffer necesarios para llevar a cabo la PCR a tiempo real.

|

Positive Control: control positivo sintético para todas las variantes de estudio.

Reactivos Color del soporte Cantidad Conservacion
DPYD*2A Master Mix Disco negro 2 x 180 pL -20°C
DPYD*13 Master Mix Disco morado 2 x 180 uL -20°C
DPYD*hapB3 Master Mix Disco amarillo 2 x 180 pL -20°C
DPYD D949 Master Mix Disco rojo 2 x180 pL -20°C
General Master Mix Disco blanco | 4 x 600 yL -20°C*
Positive Control Tapa negra | 120 pL -20°C

Tabla 1. Componentes del Kit DPYD PharmaK itDx

(*) General Master Mix: Se recomienda mantener congelado hasta su primer uso, protegido de la luz,
y almacenado entre 2- 8 °C después de su primer uso.
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Equipos, reactivos
y materiales
que No se suministran

Equipos:

Termociclador de PCR a tiempo real que detecte los fluoroforos FAM y VIC
Micropipetas (10 pl, 20 pL y 200 L)

Vortex

Centrifuga

Reactivos:

Kit de extraccion de acidos nucleicos
Agua libre de nucleasas

Materiales:

Placas opticas de 96 pocillos o tubos opticos de 0.2 mL

Material fungible optico compatible con el termociclador de PCR a tiempo real
Puntas de pipetas con filtro (10 pL, 20 pL y 200 L)

Tubos estériles de 15 mL

Guantes de latex sin polvo

Material necesario para la extraccion de acidos nucleicos

Kits complementarios

Para el analisis de genotipado de dianas relacionadas con estudios farmacogeneéticos,
Health in Code, S.L. también ofrece los kits Imegen®-Gilbert Plus (ref. IMG-288) y Action
PharmaKitDx (ref. IMG-401). Estos han sido validados para llevar a cabo el estudio
mediante analisis de fragmentos (electroforesis capilar) y Next-Generation Sequencing,
respectivamente.

*Imegen es una marca registrada de Health in Code, S.L. en Esparia
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O/ Protocolo de ensayo

071

| Preparacion de las reacciones de amplificacion

Para estimar la cantidad de reactivos necesaria, se debe tener en cuenta el nimero de
muestras y controles a analizar simultaneamente. Recomendamos realizar los calculos,
considerando una reacciéon mas, o bien, incrementando un 10% el volumen de cada reactivo.

Para llevar a cabo el analisis cualitativo, se recomienda preparar una reaccion de
amplificacion por muestra e incluir el control positivo, y un control negativo de PCR, para
descartar contaminacion de los reactivos.

A continuacion, se muestra el protocolo recomendado para la preparacion de las
reacciones de amplificacion:

01

02

03

04

05

IMG-413 V.07 ECHA DERE

Descongelar todos los reactivos del kit y el ADN de las muestras. Agitar cada uno
de los reactivos en vortex y mantener en frio.

En un tubo de 1,5 mL preparar el mix de PCR afladiendo los siguientes reactivos
por muestra:

Reactivo Volumen por reaccién
DPYD Specific Master Mix 75 L
General Master Mix 125 pyL

Agitar en vortex y dar spin al mix de PCR y dispensar 20 L en los correspondientes
pocillos del material fungible optico.

Afadir 5 pL de las muestras diluidas a una concentracion de 10 ng/ulL y 5ul del
control positivo, o de agua libre de nucleasas (control negativo) a los pocillos
correspondientes.

Colocar los tubos o placas en el termociclador de PCR a tiempo real y configurar
el programa de amplificacion tal y como se indica en el siguiente apartado.

SION 29122023 HIC-PT-KIT 03-F-03 V.03 PAG. T DE 21
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072 | Configuracion del programa de PCR
a tiempo real

Fluoroforos de las sondas de hidrolisis:

Sistema Reporter Alelo Quencher
DPYD*2A FAM G
c1905+1G>A VIC A
DPYD*13 FAM T
c1679T>G VIC G

MGB

DPYD*hapB3 FAM @
c129-5923C>G VIC G
DPYD D949V FAM A
C2846A>T VIC T

Tabla 2 Informacion de las sondas de hidrdlisis

Programa optimo de PCR:
7500 Fast Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific)

Tipo de experimento: Quantitation
Velocidad de rampa: Standard
Referencia basal ROX™: incluida
Fluoréforos de las sondas TagMan®:

(CRORORYY

Establecer un cycle threshold (Ct) en O,1 para el analisis de resultados.

N° de .
Etapa
P - Temperatura Tiempo
Activaciéon enzimatica 1 95°C 10 minutos
PCR 95°C 15 segundos
Desnaturalizacion, 40
anillamiento y extension 60°C 30 segundos *

Tabla 3. Programa de PCR dptimo para el 7500 FAST (Thermo Fisher Scientific) '

(1) Encaso de disponer de otros modelos de termocicladores, consultar capitulo 10: Limitaciones.
(2) Adquisicion de la fluorescencia

StepOne Plus Real-time PCR System (Thermo Fisher Scientific)

O Tipo de experimento: Quantitation
O Velocidad de rampa: Standard

O Referencia basal ROX™: incluida

O Fluordforos de las sondas TagMan®:

Establecer un cycle threshold (Ct) en O,2 para el analisis de resultados.
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N° de

Etapa i

P ciclos Temperatura Tiempo
Activacién enzimatica 1 95°C 10 minutos
PCR 95°C 15 segundos
Desnaturalizacion, anillamiento 40
y extensién 60°C 30 segundos 2

Tabla 4. Programa de PCR Jdptimo para el StepOne Plus (Thermo Fisher Scientific) '

() En caso de disponer de otros modelos de termocicladores, consultar capitulo 10: Limitaciones.
(2) Adquisicion de la fluorescencia
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Analisis de los resultados

Para un correcto analisis de los resultados se recomienda seguir las siguientes indicaciones:

Comprobar que en el control negativo de PCR no hay sefial de amplificacion, nien el

canal FAM ni en el canal VIC.

Comprobar que en el control positivo hay sefal de amplificacion tanto en el canal

FAM como en el canal VIC.

Para analizar las muestras hay que emplear un software especifico del termociclador
de PCR a tiempo real utilizado, evaluando las curvas de amplificacion.

A continuacion, se muestran los posibles resultados obtenidos con el kit DPYD PharmaKitDx:
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Figura 1. Resultados obtenidos a partir de una muestra wild type (genotipo de referencia) para cada una de las variantes

de interés. Sélo se observa amplificacidn en el canal FAM.
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Figura 2. Resultado esperado a partir de una muestra heterocigota para cada una de las variantes de interés. Se observa
sefal en ambos canales de fluorescencia, FAM y VIC, siendo la intensidad de fluorescencia mayor en el canal FAM.
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Figura 3. Resultado esperado a partir del control positivo del kit para cada una de las variantes de interés. Se observa sefal

en ambos canales de fluorescencia, FAM y VIC.

HIC-PT-KIT 03-F-03 V.03

PAG. 15 DE 21



IMG-413 V.07

08.1 | Analisis de la farmacogenética

De acuerdo con las guias clinicas, la interpretacion de resultados se realiza mediante
la asignacion de fenotipos en base a los resultados del genotipo. Se establecen tres
fenotipos farmacogenéticos de DPD en funcion de la capacidad metabolizadora.

Metabolizador Normal (MN)
Metabolizador Intermedio (M)
Metabolizador Lento (ML)

Estos grupos se establecen a partir de los distintos alelos de DPYD del individuo, a los que
se les asigna una puntuacion de actividad (activity score, AS) que representa la actividad
enzimatica de la proteina DPD. Las variantes se pueden agrupar en:

O Funcion normal DPYD*1 para el alelo wild type (AS=1),
O Funcion reducida (AS=0,5)
O Pérdida completa de funcion (AS=0)

Se asigna la siguiente puntuacion de actividad (AS) a los distintos alelos de DPYD
metabolizadora:

Sistema Reporter Alelo Funcion enzimatica DPD Activity Score (AS)

DPYD*2A FAM G Funcion normal (Wild type) 1
c1905+1G>A VIC A Pérdida completa O
DPYD*13 FAM T Funcion normal (Wild type) 1
cl679T>G VIC G Perdida completa 0
DPYD*hapB3 FAM C Funcion normal (Wild type) 1
c1129-5923C>G VIC G Funcion reducida 05
DPYD D949V FAM A Funcion normal (Wild type) 1
C.2846A>T VIC T Funcidn reducida 0,5

Tabla 5. Puntuacion de actividad de los distintos alelos de DPYD

La puntuacion de actividad global (AG) del individuo se calcula sumando las puntuaciones
individuales del activity score (AS) de los dos alelos de DPYD, para clasificarlos en las
siguientes categorias fenotipicas:

Fenotipos . Actividad
farmacogenéticos de DPD Genotipo del gen DPYD global (AG)
Metabolizador normal Homocigoto con 2 alelos de funcion normal 2
. Heterocigotos con 1 alelo de funcion normal y 1de funcion reducida 15
Metabolizador
intermedio Heterocigoto con 1alelo de funcion normal y 1de pérdida completa .
de funcidn, u homocigoto con 2 alelos de funcion reducida
Individuo con 1alelo de pérdida completa de funcion y 1alelo de 05
Metabolizador lento funcién reducida '
Individuo con 2 alelos de pérdida completa de funcion 0

Tabla 6. Clasificacion de fenotipos farmacogenéticos de DPD.
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La siguiente tabla representa los posibles resultados obtenidos a partir del estudio:

farmFaecnoogt(iaFl)w?éiicos w Genotipo DPYD Actividad
de DPD WT*1  *2A %13 *hapB3 D949V lieeEl
Metabolizador normal + *1/%] 2
+ + *1/*hapB3 15
+ + *1/D949V 15
+ + *1/%2A 1
Metabolizador
intermedio + + /%13 1
+ + *hapB3/D949V 1
+ *hapB3/*hapB3 1
+ D949V /D949V 1
+ i+ *2A/*hapB3 05
+ + *2A/DI49V 05
+ + *13/*hapB3 05
Metabolizador lento + + *13/D949V 05
F + *2A/*13 ]
+ *2AIF2A 0]
+ *13/*13 ]

Tabla 7. Clasificacion de los posibles resultados obtenidos con el Kit DPYD PharmakKitDx.

(+) Alelo detectando en el ensayo de genotipado

082 | Recomendaciones clinicas para los fenotipos
farmacogeneticos de DPD

Con base en los diferentes fenotipos y en linea con las guias clinicas del CPIC y la SEFF, se
incluyen unas recomendaciones de dosificacion orientadas a minimizar el riesgo de
toxicidad grave en pacientes con deficiencia de la enzima DPD:
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Fenotipos

Recomendacion

farmacogenéticos Implicaciones .
de dosis
de DPD
- Actividad normal de la DPD y riesgo De acuerdo con
Metabolizador normal normal de toxicidad por fluoropirimidina la ficha técnica

Reducir la dosis

Disminucion de la actividad de la DP (entre el 30% y el inicial en un 50%.

Metabolizador > ) L . Posteriormente,
- . 70%) y aumento del riesgo de toxicidad grave o incluso . -
intermedio 2L ajustar la dosis con
mortal cuando se trata con fluoropirimidinas .
base en toxicidad o
farmacocinética
Esta contraindicado
Deficiencia completa de DPD y aumento el tratamiento con
Metabolizador lento del riesgo de toxicidad grave o incluso fluoropirimidinas.
mortal cuando se trata con fluoropirimidinas Se deben buscar

farmacos alternativos

Tabla 8 Recomendaciones clinicas para los fenotipos farmacogenéticos de DPD.

Metabolizadores intermedios (MI). Se recomienda aplicar el 50% de la dosis inicial
recomendada, seguida de escalado de la dosis:

O Con el fin de maximizar la eficacia del f&rmaco, se puede incrementar paulatinamente
la dosis de 5-FU en pacientes en los que no se ha experimentado toxicidad en los
primeros 2 ciclos o que las concentraciones plasmaticas son subterapeuticas.

O Con el fin de minimizar la toxicidad, se deberia disminuir la dosis de 5-FU cuando
el paciente no tolere la dosis inicial. En el caso de la administracion topica, la
absorcion sistémica es muy reducida, por lo que no se espera que provoque
toxicidad en pacientes Ml.

Metabolizadores lentos (ML). El uso de fluorouracilo, capecitabina o tegafur esta
contraindicado

O Las guias CPIC indican que pacientes con AG de 0,5 que no se puedan tratar con
medicamentos alternativos, podrian recibir una dosis reducida de 5- FU, <25% de
la dosis normal, con monitorizacion precoz de la concentracion plasmatica de 5-FU,
con el fin de interrumpir tratamiento si el nivel del farmaco es demasiado alto.

O Las guias clinicas contraindican el uso de fluoropirimidinas en pacientes con AG de O.
La decision de tratamiento debe ser individualizada y bajo criterio exclusivamente
clinico evaluando beneficios y riesgos.
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Troubleshooting

La tabla a continuacion presenta los resultados esperados que podrian obtenerse del
analisis de los diferentes controles y una muestra en un ensayo, asf como su interpretacion:

Resultado
FAM VIC
+ + Resultado esperado
Control positivo
- - Fallo de amplificacién en la PCR'
+ +
+ - Resultado esperado
Muestra -
- +
- - Fallo de amplificacién en la PCR 2
- - Resultado esperado
+ +
Control negativo de PCR
+ - Contaminacion de la PCR con ADN humano 3
- +

Tabla 9. Interpretacion de los posibles resultados.

(1) Fallo de amplificacion en la PCR: Compruebe el programa de amplificacion y la configuracion de captura
de la fluorescencia. Un fallo en la amplificacion puede deberse a un problema técnico en la configuracion
del programa de PCR.

(2) Fallo de amplificacion de la muestra: Compruebe que la cuantificacion de la muestra es la recomendada,
si fuese asi el resultado especificado puede deberse a que la muestra se encuentre altamente degradada.

(3) Contaminacién de la PCR con ADN de humano: La contaminacion de la PCR puede deberse a un manejo
equivocado de la muestra, al uso de reactivos contaminados o a contaminacion de origen ambiental.
Limpie minuciosamente el laboratorio donde se ha preparado la PCR, asi como los equipos y el material
utilizados. Si es necesario, use alicuotas nuevas de los reactivos de PCR. Prepare en ultimo lugar la reaccion
de PCR que contiene el control positivo, con el fin de evitar la contaminacion cruzada. En este caso se
recomienda repetir el ensayo.
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L1mitaciones

101 | Analiticas

Las variantes DPYD*2A, DPYD*13, DPYD*hapB3 y DPYD-D949V son las mas relevantes
en el estudio del déficit de DPD en la poblacion. Sin embargo, también se han detectado
otras variantes de muy baja frecuencia asociadas a una actividad alterada de DPD. Se ha
estimado que el conjunto de las variantes de DPYD *2A, *13, *hapB3 y D949V solo
explica parte de la toxicidad causada por las fluoropirimidinas.

102 | Equipos

DPYD PharmaKitDx ha sido validado usando la plataforma de amplificacion:

7500 FAST Real-Time PCR system (Thermo Fisher Scientific)
StepOne Plus Real-Time PCR system (Thermo Fisher Scientific)

103 | Reactivos

DPYD PharmakKitDx se ha validado empleando los reactivos incluidos en el kit y los
recomendados en el apartado 6 de este manual (Equipos, reactivos y materiales necesarios
que no se suministran). En caso de duda pongase en contacto con el departamento de
soporte técnico

104 | Estabilidad del producto

El funcionamiento optimo de este producto esta confirmado siempre que se apliquen las
condiciones recomendadas de almacenamiento especificadas dentro de la fecha optima
del producto asociada a cada lote de produccion.
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Contacte con nuestro Departamento Técnico
para cualquier consulta sobre las aplicaciones
de este producto o sobre sus protocolos.
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