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C a r o l E l i z a b e t h M u e l l e r : 5 - F l u o r o u r a c i l : A M e t a b o l i s m M o d e l o f t h e R a t L i v e r

(U n d e r t h e d i r e c t i o n o f D r . D o u g l a s J . C r a w fo r d - B r o w n )

A m e t a b o l i s m m o d e l o f 5 - f l u o r o u r a c i l (F U ),
a n u c l e o t i d e s y n t h e s i s i n t e r f e r e n c e c h e m i c a l

,

w a s c r e a t e d b a s e d o n r a t l i v e r m e t a b o l i s m d a t a . T h e m o d e l o f t h e a d u l t r a t p r e d i c t e d th a t

0 . 1% o f t h e o r i g i n a l FU d o s e w i l l b e c o m e 5 - f lu o r o d e o x y u r i d i n e m o n o p h o s p h a t e (F d U M P ),
a

t h ym i d i n e s y n t h e t a s e i n h i b i t i n g m e t a b o l i t e M o d e l p a r a m e t e r s w e r e d e r i v e d f r o m e n z y m e

a c t i v i t y i n f o r m a t i o n . I t c a n b e c o n c l u d e d f r o m t h e r e s u l t s o f t h i s m o d e l t h a t a v e r y s m a l l

p e r c e n t a g e o f t h e i n i t i a l F U d o s e a c t u a l l y b e c o m e s t h e m e t a b o l i t e F d U M P T h i s i s t h e fi r s t

m o d e l t o f o c u s o n t h e a n a b o l i s m p o r t i o n o f t h e o v e r a l l m e t a b o h s m o f F U T h e o v e r a l l g o a l

o f t h e r e s e a r c h p r o g r am i s t o h e l p i n t h e d e v e l o p o f a p h a r m a c o k i n e t i c , b i o l o g i c a l l y b a s e d

d o s e - r e s p o n s e m o d e l o f F U t o t e s t t h e f e a s i b i l i t y f o r m o d e l i n g n u c l e o t i d e s y n t h e s i s

i n h i b i t o r s . T h e r a t l i v e r m e t a b o l i s m i s m e r e l y o n e p a r t o f t h e m o d e l i n g p i c t u r e w h i c h i s

n e e d e d t o l o o k a t d e v e l o p m e n t a l e f f e c t s du e t o i n t e r f e r e n c e w i t h n u c l e o t i d e s y n t h e s i s
,
b u t i t

i s a p l a c e t o b e g i n .

NEATPAGEINFO:id=FCDA0702-F6CF-47D1-AC35-AE4B417FC346



A CK N OWL E D G E M E N T S

I w o u l d l i k e t o t h a n k D r . W o o dy Se t z e r f o r t h e p l e a s u r e o f w o r k i n g w i t h th e E P A o n t h i s

p r o j e c t . M a n y t h a n k s t o D r . D o u g l a s C r a w f o r d - B r o w n f o r t h i s o p p o r t u n i t y ,
a s w e l l a s h i s

g u i d a n c e a n d d i r e c t i o n t hr o u g h o u t t h i s p r o j e c t . I a m e s p e c i a l l y g r a t e f u l f o r h i s p a t i e n c e a n d

e n c o u r a g em e n t . I w o u l d a l s o l i k e t o s h o w m y a p p r e c i a t i o n t o D r . L o u i s e B a l l f o r t h e

a c a d em i c a n d p e r s o n a l g u i d a n c e p r o v i d e d d u r i n g m y t im e a t Ch a p e l H i l l . I e x t e n d m y

g r a t i t u d e t o t h e m a n y s c i e n t i s t s w h o h a v e d o n e r e s e a r c h o n 5 - f l u o r o u r a c i l t o p r o v i d e m e w i t h

t h e k n o w l e d g e t o p r o d u c e t h i s m o d e l . I w o u l d a l s o l i k e t o t h a n k D r . P a u l i n e Sc h w a r t z f o r h e r

a s s i s t a n c e a n d a d v i c e . M o s t o f a l l
,
I m u s t e x t e n d m y e x t r e m e g r a t i t u d e t o f a m i l y a n d f r i e n d s

f o r t h e i r u n d e r s t a n d i n g a n d s u p p o r t o v e r t h e p a s t y e a r a n d a h a l f .
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1 . I n t r o d u c t i o n

1 . 1 I n t r o d u c t i o n t o 5 - f l u o r o u r a c i l

5 - F l u o r o u r a c i l (F U ) w a s de v e l o p e d in 19 5 7 a s a n a n t i - t u m o r d r u g (P a r k e r e t a l . 19 9 0 )

O v e r t h e y e a r s , i t h a s b e c o m e t h e m o s t w i d e l y u s e d c a n c e r c h e m o t h e r a p e u t i c a g e n t . I t i s

u s e d t o t r e a t a l o n g l i s t o f c a n c e r s (c o l o n ,
r e c t u m

,
b r e a s t ,

s t o m a c h , p a n c r e a s , g a s t r i c , a n u s ,

b l a d d e r , c e r v i x
,
e n d o m e t r i u m

,
o v a r i e s , e s o p h a g u s

,
h e a d & n e c k

, p e n i s
,
l i v e r

, p r o s t a t e
,
s k i n

,

v u l v a ) b o t h a l o n e a n d w i th o t h e r d r u g s .

T h e E n v i r o n m e n t a l P r o t e c t i o n A g e n c y i n N o r t h C a r o l i n a
'

s R e s e a r c h T ri a n g l e P a r k i s

r e s e a r c h i n g th e l i n k b e t w e e n F U
,
i t s m e t a b o l i t e 5 - f l u o r o d e o x y u ri d i n e m o n o p h o s p h a t e

(F d U MP ) ,
a n d m a l f o r m a t i o n o f d i gi t s a n d c l e f t p a l a t e s s e e n i n e x p o s e d r a t s . F d U M P

'

s m a i n

m o d e o f a c t i o n i s t h e i n a c t i v a t i o n o f t h y m i d y l a t e s y n t h e t a s e (T S) . T S p l a y s a n im p o r t a n t r o l e

i n D N A r e p l i c a t i o n i n a c t i v e l y d i v i di n g c e l l s (R e i l l y e t a l . 1 9 9 7 ) . A c o v a l e n t i n h ib i t o r y

c o m p l e x i s f o r m e d b e t w e e n F d U MP
,
T S , a n d 5 , 10 - m e th y l e n e t e t r a h y d r o fo l a t e (5 ,

1 0 - C H 2
-

F H 4 ) (I n a b a e t a l . 19 9 6 ) . T h i s i n h i b i t i o n o f T S p r e v e n t s t h e f o r m a t i o n o f n u c l e o t i d e s n e e d e d

fo r D N A s y n t h e s i s (R e i l l y e t a l . 1 9 9 7 ) .

F U w a s c h o s e n t o t e s t t h e a b i l i t y o f m o d e l s t o p r e d i c t t h e a c t i o n o f c o m p o u n d s t h a t

i n t e r f e r e w i t h n u c l e o t i d e s y n t h e s i s
, s i n c e i t i s o n e o f a b r o a d c l a s s o f c o m p o u n d s t h a t a c t s b y

t h i s m e c h a n i s m a n d t h e r e a r e b o d i e s o f d a t a a v a i l a b l e o n F U b i o k i n e t i c s
, m e t a b o l i s m e f f e c t s

o n T S i n h i b i t i o n
,
a n d c o n s e q u e n t d e v e l o p m e n t e f f e c t s T h e o v e r a l l g o a l o f t h e r e s e a r c h

p r o g r a m i s t o d e v e l o p a p h a r m a c o k i n e t i c
,
b i o l o g i c a l l y b a s e d d o s e - r e s p o n s e m o d e l o f F U a s a

t e s t o f t h e f e a s i b i l i t y f o r m o d e l i n g n u c l e o t i d e s y n t h e s i s i n h i b i t o r s . H o w e v e r
,
a c c o r d i n g t o

D i a s i o a n d H a r ri s
,
l a r g e g a p s s t i l l r e m a i n i n o u r k n o w l e d g e o f F U m e t a b o l i s m (D i a s i o e t a l .

1 9 8 9 ) .

B i o l o g i c a l l y b a s e d d o s e - r e s p o n s e (B B D R ) m o d e l s a r e d e s i g n e d t o im p r o v e t h e

d e c i s i o n s m a d e w h e n a s s e s s i n g th e h e a l t h ri s k s a s s o c i a t e d w i t h c h e m i c a l e x p o s u r e . T h i s

i n v o lv e s c r e a t i n g a m a t h e m a t i c a l f o r m w h i c h u t i l i z e s c u r r e n t d a t a t o i n v e s t i g a t e t h e
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p h a rm a c o k i n e t i c s a n d p h a r m a c o d y n a m i c s o f e x p o s u r e - r e s p o n s e r e l a t i o n s h i p s T h e n e e d fo r

m o r e d e v e l o p m e n t a l i n f o r m a t i o n h a s l e d t o t h e c r e a t i o n o f e m b r y o
- s p e c i f i c d o s e - r e s p o n s e

m o d e l s .
T h e i d e a l s i t u a t i o n w o u l d b e t o h a v e a B B D R / p h a r m a c o k i n e t i c a n d m e t a b o l i c m o d e l

t h a t c o u l d e s t i m a t e t h e a m o u n t o f e a c h m e t a b o l i t e i n a l l m a j o r o r g a n s y s t e m s
,
i n b o t h t h e

m a t e r n a l a n d f e t a l t i s s u e .

F o r r e g u l a t o r y p u r p o s e s c r e a t i n g a m o d e l t h a t c o u l d b e g e n e r a l i z e d t o m o r e t h a n o n e

s p e c i e s w o u l d b e v e r y b e n e fi c i a l D e c i s i o n s m u s t b e m a d e t o p r o t e c t h u m a n h e a l t h , w h i l e

m o s t m o d e l s a r e b u i l t w i t h d a t a f r o m n o n - h u m a n a n im a l s . A m o d e l m u s t a l l o w f o r t h e

e x t r a p o l a t i o n t o h u m a n e x p o s u r e a n d e f f e c t s i f i t i s t o b e a u s e f u l t o o l i n t h e r i s k a s s e s s m e n t

p r o c e s s f o r h e a l t h e f f e c t s o f e n v i r o n m e n t a l c o n t a m i n a n t s . T h e r e f o r e
,
t h e p r e s e n t r e s e a r c h

f o c u s e s o n d e v e l o p m e n t o f a p r e d i c t i v e m o d e l o f t h e m e t a b o l i s m o f F U t o F d U M P th a t

i n c l u d e s a l l r e l e v a n t m e t a b o l i c s t e p s a n d fo r m u l a t e s t h e s e a s d i f f e r e n t i a l e q u a t i o n s w h o s e

p a r a m e t e r s m a y (w i t h a dj u s t m e n t fo r d i f f e r e n c e s i n e n z ym e c o n c e n t r a t i o n a n d a c t i v i t y ) b e

e x t r a p o l a t e d a c r o s s a g e g r o u p s a n d s p e c i e s .

P h y s i o l o g i c a l l y - b a s e d p h a r m a c o k i n e t i c s (PB P K ) o f t h e t r a n s l o c a t i o n o f F U h a v e b e e n

m o d e l e d p r e v i o u s l y (S e t z e r
,
u n p u b l i s h e d ) T h e s t e p i n v o l v i n g F U m e t a b o l i s m ,

h o w e v e r
,
w a s

n o t i n c l u d e d . T h e r e f o r e
,
a m e t a b o l i s m m o d e l o f F U i s n e e d e d . O n c e t h e m e t a b o Us m i s

m o d e l e d
,
i t c a n b e l i n k e d t o t h e m o d e l o f t r a n s l o c a t i o n m o d e l

, p r o d u c i n g a c o m p l e t e

p h a r m a c o k i n e t i c m o d e l .

T h e f i r s t s t e p i n m o d e l i n g F U m e t a b o l i s m i s t o fo c u s o n o n l y o n e o r g a n s o m e t a b o l i c

s t e p s i n d e p e n d e n t o f t r a n s l o c a t i o n m a y b e d e t e r m i n e d . A f lo w c h a r t o f t h e m o d e l i n g p i c t u r e

s h o w s t h e r o l e o f t h e c u r r e n t r e s e a r c h i n t h e o v e r a l l p r o g r a m o f d e v e l o p m e n t o f a

p h a r m a c o k i n e t i c m o d e l o f F U (F i g u r e 1 ) . T h e m e t a b o l i s m i n t h e r a t h v e r i s o n l y o n e p a r t o f

t h e m o d e l i n g p i c t u r e t h a t i s r e q u i r e d t o s t u d y t h e d e v e l o p m e n t a l e f f e c t s f r o m n u c l e o t i d e

s y n t h e s i s i n t e r f e r e n c e . W h i l e t h e o v e r a l l g o a l i s t o p r e d i c t d e v e l o p m e n t a l e f f e c t s
,
t h i s p r o j e c t

f o c u s e s o n t h e l i v e r m e t a b o l i s m i n t h e a d u l t , f e t u s , a n d o t h e r a g e s o f r a t s

T o t e s t t h e m o d e l i n g o f F U m e t a b o l i s m
,
t h e r a t l i v e r w a s m o d e l e d b e c a u s e t h i s i s

w h e r e d a t a a r e a v a i l a b l e a n d w h e r e m e t a b o l i s m o c c u r s p r im a r i l y T h e m e t a b o l i s m m o d e l

c r e a t e d u s i n g t h e r a t l i v e r c a n t h e n b e e x t r a p o l a t e d t o h u m a n l i v e r m e t a b o l i s m E v e n t u a l l y ,

w h a t i s l e a r n e d w i l l a l l o w t h e m o d e l i n g o f t h e h u m a n f e t u s l i v e r m e t a b o l i s m . O n c e t h e

m e t a b o l i s m i s l i n k e d t o t h e m o d e l o f t r a n s l o c a t i o n a n d t h e b i o l o g i c a l l y b a s e d - d o s e r e s p o n s e
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m o d e l s , t h e r e w i l l b e a b e t t e r u n d e r s t a n d i n g o f t h e c a u s e s o f d e v e l o p m e n t a l e f f e c t s f r o m F U

e x p o s u r e . B e fo r e d i s c u s s i n g th e m o d e l i n d e t a i l
,
i t i s im p o r t a n t t o c h a r a c t e r i z e t h e d am a g e

s e e n w i t h F U e x p o s u r e
,
t h e m e t a b o l i s m o f F U a n d t h e m a n y d i f f e r e n t e n z y m e s i n v o l v e d .

F o l l o w i n g th i s i n t r o du c t i o n t o F U b i o c h e m i s t r y ,
t h e m a t h em a t i c a l m o d e l w i l l b e d e s c r i b e d .
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F i g u r e 1. F l o w c h a r t o f t h e e n t i r e m o d e h n g p i c t u r e
,
s h o w i n g t h e r o l e o f th e c u r r e n t r e s e a r c h .

R a t U v e r m e t a b o h sm i s m e r e l y o n e p a r t o f t h e m o d e l i n g p i c t u r e w h i c h i s n e e d e d t o l o o k a t

d e v e l o p m e n t a l e f f e c t s d u e t o i n t e r f e r e n c e w i t h n u c l e o t i d e s y n t h e s i s . N o t e t h a t t h e o v e r a l l

g o a l i s t o p r e d i c t d e v e l o p m e n t e f f e c t s
,
a n d t h a t t h i s p r o j e c t c o n t r i b u t e s t o t h a t b y f o c u s i n g o n

i n h i b i t i o n o f t h y m i d i n e s y n t h e t a s e , t h e n f u r t h e r o n F U ,
a n d s o o n d o w n t o a f o c u s o n l i v e r

m e t a b o l i s m i n t h e a d u l t , f e t u s , a n d o t h e r a g e s o f r a t s Su b s e q u e n t r e s e a r c h m a y t h e n f o c u s o n

e x t r a p o l a t i n g th e r a t m e t a b o l i c m o d e l t o h u m a n l i v e r m e t a b o l i s m a n d i n c o r p o r a t i n g t h e

m e t a b o l i c m o d e l i n t o a P B P K / B B D R m o d e l c a p a b l e o f p r e d i c t i n g i n h i b i t i o n o f T S b y F U a n d

s u b s e q u e n t d e v e l o p m e n t a l e f f e c t s .

D e v e l o p m e n t a l

e f f e c t s

T h y m i d i n e

Sy n t h e t a s e

5 - f lu o r o u r a c i l

z
Ph y s i o l o g i c a l ly b a s e d

ph a m i a c o k i n e t i c m o d e l

V
B i o lo g i c a l l y b a s e d - d o s e

r e s p o n s e m o d e l

T r a n s l o c a ti o n M e t a b o l i s m

7
o t h e r o r g a n s L i v e r

Z T X
R a t

r \
H u m a n

f e t u s
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1 . 2 T e r a t o g e n i c I n f o r m a t i o n

A t e r a t o g e n i s d e fi n e d a s a n a g e n t t h a t c a u s e s p h y s i c a l a b n o r m a l i t i e s i n a d e v e l o p i n g

em b r y o o r f e t u s . T e r a t o g e n s c a n b e t r a n s p o r t e d b e t w e e n t h e m o t h e r a n d t h e f e t u s a c r o s s t h e

p l a c e n t a . T h e m a t e r i a l fr o m t h e m a t e r n a l b l o o d c a n c r o s s t h e m em b r a n e a n d e n t e r t h e f e t a l

a r t e r i a l b l o o d (L u e c k e e t a l 1 9 9 4 ) . I t h a s b e e n r e p o r t e d i n b o t h r a t s a n d m o n k e y s t h a t F U

c a n c r o s s t h e p l a c e n t a u s i n g d i f f u s i o n o r c a r r i e r - m e d i a t e d t r a n s p o r t (G a m i c a e t a l 1 9 9 6
,

T o x n e t ) D o r k o e t a l (1 9 8 6 ) d i s c o v e r e d a n i n c r e a s e i n p l a c e n t a l a n d f e t a l t r a n s f e r o f u r i d i n e

a s p r e gn a n c y p r o g r e s s e s T h i s m a y a l s o b e t h e c a s e w i t h F U r d (f lu o r o u r i d i n e ) .

I t h a s b e e n p r o v e n t h a t F U i s a t e r a t o g e n i c a g e n t i n t h e r a t (W i l s o n e t a l . 19 7 1 )

D e p r e s s i o n o f D N A s y n th e s i s d u e t o t h y m i d i n e s y n t h e t a s e i n h i b i t i o n b y F dU M P h a s b e e n

m e a s u r e d i n b o t h m a t e r n a l a n d em b r y o n i c t i s s u e s Wh e n r a d i o l a b e l e d F U w a s g i v e n t o

p r e g n a n t r a t s
,
r a d i o a c t i v i t y w a s m e a s u r e d i n t h e D N A a n d R N A o f t h e e m b r y o s (G r a f t o n e t

a l . 1 9 8 7 ) . S c h u m a c h e r e t a l . ( 1 9 6 9 ) f o u n d t h a t t w o - t h i r d s o f t h e r a d i o a c t i v i t y e n d s u p i n t h e

R N A fr a c t i o n
,
w h i l e v e r y l i t t l e c o u ld b e f o u n d i n t h e D N A a n d fr e e p r o t e i n fr a c t i o n s .

F e t a l a n e m i a a n d o t h e r o r g a n d y s fi m c t i o n m a y c o n t r i b u t e t o t h e d e v e l o p m e n t a l

t o x i c i t y o f F U . S h u e y e t a l . ( 19 9 4 ) f o u n d t h a t a s i n g l e a dm i n i s t r a t i o n o f F U o n g e s t a t i o n d a y

14 i n t h e r a t w i l l c a u s e f e t a l g r o w t h r e t a r d a t i o n a t m a t e r n a l d o s e s a b o v e 15 m g /k g a n d

m a l f o r m a t i o n s a t d o s e s a b o v e 3 0 m g / k g . T h e s e s a m e d o s e s s h o w e d o n l y m i n im a l m a t e r n a l

t o x i c i t y O f t h e e x t e r n a l a n d s k e le t a l m a l f o r m a t i o n s
,
h i n d l i m b d e f e c t s a n d c l e f t p a l a t e s a r e

t h e m o s t p r e v a l e n t a n o m a l i e s (Sh u e y e t a l 19 9 4 ) .

I t h a s b e e n s h o w n i n m o n k e y s t h a t F U h a s a v e r y n a r r o w t e r a t o g e n i c d o s e - r a n g e : t h a t

i s
,
t h e r e i s a v e r y s m a l l d i f f e r e n c e b e t w e e n t h e n o - e f f e c t l e v e l a n d t h e t o t a l e m b r y o l e t h a l d o s e

l e v e l . M o n k e y e m b r y o s w e r e f o u n d t o b e a b l e t o t o l e r a t e t h e t e r a t o g e n i c d o s e f o r r a t s (2 0

m g /k g) ,
b u t b e g i n t o s h o w e m b r y o t o x i c i t y a t a o n e f o l d i n c r e a s e i n d o s a g e (4 0 m g /k g) a n d

a b o v e (W i l s o n e t a l . 1 9 7 1 ) N o e x p l a n a t i o n h a s y e t t o b e d e t e rm i n e d f o r t h i s v e r y h i g h s l o p e

i n t h e d o s e - r e s p o n s e c u r v e .

1
. 3 N e u r o t o x i c i t y o f F U

T h e F U c a t a b o l i t e a - f lu o r o - (3- a l a n i n e (FB A L ) h a s b e e n s h o w n t o c a u s e

n e u r o t o x i c i t y i n c a t s f o l l o w i n g a 3 0 m g / k g d o s e o f F U (K o e n i g e t a l 1 9 7 0 ) . A k i b a e t a l

( 1 9 9 6) d i s c u s s e d t h e e f f e c t o f F U o n t h e c e n t r a l n e r v o u s s y s t e m o f m i c e w i t h d o s e s a s s m a l l
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a s l Om g / k g o f F B A L T h e y f o u n d s e l e c t i v e w h i t e m a t t e r i n j u r y c o n s i s t i n g o f d i f f u s e

d e m y e l i n a t i o n a n d i r r e g u l a r s m a l l i n f a r c t s (A k i b a e t a l . 1 9 9 6 ) T h e d e m y e l i n a t i o n i s o f t e n

s e e n a l o n g w i t h l a r g e v a c u o l e s a n d g l i o s i s i n t h e s u r r o u n d i n g t i s s u e . T h e f o r m a t i o n o f

v a c u o l e s i s d u e t o m y e l i n s e p a r a t i o n a t t h e i n t r a p e r i o d l i n e . T h i s C N S p r o b l e m h a s a l s o b e e n

d o c u m e n t e d i n h u m a n p a t i e n t s r e c e i v i n g F U c h em o t h e r a p y (A k i b a e t a l 1 9 96 ) . M i c e s t u d i e s

b y A k i b a e t a l . ( 1 9 9 6 ) d e m o n s t r a t e d t h a t t h e m o s t im p o r t a n t i s s u e w i t h C N S d a m a g e i s t h e

a c c u m u l a t i o n a n d s l o w e l im i n a t i o n o f F U m e t a b o l i t e s i n t h e n e r v o u s s y s t e m t i s s u e
,
e s p e c i a l l y

t h e m y e l i n . I t w a s h y p o th e s i z e d t h a t F B A L a n d i t s m e t a b o l i t e s a r e a l s o r e s p o n s i b l e fo r t h e

n e u r o t o x i c i t y i n h u m a n s (A k ib a e t a l 1 9 9 6 ) .

So m e s c i e n t i s t s b e l i e v e t h a t F B A L i s m e t a b o l i z e d i n t h e b o dy t o f lu o r o a c e t a t e (F A ), a

p o t e n t c o n v u l s a n t (K o e n i g e t a l 19 7 0 ) . I t i s a l s o t h o u gh t t h a t F A c o u l d b e m e t a b o h c a l l y

c o n v e r t e d t o f l u o r o c i t r a t e (F C ) . F C h a s t h e a b i l i t y t o i n h i b i t t h e K r e b s c y c l e a n d b l o c k

a c o n i t a s e
,
a n e n z y m e t h a t c a t a l y z e s t h e r e v e r s i b l e i n t e r c o n v e r s i o n o f c i t r a t e a n d i s o c i t r a t e

(K o e n i g e t a l . 1 9 7 0 ) H o w e v e r , A r e l l a n o e t a l (1 9 9 7 ) f o u n d th a t s o m e c o m m e r c i a l s o l u t i o n s

o f F U h a v e im p u r i t i e s w h i c h c o m e f r o m r e a c t i o n s o c c u r r i n g i n t h e a d d i t i v e s n e e d e d t o k e e p

F U s o l u b l e T h e s e i m p u r i t i e s
,
fl u o r o m a l o n i c a c i d s e m i a l d e h y d e a n d f l u o r o a c e t a l d e h y d e ,

a r e

m e t a b o l i z e d t o F A a n d f lu o r o h y dr o x y p r o p i o n i c a c i d . T h e r e f o r e
,
i t h a s b e e n c o n c lu d e d b y

m a n y t h a t F B A L i s n o t m e t a b o l i z e d t o F A i n t h e b o d y ,
b u t i n s t e a d th e s t o c k s o l u t i o n

i m p u r i t i e s a r e c o n v e r t e d t o F A (A n a n d e t a l . 1 9 9 4 ) .

Z h a n g e t a l ( 1 9 92 ) p r e s e n t t h r e e p o s s i b l e m e c h a n i s m s r e s p o n s i b l e f o r t h e

n e u r o t o x i c i t y s e e n w i t h F U : ( 1) th e e f f e c t s o f a n F U - n u c l e o t i d e o n D N A a n d R N A s y n th e s i s ,

(2 ) i n h ib i t i o n o f t h e K r e b s c y c l e b y F C
,
a n d (3 ) d i r e c t t o x i c i t y o f F B A L o n n e r v o u s t i s s u e .

S i n c e t h e Z h a n g e t a l . ( 1 9 9 2 ) l a b f o u n d n o e v i d e n c e o f F C i n t h e i r e x p e r im e n t a l a n im a l s , i t

w o u l d s e e m th a t t h e i r r e s u l t s a g r e e w i t h th e t h o u gh t t h a t F C i s p r e s e n t o n l y w h e n t h e r e i s

c o n t a m i n a t i o n i n t h e F U s o l u t i o n

1 , 4 C a r d i o t o x i c i t y o f F U

I n a dd i t i o n t o t h e n e u r o t o x i c e f f e c t s
,
F U c a n a l s o c a u s e c a r d i o t o x i c i t y p r o b l e m s .

A n a n d e t a l ( 19 9 4 ) p r e s e n t t w o th e o r i e s t o e x p l a i n w h y F U i s c a r d i o t o x i c . T h e fi r s t t h e o r y

a s s u m e s t h a t a c o m p l e x f o r m e d w i t h F U a n d c a r d i a c c e l l s o r t i s s u e c o m p o n e n t s s t im u l a t e s a n

a u t o im m u n e r e s p o n s e T h e s e c o n d th e o r y i s t h a t t h e c a r d i a c c e l l s a r e d a m a g e d b y t h e F U
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a n d t h i s m a y c a u s e a n i n f l a m m a t o r y r e s p o n s e
,
w h i c h i s t h e n m a i n t a i n e d b y th e l y m p h o k i n e s

(A n a n d e t a l .
1 9 94 ) .

F B A L a l s o a c c u m u l a t e s i n t h e t i s s u e s o f t h e h e a r t . T h i s a c c u m u l a t i o n c a n i n t e r f e r e

w i t h t a u r i n e
,
a c h e m i c a l t h a t p l a y s a n i m p o r t a n t r o l e i n c a r d i o v a s c u l a r f u n c t i o n (Z h a n g e t a l .

1 9 9 3 ) . B e c a u s e o f t h e s im i l a r c h e m i c a l s t r u c t u r e s o f F B A L a n d t a u r i n e
,
i t i s p o s s i b l e t h a t t h e

u p t a k e a n d a c c u m u l a t i o n o f F B A L i n t h e h e a r t w o u l d a f f e c t t h e t r a n s p o r t a n d f u n c t i o n o f

t a u r i n e .

1 . 5 C u r r e n t m o d e l s

B e fo r e c r e a t i n g a m o d e l
,
i t i s i m p o r t a n t t o s t u dy m o d e l s t h a t h a v e a l r e a d y b e e n

e s t a b l i s h e d . M o d e l s o f k i n e t i c s a n d t i s s u e di s t r i b u t i o n h a v e b e e n m a d e f o r F U a n d i t s

c a t a b o l i t e s (M e n t r e e t a l . 1 9 94
,
Z h a n g e t a l . 19 9 3 ) . S o f a r

,
a l l o f t h e m e t a b o l i s m m o d e l s f o r

FU h a v e f o c u s e d o n t h e c a t a b o l i s m p a th w a y s T h e n o n l i n e a r k i n e t i c s a n d p l a c e n t a l t r a n s f e r

h a v e b e e n m o d e l e d i n p r e g n a n t r a t s (B o i k e e t a l 1 9 89 ) . A n o n l i n e a r p h a rm a c o k i n e t i c m o d e l

h a s b e e n d e v e l o p e d f o r h u m a n s (C o l l i n s e t a l . 1 9 80 ) . B i o l o g i c a l l y b a s e d d o s e - r e s p o n s e

m o d e l s a r e a l s o a v a i l a b l e (Sh u e y e t a l . 1 9 9 4
,
S e t z e r e t a l . u n p u b Us h e d ) . N o m o d e l s o f F U

a n a b o l i s m c o u l d b e f o u n d i n t h e l i t e r a t u r e .

M e n t r e e t a l ( 19 8 4 ) c r e a t e d a m a t h e m a t i c a l m o d e l b a s e d o n F U c a t a b o l i s m i n l i v e r

c e l l s I t w a s d e v e l o p e d t o m e a s u r e t h e e n z ym a t i c t r a n s f o r m a t i o n s a n d t r a n s m e mb r a n e

e x c h a n g e s i n v o l v e d i n FU c a t a b o l i s m . I t w a s w r i t t e n a s a s e t o f m a s s - b a l a n c e d i f f e r e n t i a l

e q u a t i o n s t h a t e x p r e s s r a t e s o f e x c h a n g e a n d t r a n s f o r m a t i o n . T h e m o d e l fo c u s e d o n t h e

c a t a b o l i c p r o c e s s e s r a t h e r t h a n t h e a n a b o l i c p r o c e s s e s o f i n t e r e s t i n t h i s s t u d y .

Z h a n g e t a l . ( 1 99 3 ) d e v e l o p e d a m a th e m a t i c a l m o d e l t o d e s c r i b e t h e k i n e t i c s a n d

t i s s u e d i s t r i b u t i o n o f F B A L i n r a t s f o l l o w i n g a n I V b o l u s a dm i n i s t r a t i o n o f F B A L T h e

p r e d i c t i o n s s h o w e d a n i n c r e a s i n g t r a n s p o r t a n d a c c u m u l a t i o n o f FB A L i n n u m e r o u s t i s s u e s ,

m a n y o f w h i c h a r e a s s o c i a t e d w i t h F B A L r e l a t e d t o x i c i t y . T h e o b v i o u s l im i t a t i o n o f t h i s

m o d e l fo r t h e p u r p o s e o f t h i s p a p e r i s t h e f o c u s o n F B A L
,
t h e m a i n c a t a b o l i t e .

U s i n g p r e g n a n t r a t s a n d h i g h -

p e r f o r m a n c e l i q u i d c h r o m a t o g r a p h y m e t h o d o l o g y ,

B o i k e e t a l . ( 1 9 8 9 ) r e p o r t e d fi n d i n g s o n t h e d i s p o s i t i o n o f F U . B l o o d s a m p l e s w e r e u s e d t o

m e a s u r e F U a n d n u m e r o u s p a r a m e t e r s w e r e d e t e r m i n e d . H o w e v e r
,
i n d i v i d u a l m e t a b o l i t e s
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w e r e n o t m e a s u r e d ; t h e r e f o r e t h i s d a t a s e t d o e s n o t p r o v i d e a n a d e q u a t e b a s i s f o r e s t im a t i n g

F d U M P am o u n t s a n d p o s s i b l e r e l a t e d t e r a t o g e n i c e f f e c t s .

C o l l i n s e t a l . ( 19 8 0 ) d e v e l o p e d a tw o - c o m p a r tm e n t p h y s i o l o g i c a l l y - b a s e d

p h a r m a c o k i n e t i c m o d e l f o r F U i n h u m a n s
,
i n c o r p o r a t i n g s a t u r a b l e w h o l e b o dy c l e a r a n c e

T h e m o d e l p r e d i c t s t h e d i s a p p e a r a n c e k i n e t i c s a f t e r a n in t r a v e n o u s b o l u s a n d a t s t e a d y - s t a t e

l e v e l s d u r i n g c o n s t a n t i n t r a v e n o u s i n f u s i o n s B o t h h e p a t i c a n d e x t r a h e p a t i c e l im i n a t i o n w e r e

s t u d i e d , b u t t h e a n a t o m i c l o c a t i o n o f t h e c l e a r a n c e w a s n o t d e t e r m i n e d . T h e m o d e l w a s a l s o

e x t e n d e d t o i n c l u d e b o th o r a l a n d i n t r a p e r i t o n e a l a d m i n i s t r a t i o n o f F U .

Sh u e y e t a l . ( 1 9 9 4 ) h a v e b e e n w o r k i n g t o w a r d a B B D R m o d e l w i t h t h e f o l l o w i n g

f r a m e w o r k :

1 A dm i n i s t e r e d D o s e — FU a dm i n i s t r a t i o n a t g e s t a t i o n d a y 14

2 T a r g e t D o s e F e t a l l e v e l s o f F U / F dU M P (p h a r m a c o k i n e t i c s )

3 . M o l e c u l a r I n t e r a c t i o n T h y m i d i n e s y n t h e t a s e i n h i b i t i o n

4 . M o l e c u l a r R e s p o n s e T h y m i d i n e d e p l e t i o n
,
d e c r e a s e d D N A s y n t h e s i s

5 C e l l u l a r R e s p o n s e A l t e r e d c e l l c y c l e

6 . T i s s u e R e s p o n s e D y s m o r p h o l o gy , gr o w th r e d u c t i o n

7 D e v e l o p m e n t a l t o x i c i t y F e t a l w e i gh t r e d u c t i o n , m a l f o r m a t i o n s

F U w a s u s e d f o r t h i s B B D R m o d e l a s a p r o t o t y p e c o m p o u n d b e c a u s e i t s m e t a b o l i s m
,

d e v e l o p m e n t a l t o x i c i t y ,
a n d m e c h a n i s m s o f a c t i o n h a v e b e e n w e l l s t u d i e d . T h y m id i n e

s y n t h e t a s e a c t i v i t y ,
c e l l c y c l e k i n e t i c s

,
a n d gr o w t h w e r e r e s e a r c h e d o v e r t h e d e v e l o p m e n t a l

p e ri o d f o r b o t h th e w h o l e f e t u s , a s w e l l a s i n d i v i d u a l e m b r y o n i c t i s s u e s (Sh u e y e t a l 19 9 4 ) .

T h i s m o d e l w a s c o n t i n u e d i n S e t z e r e t a l . (u n p u b l i s h e d ) a n d i s b a s e d o n t h e i n h i b i t i o n o f

t h y m i d i n e s y n t h e t a s e a n d c h a n g e s i n t h e n u c l e o t i d e p o o l s , D N A s y n t h e s i s , c e l l c y c l e

p r o g r e s s i o n
,
a n d s o m a t i c g r o w t h . S e t z e r e t a l . (u n p u b l i s h e d ) i n c l u d e d a n i l l u s t r a t i o n o f t h e

p r o p o s e d m o d e l t h a t c o m b i n e s p a r a m e t e r s a s s o c i a t e d w i t h m u l t i p l e m e t a b o l i c s t e p s . T h e

r e s u l t i n g m o d e l i s s h o w n i n F i g u r e 2 T h e b o x c o n t a i n i n g 5 - F U - > 5 - F d U M P i s t h e s e c t i o n

w h i c h i s a d d r e s s e d a n d m o d e l e d in t h e p r e s e n t p a p e r .
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F i g u r e 2 M o d e l o f 5 - F U d e v e l o p m e n t a l t o x i c i t y b y L a u e t a l

IVI o c l e l o f 5 - F U D e v e l o p m e n t a l T o x i c i t y

I t i c o t p o t a t i o n

i n t o R NA

T

P r o t e i n m i s c o d i n g

o r n o n - c o d i n g

N o n - f u n c t i o n a l

p r o t e i n s

5 - F U

5 - F d U IVl P

i
I S I n h i b i t io n

T I P d e p l e t i o n

N u c le o t id e Im b a l a n c e

D e c r e a s e d D NA

s y n t h e s i s

I L
A l t e r e d c e l l c y c l e

T

F e t a l l i e t3 a t o t o x i c i t y
a n d h e m a t o t o x ic i t y

X
F e t a l a n e m ia

i ^

I n c o r p o r a t i o n

i n t o D N A
'

D N A D a m a g e

l y p o x i a

C e l l q r o w t h d e f i c i t s

C e l l D e a t h

^

F e t a l W e ig h t d e f i c i t s

J L

D y s m o r p h o g e n e s i s

NEATPAGEINFO:id=667583A7-0C23-4670-A5FC-0944ED439D15



C h a p t e r 2 . 5 - F l u o r o u r a c i l - M e t a b o l i s m a n d D i s p o s i t i o n

2 . 1 G e n e r a l m e t a b o l i s m i n f o r m a t i o n

I n r o d e n t s a n d m a n
,
F U f o l l o w s a p a t h w a y s i m i l a r t o t h a t o f u r a c i l b o t h i n a c t i v a t i o n

a n d d e g r a d a t i o n ( Ch a u d h u r i e t a l . 1 9 8 5 ) U n m e t a b o l i z e d F U h a s n o t p r o v e n t o b e c y t o t o x i c

(M c S h e e h y e t a l . 1 9 9 7 ) . C l i n i c a l s t u d i e s s h o w F U c a n b e d i s t r i b u t e d t h r o u g h o u t t h e b o d y ,

i n c l u d i n g e x t r a c e l l u l a r s p a c e
,
a s w e l l a s i n t o m o s t t i s s u e s (D i a s i o e t a l . 1 9 89 ) . A c c o r d i n g t o

T O X N E T
,
F U e a s i l y c r o s s e s t h e b l o o d - b r a i n b a r r i e r a n d p l a c e n t a - f e t a l b a r r i e r T h e a m o u n t o f

F U a v a i l a b l e f o r a n a b o l i s m i s d e t e r m i n e d b y t h e a m o u n t o f c a t a b o l i s m w h i c h c a n t a k e p l a c e

(D i a s i o e t a l . 1 9 8 9 ) . T h e t w o p a th w a y s a r e c o m p e t i n g f o r e a c h F U m o l e c u l e . A f l o w c h a r t

w a s c o m p i l e d f o r t h e p r e s e n t s t u d y u s i n g a v a i l a b l e d a t a t o c r e a t e a c o n c e p t u a l m o d e l o f

f l u o r o u r a c i l m e t a b o l i s m (F i g u r e 3 )

T h e l i v e r i s t h e p r i m a r y s i t e o f m e t a b o h c a c t i v i t y . H o w e v e r
,
a c a t a b o l i c a n d a n a b o l i c

p a t h w a y h a s b e e n m e a s u r e d o u t s i d e t h e l i v e r (B a r b e r i - H e y o b e t a l . 19 9 5) . E l im i n a t i o n o f FU

b y i s o l a t e d r a t h v e r c e l l s f o l l o w s M i c h a e l i s - M e n t o n k i n e t i c s , i n w h i c h th e i n i t i a l p h a s e o f

z e r o - o r d e r e l im i n a t i o n o c c u r s a t c o n c e n t r a t i o n s a b o v e l OOji M , a n d i s f o l l o w e d b y a fi r s t -

o r d e r e l im i n a t i o n p h a s e a t l o w c o n c e n t r a t i o n s (L a C r e t a e t a l 19 8 9 ) . T h e r a t e o f e l im i n a t i o n

o f F U i n p l a sm a o f r a t s w a s o b s e r v e d t o b e d o s e - d e p e n d e n t w h e n F U i s g i v e n b y I V i n j e c t i o n

(Sc h w a r t z e t a l . 19 8 5 ) .

C l e a r a n c e h a s b e e n q u a n t i fi e d b y a r a t i o o f t h e r a t e o f e l im i n a t i o n o f a c h e m i c a l f r o m

a n a p p r o p r i a t e r e f e r e n c e fl u i d
,
u s u a l l y p l a s m a

,
t o i t s c o n c e n t r a t i o n i n t h a t s a m e fl u i d T h e

r e s u l t i n g r a t i o i s a m e a s u r e o f t h e e f fi c i e n c y o f t h e o v e r a l l r e m o v a l o f t h e c h em i c a l f r o m t h e

b o d y (i . e o f t h e fi r s t - o r d e r r a t e c o n s t a n t f o r r em o v a l ) . T o t a l s y s t e m c l e a r a n c e i s t h e s u m o f

t h e c l e a r a n c e s b y i n d i v i d u a l p a t h w a y s . T h e p r e s e n c e o f e x t r a h e p a t i c m e t a b o l i s m i s t o b e

e x p e c t e d s i n c e t h e t o t a l s y s t e m c l e a r a n c e o f F U i s h i g h e r t h a n t h e h e p a t i c b l o o d fl o w

(B a r b e r i - H e y o b e t a l 19 9 5 ) R e n a l c l e a r a n c e o f F U a n d i t s m e t a b o l i t e s w a s fo u n d t o b e

a p p r o x i m a t e l y 1 0 t o 1 5 % o f t h e t o t a l F U c l e a r a n c e i n h u m a n s (J o u l i a e t a l 19 9 7 ) T h e K a o

e t a l . ( 19 8 5 ) p h a r m a c o k i n e t i c s t u d i e s o f F U i n r a t s a l s o d e m o n s t r a t e d th a t t h e n o n - r e n a l
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c l e a r a n c e w a s h i g h e r t h a n t h e h e p a t i c b l o o d f lo w , t h u s i n d i c a t i n g p o s s i b l e e x t r a h e p a t i c r o u t e s

o f F U e l im i n a t i o n (K u a n e t a l . 19 9 8 ) .

T h e i n d i v i d u a l im p o r t a n c e o f e a c h o f t h e p o s s i b l e e x t r a h e p a t i c r o u t e s h a s n o t y e t b e e n

q u a n t i f i e d H o w e v e r
,
a f e w o f t h e p o s s i b i l i t i e s h a v e b e e n s t u d i e d (K a o e t a l . 1 9 85

,
K u a n e t

a l . 1 9 9 8 ) . T h e p u lm o n a r y r o u t e w a s c o n s i d e r e d a s a p o s s i b l e e x t r a h e p a t i c p a t h w a y d u e t o i t s

k n o w n i n f lu e n c e o n d r u g e l im i n a t i o n (K a o e t a l 1 9 8 5 ) . W h e n d o i n g p u l m o n a r y e x t r a c t i o n

m e a s u r e m e n t s o f F U
,
t h e d o g s h o w s r e s u l t s s im i l a r t o h u m a n s P u l m o n a r y c l e a r a n c e c a n b e

s u b s t a n t i a l a t l o w d o s e s . T h i s i s e s p e c i a l l y t r u e w i t h d o g s b e c a u s e o f t h e i r l a r g e l u n g

p e r f u s i o n r a t e s I n t h e l u n g s , t h e F U m e t a b o l i s m w a s d e t e ra i i n e d a s a r a p i d l y s a t u r a b l e

p a t h w a y .
T h e g a s t r o i n t e s t i n a l t r a c t w a s a l s o d e t e r m i n e d t o b e a s a t u r a b l e p a t h w a y f o r F U

m e t a b o h s m (K u a n e t a l . 1 9 9 8 ) .

1 1
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F i g u r e 3 . F l o w c h a r t o f 5 - F l u o r o u r a c i l m e t a b o l i s m

5 F U 1

U r i d i n e p h o s p h o r y l a s e o r

U r id i n e - d e o x y u r i d i n g - ^ i O s p fa o r y i a s e

+ R - l - P

u r i d i n e k i n a s e

o r a t i c a c i d p h o s p h o r i b o s y l t r a n s f e r a s e (O PR T )
+ p y r im i d i n e p h o s p h o r ib o s y l t r a n s f e r a s e

(u t i l i z e s p h o s p h o r ib o s e p y r o p h o s p h a t e )

t h y m i d i n e p h o s p h o r y l a s e

& d R - l - P

F d U r d

F U M P

F U D P

n u c l e o s i d e

d i p h o s p h o k i n a s

r ib o n u c l e o t i d e N

r e du c t a s e

F dU D P

9

th y m i d i n e p h o s p h o r y l a s '

n u c l e o s i d e \
~

f k
d ip h o s p h o k in a s e \

t h y m i d i n e k i n a s e

d i h y d r o p y r im id i n e d e h y dr o g e n a s e

o r d ih y d r o u r a c i l d e h y d r o g e n a s e

^ N H 3 j

dU T P a s e

F U T P 5

R N A p o ly m e r a s e

F d U T P

n u c l e o s i d e

d ip h o s p h o k i n a s e

F d U M P

C F B A L

1 8

n - a c y l C o A t r a n s f e r a s e

(b i l e )

D H F U

13 d i h y d r o p y r r m i d m a s e

F U PA -
u r e i do p r o p i o n a s e

F B A L

F H PA

F A C 17

D N A p o l y m e r a s e

- > T S i n h ib i ti o n

1
"

o r d e r 12
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2 . 2 C a t a b o l i s m o f 5 - F I u o r o u r a c i I

E l im i n a t i o n o f F U o c c u r s t hr o u gh t w o m a j o r r o u t e s : ( 1 ) r e n a l c l e a r a n c e o f t h e

u n c h a n g e d dr u g a n d (2 ) c a t a b o l i c b r e a k d o w n
,
m o s t o c c u r r i n g i n t h e l i v e r . T h e e n d p r o du c t s

o f F U c a t a b o h s m , a
- f l u o r o - |3- u r e i d o p r o p i o n i c a c i d (F U P A ) a n d F B A L

, a r e r e m o v e d b y t h e

k i d n e y s (B a r b e r i - H e y o b e t a l 1 9 9 5 ) T h e r e m o v a l o f F U i n i t s u n c h a n g e d f o r m , F B A L , a n d

F U P A u s u a l l y o c c u r s t h r o u g h t h e u r i n e w i t h i n 6 h o u r s o f d r u g a d m i n i s t r a t i o n (A r d a l a n e t a l .

1 9 9 8 ) . T h e e f f e c t o f t h e c a t a b o l i c p a t h w a y i s t o r a p i d l y b r e a k d o w n F U t o F B A L ,
a n a m i n o

a c i d m e t a b o l i t e
,
a n d r e d u c e t h e b i o a v a i l a b i l i t y o f t h e F U f o r a c t i v a t i o n (K i s s e l e t a l 1 9 9 7 ) .

A s i g n i f i c a n t c o r r e l a t i o n w a s d i s c o v e r e d b e tw e e n t h e c l e a r a n c e o f F U a n d t h e a c t i v i t y

o f t h e e n z y m e D P D (d ih y dr o p y r i m i d i n e d e h y dr o g e n a s e ) D P D a c t i v i t y i s t h e r a t e - l i m i t i n g

s t e p o f t h e c a t a b o l i s m o f F U (B a r b e r i - H e y o b e t a l 19 9 5 ) . I t i s f o u n d i n m o s t n o r m a l a n d

n e o p l a s t i c t i s s u e s
,
w h i l e t h e h i g h e s t a m o u n t s a r e f o u n d i n l i v e r c e l l s (H o r o w i t z e t a l 1 9 9 5

,

K i s s e l e t a l . 1 9 9 7 ) . W h e n l a b o r a t o r y r a t s w e r e d e n i e d p r o t e i n ,
t h e a m o u n t o f D P D a c t i v i t y

d e c r e a s e d (R o o s e t a l . 1 9 9 7 ) . H i g h D P D a c t i v i t y i n t h e l i v e r r e s u l t s i n a r a p i d d e g r a d a t i o n o f

F U . T h e a c t i v i t y o f D PD i n t h e r a t l i v e r i s i n t h e s a m e r a n g e a s t h e h u m a n l i v e r (P e t e r s e t a l .

19 9 8 ) . T h e a c t i v i t y l e v e l o f D P D f lu c t u a t e s i n a c i r c a d i a n r h y t hm c r e a t i n g a m i r r o r im a g e

o s c i l l a t i o n o f p l a sm a F U c o n c e n t r a t i o n d u r i n g c o n s t a n t e x p o s u r e (K h o r e t a l . 1 9 9 7 ) .

D PD i s in v o l v e d i n t h e fi r s t s t e p i n F U d e g r a d a t i o n I t o c c u r s t h r o u g h t h e r e d u c t i o n

o f t h e p y r im i d i n e r i n g t h a t c o n v e r t s F U t o D H F U (d i h y d r o f lu o r o u r a c i l ) (A r d a l a n e t a l . 1 9 9 8 ) .

I t i s v e r y im p o r t a n t t o r e a l i z e t h a t t h i s r e a c t i o n i s t h e r e v e r s i b l e r e d u c t i o n o f F U (N a g u i b e t a l

1 9 8 5 ) . T h i s r e a c t i o n i s c o n s i d e r e d u n u s u a l s i n c e i t i s a c a t a b o l i s m r e a c t i o n w i t h N A D P H a s

t h e r e d u c t a n t H o w e v e r
,
t h e r a t i o o f N A D P H / N A D P + e x c e e d s t h a t o f N A D H /N A D + i n t h e

c e l l s . T h i s i s o n e r e a s o n w h y m o s t c e l l s f a v o r c a t a b o l i s m (R o s k s o s k i
,
1 9 9 6 )

T h e r e m a i n i n g s t e p s o f c a t a b o l i s m a r e r a t h e r s im p l e . D H F U i s c o n v e r t e d t o F U P A i n

a h y d r o l y s i s r e a c t i o n . T h i s c a t a b o l i t e c a n b e e x c r e t e d i n t h e u r i n e (M c Sh e e h y e t a l 1 9 9 7 )

F U P A c a n b e m e t a b o l i z e d fu r t h e r t o F B A L , w i t h b y - p r o d u c t s o f C O 2 a n d N H 3 (H o r o w i t z e t

a l . 1 9 9 5) . P- u r e i d o p r o p i o n a s e i s t h e e n z y m e r e s p o n s ib l e f o r t h e i r r e v e r s i b l e t r a n s f o r m a t i o n

o f F U P A t o F B A L t h r o u g h h y d r o l y s i s (N a g u i b e t a l 19 8 5 )

F B A L i s t h e m a i n c a t a b o l i t e f o r b o t h h u m a n s a n d e x p e r im e n t a l a n i m a l s , a n d i s

m a i n l y e x c r e t e d t h r o u gh t h e k i d n e y s (M c S h e e h y e t a l 1 9 9 7 ) U r i n e i s t h e m a j o r p a t h w a y i n

r a t s
,
w h i l e f e c a l e l im i n a t i o n i s a m i n o r p a t h w a y e x c r e t i n g l e s s t h a n 1 0% o f t h e a dm i n i s t e r e d
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d o s e i n t h i s m a n n e r . T i s s u e d i s t ri b u t i o n o f F B A L i n c l u d e s t h e e n t e r o h e p a t i c
,
n e r v o u s

,
a n d

m u s c u l a r s y s t e m s Wh e n r a d i o l a b e l e d FB A L w a s i n j e c t e d i n t o r a t s ,
r a d i o a c t i v i t y

a c c u m u l a t e d a n d r e m a i n e d l o n g e r i n t i s s u e s s u c h a s t h e l i v e r
,
i n t e s t i n e s

,
b r a i n

,
h e a r t

,
a n d

s k e l e t a l m u s c l e s P h a r m a c o k i n e t i c a n a l y s i s o f F B A L i n t h e p l a s m a o f r a t s d e m o n s t r a t e d t h a t

i t h a s a p r o l o n g e d e l im i n a t i o n h a l f - l i f e
,
a n d i s o f t e n d e s c ri b e d a s h a v i n g 2 s h o rt h a l f - l i v e s a n d

o n e p r o l o n g e d h a l f - l i f e T h e fi r s t t w o h a l f - l i v e s i l lu s t r a t e F B A L b e i n g d i s t r i b u t e d i n t o w e l l

p e r f u s e d t i s s u e s i n c l u d i n g t h e l i v e r
,
k i d n e y s

,
h e a r t

,
l u n g s ,

a n d s p l e e n T h e t h i r d p h a s e i s

e v i d e n c e o f t h e r e t e n t i o n o f F B A L a n d i t s m e t a b o l i t e s i n t i s s u e s s u c h a s t h e Hv e r
,
i n t e s t i n e

,

b r a i n ,
h e a rt

,
a n d s k e l e t a l m u s c l e . G i v e n a l l o f t h i s e v i d e n c e a n d th e t o x i c i t y i n f o r m a t i o n

f r o m t h e p r e v i o u s s e c t i o n s , F B A L m u s t p l a y a m a j o r r o l e i n t h e h e p a t o b i l i a r y t o x i c i t y ,

n e u r o t o x i c i t y ,
a n d c a r di o t o x i c i t y o f F U (Z h a n g e t a l . 19 9 2 )

F B A L c a n b e c o n j u g a t e d w i t h b i l e a c i d s (B A ) i n t h e p l a c e o f t a u r i n e a n d g l y c i n e b y

n - a c y l C o A t r a n s f e r a s e ,
m a k i n g C F B A L (c o n j u g a t e d F B A L ) t h e m a j o r b i l i a r y m e t a b o l i t e o f

F U (D i a s i o e t a l . 1 9 8 9) T h e F B A L b i l e a c i d s fo r m e d i n r a t s i n c l u d e F B A L - c h o l a t e
,
F B A L -

c h e n o d e o x y x h o l a t e ,
a n d F B A L - m u ri c h o l a t e . F B A L - B A c o n j u g a t e s u n d e r g o a n

e n t e r o h e p a t i c c i r c u l a t i o n w i t h d e c o n j u g a t i o n i n t h e i n t e s t i n e s a n d r e c o n j u g a t i o n i n t h e l i v e r

(Z h a n g e t a l 1 9 9 2 ) .

2 . 3 A n a b o l i s m o f 5- F l u o r o u r a c i l

T h e a n a b o l i c p a t h w a y s o f F U a r e b a s i c a l l y t h e s a m e a s th e d e n o v o p a t h w a y s o f u r a c i l

(D i a s i o e t a l . 1 9 8 9) . T h e t y p e o f d a m a g e r e s u l t i n g f r o m F U e x p o s u r e d e p e n d s u p o n

m e t a b o l i c a c t i v a t i o n o f F U t o a n u c l e o t i d e (Sc h w a rt z e t a l . 1 9 8 5 ) . E a c h t i s s u e c a n e x p e ri e n c e

a d i f f e r e n t r e s p o n s e fi -

o m FU d e p e n d i n g o n t h e a c t i v i t y o f t h e i m p o rt a n t e n z y m e s i n t h a t

t i s s u e . B e c a u s e t h e m e t a b o l i s m t a k e s p l a c e w i t h i n t h e c e l l s
,
b l o o d l e v e l s o f F U c a n n o t

a c c u r a t e l y r e f l e c t t h e l e v e l s o f a n a b o l i t e s i n t h e t i s s u e s . U n f o rt u n a t e l y , t h i s m a k e s b l o o d ,

a l o n g w i t h m o s t o t h e r b i o l o g i c a l f l u i d s , a v e r y p o o r i n d i c a t o r o f F U a n a b o U t e l e v e l s (B a r b e r i -

H e y o b e t a l . 19 9 5 )

I t i s a s s u m e d t h a t m o s t b i o a c t i v a t i o n o f d r u g s a n d c h e m i c a l s w o u l d o c c u r i n t h e

m a t e r n a l l i v e r (Ju c h a u e t a l . 1 9 8 9) H o w e v e r ,
a m a j o r i t y o f t h e r e a c t i v e i n t e r m e d i a t e s

g e n e r a t e d i n t h e m a t e r n a l l i v e r w o u l d h a v e a d i f fi c u l t t im e r e a c h i n g t h e f e t u s d u e t o t h e i r

r e a c t i v i t y a n d s h o rt h a l f - l i v e s (Ju c h a u e t a l 1 9 89 ) . T h e f o l l o w i n g m u s t h a p p e n b e f o r e a
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r e a c t i v e m a t e r i a l r e a c h e s t h e f e t a l c e l l s : e x p o r t a t i o n f r o m h e p a t o c y t e s i n m a t e r n a l l i v e r ,

t r a n s p o r t a t i o n t h r o u g h t h e m a t e r n a l b l o o d s t r e a m
, p a s s a g e a c r o s s t h e c h o r i o a l l a n t o i c a n d / o r

y o l k s a c m e m b r a n e s , a n d t r a n s p o r t a t i o n i n t o t h e f e t a l c i r c u l a t i o n . T h e r e f o r e , s o m e

r e s e a r c h e r s h a v e c o n c l u d e d t h a t o n l y s t a b l e a n d l o w r e a c t i v i t y m e t a b o l i t e s w o u l d r e a c h t h e

f e t u s (Ju c h a u e t a l . 1 9 8 9 ) .

A n o t h e r p o s s i b l e e x p l a n a t i o n f o r t h e f e t a l d e v e l o p m e n t a l e f f e c t s i s t h a t F U i s

m e t a b o l i z e d w i t h i n t h e fe t u s i t s e l f O n g e s t a t i o n d a y 1 1 (g d l 1 ) ,
t h e e m b r y o h a s n e g l i g i b l e

a b i l i t y t o d e g r a d e F U (Sc h u m a c h e r e t a l . 19 6 9 ) . Y e t l a t e i n g e s t a t i o n
, t h e f e t a l l i v e r i s

d e v e l o p i n g b l o o d c e l l s i n t h e v i c i n i t y o f h e p a t o c y t e s t h a t a r e m e t a b o l i z i n g n u t r i e n t s . T h e s e

h e p a t o c y t e s h a v e t h e a b i l i t y t o m e t a b o l i z e c h e m i c a l s a n d d r u g s t o a n a c t i v e f o r m (C o l e e t a l .

1 9 7 9 ) . A n a n a b o l i c e n v i r o n m e n t i s p r e s e n t i n a g r o w i n g fe t u s c r e a t i n g a u n i - d i r e c t i o n a l f l o w

o f m e t a b o l i s m (B e c k m a n e t a l . 1 9 9 6 ) . T h e k i n a s e n e e d e d f o r F U p h o s p h o r y l a t i o n i s p r e s e n t

i n t h e e m b r y o a t g d l 1 a n d i t s a c t i v i t y l e v e l i s 1 5 t o 2 0 t im e s h i g h e r t h a n i n m a t e r n a l l i v e r

h o m o g e n a t e (Sc h u m a c h e r e t a l 19 6 9 ) .

A s m e n t i o n e d a b o v e
, t h e i n i t i a l s t e p o f m e t a b o h s m i s d e t e r m i n e d b y th e a m o u n t o f

F U th a t i s a v a i l a b l e f o r a n a b o l i s m ,
s i n c e c a t a b o l i s m a n d a n a b o l i s m c o m p e t e f o r F U (D i a s i o

e t a l . 1 9 89 ) . E a c h F U m o l e c u l e c a n t h e o r e t i c a l l y g o i n o n e o f f o u r d i r e c t i o n s :

1 F U c a n b e c o m e d e a c t i v a t e d d i r e c t l y t hr o u g h D P D a c t i v i t y .

2 . F U c a n g o d i r e c t l y t o F U M P
,
w i t h F d U M P a s a fi n a l p r o d u c t

3 . U s e t h e d e n o v o p a t h w a y t o g e t t o F U M P i n 2 s t e p s ,
w i t h F dU M P a s a fi n a l

p r o du c t

4 . F U c a n b e c o m e F d U M P i n 2 s t e p s .

2 . 3 . 1 S- fl u o r o u r i d i n e m o n o p h o s p h a t e

T h e d i r e c t p a t h w a y fo r F U t o b e c o m e F U M P (5 - fl u o r o u r i d i n e m o n o p h o s p h a t e ) i s

c a t a l y z e d b y o r a t i c a c i d p h o s p h o r i b o s y l t r a n s f e r a s e (O P R T a s e ) a n d i t s u t i l i z a t i o n o f

p h o s p h o ri b o s e p y r o p h o s p h a t e (P RP P ) . O PR T a s e w a s i n i t i a l l y d i s c o v e r e d b y L i e b e r m a n et

a l . i n 19 5 5 . I t i s w i d e l y d i s t r i b u t e d i n t h e b o d y o f m a m m a l s (R e y e s e t a l . 1 9 7 5 ) . T h e

O PR T a s e a c t i v i t y i s t h e r a t e l i m i t i n g c o m p o n e n t f o r t h i s d i r e c t c o n v e r s i o n (P e t e r s e t a l

1 9 8 6 ) . H i g h e r a c t i v i t y o f O P R T a s e i s p r e s e n t i n t h e r a t l i v e r t h a n e x i s t s i n t h e m t e s t i n a l
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m u c o s a c e l l s (R a i s o n n i e r e t a l 1 9 8 1 ) PR P P i s a c o m m o n s u b s t r a t e f o r s y n t h e s i s o f p u r i n e ,

p y r im i d i n e
,
a n d p y r i d i n e r i b o n u c l e o t i d e s (H i s a t a e t a l . 1 9 7 5 ) .

T h e d e n o v o p a t h w a y t o F U M P h a s t w o s t e p s . T h e f i r s t s t e p i s 5 - fl u o r o u r i d i n e (F U r d)

fo r m a t i o n .
T h i s i n v o l v e s r i b o s y l a t i o n o f F U i n i t i a t e d b y t h e e n z y m e u r i d i n e p h o s p h o r y l a s e

(U P ) a n d c o - s u b s t r a t e r i b o s e - 1 - p h o s p h a t e (R - l - P ) . I t i s a n e s s e n t i a l m e t a b o h t e f o r t h i s

"
s a l v a g e

"
b i o s y n t h e s i s . R - l - P i s p r e s e n t a t h i gh l e v e l s i n m am m a l i a n c e l l s (C a p p i e l l o e t a l .

1 9 9 8 ) . W h e n r a t t i s s u e s w e r e m e a s u r e d
,
t h e R - l - P l e v e l w a s h i g h e s t i n t h e l i v e r

,
f o l l o w e d b y

t h e b r a i n , k i dn e y , s k e l e t a l m u s c l e , a n d s p l e e n (I p a t a e t a l . 1 9 8 1 ) .

I n n o r m a l c e l l l i n e s U P i s p a r t o f t h e p l a s m a m emb r a n e (B o s e e t a l . 19 7 7 ) . Wh e n

c e l l s s h o w e d l o w FU s e n s i t i v i t y t h e y o f t e n h a d a v e r y l o w U P a c t i v i t y l e v e l (P e t e r s e t a l .

1 9 8 6 ) U P i s fo u n d i n t h e n u c l e i o f n o n p a r e n c h ym a l c e l l s
,
b u t n o t h e p a t o c y t e s ,

w h i l e t h e

h i g h e s t l e v e l s o f a c t i v i t y w e r e a t t r i b u t e d t o t h e K u p f f e r c e l l s (L i u e t a l 19 9 8 ) . T h e r e w a s n o

a c t i v i t y f o u n d i n l y s o s o m e s o r a s s o c i a t e d w i t h m i t o c h o n d r i a (B o s e e t a l . 1 9 7 7 ) I n a d d i t i o n
,

r o d e n t t i s s u e s h a v e b e e n f o u n d t o h a v e h i g h e r U P a c t i v i t y t h a n h u m a n t i s s u e s (M e a h a r a e t a l .

1 9 8 9 ) . U P h a s p r o v e n t o p l a y a s i g n i f i c a n t r o l e i n p h o s p h o r y l a t i o n i n t h e m o u s e l i v e r
,
b u t n o t

i n t h e h u m a n l i v e r (e l K o u n i e t a l . 1 9 9 3 ) .

T h e s e c o n d s t e p i n t h i s p a t h w a y i s c a t a l y z e d b y u r i d i n e k i n a s e (U K ) ,
w h i c h i s p r e s e n t

i n m o s t t i s s u e s (S c h w a r t z e t a l 1 9 8 5 ) U K h a s b e e n r e c o r d e d t o h a v e a c l o s e c o r r e l a t i o n w i t h

t i s s u e g r o w t h r a t e s i n r a t s . U K l e v e l s s e e m t o b e b o th t i s s u e - s p e c i f i c a n d a g e
- d e p e n d e n t I n

b o t h a d u l t a n d fe t a l r a t t i s s u e s t h e r e i s a w i d e d i s t r i b u t i o n o f U K U K a c t i v i t y i s c e n t e r e d i n

t h e c y t o s o l i c f r a c t i o n i n t h e a d u l t r a t l i v e r , k i d n e y , a n d l u n g , a n d f e t a l l i v e r a n d l u n g .

E n z y m e a c t i v i t y i s h i gh e s t i n t i s s u e s w i t h c o n t i n u o u s c e l l p r o d u c t i o n (H e r z f e l d e t a l . 1 9 7 9 ) .

I n t h e r a t , t h e f o r m s a n d l e v e l s o f a c t i v i t y o f u r i d i n e k i n a s e c h a n g e o v e r d e v e l o p m e n t

a n d b i r t h u n t i l t h e y s t a b i l i z e i n a d u l t h o o d . A c h a n g e i n t h e am o u n t o f e n z y m e p r e s e n t i n t h e

l i v e r , l u n g , s m a l l i n t e s t i n e , a n d p a n c r e a s o c c u r s o v e r t im e . I n t h e l i v e r
,
t h e s o l u b l e f r a c t i o n o f

U K d e c r e a s e s a t t h e e n d o f g e s t a t i o n o n l y t o r i s e a f t e r b i r t h . A t t h r e e d a y s a f t e r b i r t h , t h e U K

l e v e l i s 3 t im e s t h e n o r m a l a d u l t a m o u n t . T h e p e r i o d s o f m a x im u m U K a c t i v i t y i n t h e l i v e r

c o i n c i d e w i t h t h e t im e w h e n s e v e r a l a m i n o a c i d - m e t a b o l i z i n g e n z y m e s a r e a l s o a t t h e i r

h i gh e s t a c t i v i t y T h e a m i n o a c i d - m e t a b o l i z i n g e n z y m e s i n c l u d e a s p a r t a t e a m i n o t r a n s f e r a s e
,

g l u t a m a t e d e h y d r o g e n a s e
,
a n d p y r o l i n e - 5- c a r b o x y l a t e r e du c t a s e T h e r a t l u n g U K a c t i v i t y

i n c r e a s e s b o t h i n t h e s o l u b l e f r a c t i o n a n d i n t h e p a r t i c l e - b o u n d U K a f t e r b i r t h .
T h e k i d n e y
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U K a c t i v i t y r i s e s t o 18 0% o f t h e a d u l t l e v e l i n t h e f i r s t w e e k a ft e r b i r t h . T h e r a t b r a i n h a s t h e

h i g h e s t U K a c t i v i t y i n t h e l a t e g e s t a t i o n p e r i o d , a n d a l s o h a s h i g h a c t i v i t y t h r o u gh t h e

s u c k l i n g p e r i o d . I t i s i n t e r e s t i n g t o n o t e t h a t t h e U K a c t i v i t i e s i n t h e r a t l i v e r
,
l u n g ,

k i dn e y ,

a n d b r a i n n e v e r a r e b e l o w t h e l e v e l f o u n d i n h o m o l o g o u s a d u l t r a t t i s s u e s (H e r z f e l d e t a l .

1 9 7 9 ) .

T h e f e t a l r a t l i v e r h a s f o u r d i f f e r e n t f o r m s o f U K , t i t l e d t y p e s I - I V . T y p e 1 i s p r e s e n t

i n t h e r a t l i v e r u p t h r o u g h t h e 2 0 t h d a y o f g e s t a t i o n T y p e I I c a n b e f o u n d u p t o t h e 3 r d o r 4 t h

p o s t n a t a l d a y . A n a d u l t p a t t e r n o f U K i s s e e n i n t h e r a t b y p o s t n a t a l d a y 5 . T y p e
- I i s n e v e r

f o u n d i n a d u l t t i s s u e T h e a d u l t k i dn e y i s t h e o n l y o r g a n o r t i s s u e t y p e t h a t c o n t a i n s t y p e s I I -

I V o f U K . T h e s p l e e n a n d t h e l i v e r c o n t a i n b o t h t y p e I I I a n d I V ,
b u t t y p e I V i s s c a r c e i n t h e

l i v e r . T h e c e r e b r u m c o n t a i n s t y p e I V (A b s i l e t a l . 1 9 80 ) .

2 . 3 . 2 5 - f l u o r o u r i d i n e d i p h o s p h a t e

F U D P ( 5 - f l u o r o u r i d i n e d i p h o s p h a t e ) i s f o r m e d f r o m F U MP i n a r e a c t i o n c a t a ly z e d b y

n u c l e o s i d e di p h o s p h o k i n a s e .

A T P (2 ~ ) + U M P (0~ ) <^ A D P ( 1~ ) + U D P ( 1 ~ )

T h e ~ i s t h e n o t a t i o n fo r a h i g h e n e r g y b o n d . T h e n u m b e r o f h i g h e n e r g y b o n d s r e m a i n s t h e

s a m e o n b o t h s i d e s o f t h e e q u a t i o n N u c l e o s i d e d i p h o s p h o s p h a t e k i n a s e (N D P K ) m e d i a t e s

t h e p h o s p h o r y l a t i o n o f n u c l e o s i d e m o n o p h o s p h a t e s . I t i s a n e n z y m e w i t h a b r o a d s p e c i f i c i t y

a l l o w i n g i t t o c a t a l y z e t h e p h o s p h o r y l a t i o n o f t h e d i p h o s p h a t e s a l s o .

A T P (2~ ) + U D P ( 1~ ) O A D P ( 1~ ) + U T P (2 ~ )

A g a i n ,
t h e n u m b e r o f h i g h e n e r g y b o n d s r e m a i n s t h e s a m e . I t h a s a l s o b e e n di s c o v e r e d th a t

t h i s e n z y m e r e q u i r e s m a g n e s i u m i o n s t o p e r f o r m p h o s p h o r y l a t i o n o f n u c l e o s i d e

m o n o p h o s p h a t e s a n d d i p h o s p h a t e s b e c a u s e t h e s u b s t r a t e s a n d p r o d u c t s a r e m e t a l - n u c l e o t i d e

c o m p l e x e s (R o s k s o s k i
,
19 9 6 ).

FU D P c a n b e c o n v e r t e d t o F d U M P th r o u g h th e a c t i o n o f r i b o n u c l e o t i d e r e d u c t a s e

(R R ) . R i b o n u c l e o t i d e s a r e c o n v e r t e d t o d e o x y r i b o n u c l e o t i d e s b y r e p l a c i n g t h e h y d r o x y l
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g r o u p w i t h a h y d r o g e n . I n t h i s c a s e ,
F U D P i s t h e s u b s t r a t e f o r R R . T h e r e a c t i o n c a t a l y z e d

b y t h i s e n z y m e i n v o l v e s t h e r e d u c t i o n o f t h i o r e d o x i n a n d th e r ib o n u c l e o t i d e . T h i s r e s u l t s i n a

d e o x y r i b o n u c l e o t i d e
,
a n o x i d i z e d t h i o r e d o x i n

,
a n d w a t e r . T h i o r e d o x i n i s a p r o t e i n w i t h t w o

c y s t e i n e s w h i c h a r e s e p a r a t e d b y o n e r e s i d u e i n t h e p r im a r y s t r u c t u r e T h e r e d u c t i o n o f

F U D P b y t h i o r e d o x i n i s i r r e v e r s i b l e (R o s k s o s k i , 1 9 9 6 ) T h e r e d u c t i o n o f F U D P t o a

d e o x y r i b o n u c l e o t i d e r e q u i r e s t h e a c t i v a t i o n o f R R b y a d e n o s i n e t r ip h o s p h a t e (A T P ) .

M e a s u r e m e n t s i n d i c a t e t h a t t h e r e d u c t i o n o f U D P r e q u i r e s a c t i v a t i o n b y 1 t o 2 m M o f A T P

(M o o r e e t a l 1 9 6 6 ) .

W i t h a p o o l o f d e o x y r i b o n u c l e o t i d e s i n m a m m a h a n c e l l s t h a t i s i n a d e q u a t e t o s u p p o r t

D N A s y n t h e s i s f o r m o r e t h a n a f ew m i n u t e s , d e o x y r i b o n u c l e o t i d e s y n t h e s i s m u s t o c c u r

r a p i d l y t o p r o m o t e D N A s y n t h e s i s i n c e l l r e p l i c a t i o n T h e s p e c i f i c a c t i v i t y o f r i b o n u c l e o t i d e

r e d u c t a s e i s c l o s e l y r e l a t e d t o c e l l u l a r p r o l i f e r a t i o n . T h i s w a s d e m o n s t r a t e d i n t h e l i v e r w h e n

t h e s p e c i f i c a c t i v i t y o f t h e e n z y m e i n c r e a s e s d u r i n g l i v e r r e g e n e r a t i o n a n d t h e D N A - s y n t h e t i c

p e r i o d o f t h e c e l l c y c l e . T h e c h a n g e s i n a c t i v i t y m a y b e d u e t o d e n o v o e n z y m e s y n t h e s i s

r a t h e r t h a n a n i n c r e a s e i n e n z y m e a c t i v a t i o n . A n i n c r e a s e o f r e d u c t a s e a c t i v i t y b y 6 0% h a s

b e e n r e c o r d e d i n r a t s r e c e i v i n g F U t r e a tm e n t (E l f o r d e t a l 1 9 7 7 ) .

T h e f o r m a t i o n o f d e o x y r i b o n u c l e o t i d e s b y R R i s a v e r y c o m p l e x r e a c t i o n , h a v i n g

m u l t i p l e r e c e p t o r s i t e s a n d m u l t i p l e f e e d b a c k e f f e c t s . T h e e f f e c t s o f s u b s t r a t e s a n d e f f e c t o r s

h a v e b e e n e x p e r im e n t a l l y o b s e r v e d o n t h e r a t e o f R R r e a c t i o n s (J a c k s o n
,
1 9 89 ) F o r

e x a m p l e ,
d A T P i s a f e e d b a c k i n h i b i t o r o f R R a c t i v i t y .

H o w e v e r
,
t h e f e e d b a c k e f f e c t s d o n o t

r e g u l a t e t h e o v e r a l l R R r e a c t i o n r a t e , i t i s r e g u l a t e d b y th e t o t a l a m o u n t o f R R p r e s e n t (o r

V m a x ) (J a c k s o n
,
1 9 8 9 ) . F o r t h e p u r p o s e s o f t h i s m e t a b o l i s m m o d e l

,
t h e r e a c t i o n s i n v o l v i n g

R R w e r e g r e a t l y s i m p l i f i e d

2 . 3 . 3 5 - fl u o r o u r i d i n e t r i p h o s p h a t e

F U T P (5 - f lu o r o u r i d i n e t r i p h o s p h a t e ) c a n b e f o rm e d w h e n n u c l e o s i d e

d i p h o s p h o k i n a s e a s s i s t s t h e c o n v e r s i o n fr o m F U M P
.
P h o s p h o r y l a t i o n o f FU D P c a n a l s o

c r e a t e F U T P . T h e p h o s p h o r y l a t i o n o f F U D P t o F U T P i s c o n s i d e r e d a s u b s t r a t e - l e v e l

p h o s p h o r y l a t i o n
,
t h e g e n e r a t i o n o f a n e n e r g y - r i c h p h o s p h a t e b o n d dr i v e n b y t h e b r e a k d o w n

o f a m o r e e n e r g y
- r i c h s u b s t r a t e . F U T P c o m p e t e s w i t h t h e n a t u r a l s u b s t r a t e U T P fo r

i n c o r p o r a t i o n i n t o R N A (P e t e r s e t a l . 1 9 8 6 ) . I f F U T P i s i n c o r p o r a t e d i n t o R N A
,
i t c a n c a u s e
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di s r u p t i o n s o f f u t u r e R N A a n d p r o t e i n s y n t h e s i s (M c Sh e e h y e t a l .
1 9 9 7) . T h u s , F U T P c a u s e s

a l t e r a t i o n s i n b o t h t h e pr o c e s s a n d fu n c t i o n a l a s p e c t s o f R N A (S t e v e n s e t a l . 1 9 8 4 ) . T h e

R N A - d i r e c t e d e f f e c t h a s b e e n c l a s s i f i e d a s e x e r t i n g a c e l l c y c l e p h a s e - n o n s p e c i f i c a c t i o n

w h e n e x p o s u r e du r a t i o n t o t h e c e l l s i s s h o r t (I n a b a e t a l . 1 9 9 6 )

L o k i c h e t a l ( 1 9 9 8 ) s u g g e s t e d t h a t F U i s i n c o r p o r a t e d i n t o R N A n o t t o d a m a g e t h e

f u n c t i o n o f R N A
,
b u t r a t h e r t o p r o l o n g t h e a v a i l a b i l i t y o f F U f o r F dU M P - m e d i a t e d T S

b l o c k a g e . T h e r e fo r e
,
F U i s n o t a v a i l a b l e f o r e l i m i n a t i o n b e c a u s e i t h a s b e e n i n c o r p o r a t e d

i n t o R N A i n t h e p l a c e o f u r a c i l H o w e v e r , i t c a n b e r e m o v e d f r o m R N A b y r e p a i r

m e c h a n i s m s b e c o m e a v a i l a b l e f o r m e t a b o l i s m t o F d U M P . T h i s a f f e c t s t h e p h a r m a c o k i n e t i c s

b y c r e a t i n g a r e s e r v o i r o f F U w i t h i n R N A . H o w e v e r
,
R N A d o e s n o t h a v e a v e r y l o n g l i f e s o

t h i s r e s e r v o i r m a y n o t b e a n i s s u e i n d e v e l o p m e n t a l e f f e c t s .

2 . 3 .
4 5 - fl u o r o d e o x y u r i d m e m o n o p h o s p h a t e

F U c a n a l s o b e m e t a b o l i z e d t o F d U r d (5 - f lu o r o d e o x y u r i d i n e m o n o p h o s p h a t e ) b y

r i b o s y l a t i o n i n i t i a t e d b y th e e n z y m e th y m i d i n e p h o s p h o r y l a s e a n d c o - s u b s t r a t e d e o x y r i b o s e -

1-

p h o s p h a t e (d R - l - P ) u t i l i z i n g A T P a s t h e p h o s p h a t e d o n o r (L a s k i n e t a l 19 7 9 ) . T h y m i d i n e

p h o s p h o r y l a s e (T P ) i s w i d e l y d i s t r i b u t e d i n n o r m a l a n d t u m o r c e l l s (C a p p i e l l o e t a l . 1 9 9 8 ) .

W h i l e t h e r a t s p l e e n h a s l o w T P a c t i v i t y l e v e l s
,
t h e h u m a n s p l e e n s h o w s v e r y h i gh l e v e l s o f

T P a c t i v i t y (L i e r m a n n e t a l .
1 9 8 4 ) . T h e h u m a n l i v e r h a s t h e h i g h e s t T P a c t i v i t y , f o l l o w e d b y

th e h u m a n p l a c e n t a ,
w i t h t h e m o u s e l i v e r h a v i n g th e l o w e s t (e l K o u n i e t a l

.
19 9 3) . F d U r d

c a n b e t a k e n i n t o c e l l s r a p i d ly H e r e i t i s e i t h e r c o n v e r t e d b a c k t o F U o r i t c o n t i n u e s t o w a r d

F d U M P (N a s e r - H ij a z i e t a l . 1 9 9 1 ) T h e p r o c e s s w h e r e F d U r d r e a c t s w i t h a p h o s p h a t e t o

f o r m F U a n d dR - l - P i s c a t a l y z e d b y t h y m i d i n e p h o s p h o r y l a s e (L a C r e t a e t a l .
1 9 8 9 ) T h i s

o c c u r s r a t h e r q u i c k l y w h e n s u f f i c i e n t A T P i s p r e s e n t (P e t e r s e t a l . 1 9 8 6 ) . B e c a u s e t h e

p h o s p h o r y l a s e a c t i v i t y i n t h e l i v e r a n d m o s t n o r m a l t i s s u e s i s 2 t o 3 o r d er s o f m a g n i t u d e

h i g h e r t h a n t h e k i n a s e
,
F d U r d i s r a p i d l y c o n v e r t e d t o F U (N a s e r - H ij a z i e t a l . 1 9 9 1 ) .

F d U r d i s a p r e c u r s o r t o F dU M P (5 - f l u o r o d e o x y u r i d i n e m o n o p h o s p h a t e ) . T h y m i d i n e

k i n a s e (T K ) i n i t i a t e s t h e c o n v e r s i o n o f F d U r d t o F d U M P
.
T h i s p a t h w a y h a s b e e n s h o w n t o

b e o f v e r y l i t t l e im p o r t a n c e i n t h e m e t a b o l i s m o f F U T h e l o w l e v e l o f d R - l - P m a k e s t h i s

p a t h w a y a lm o s t n o n fu n c t i o n a l e v e n i f t h e a m o u n t o f T P p r e s e n t i s h i gh (I n a b a e t a l 19 9 6 )

Wh e n F U i s g i v e n w i t h d e o x y i n o s i n e , a d R - l - P d o n o r
,
a m p l e F d U M P i s f o r m e d i n a l l c e l l s
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(L a s k i n e t a l . 1 9 7 9 ) .
F dU M P c a n a l s o b e f o r m e d f r o m t h e r e d u c t i o n o f F U D P b y

r i b o n u c l e o t i d e r e d u c t a s e t o F d U D P
,
w h i c h i s t h e n d e p h o s p h o r y l a t e d t o Fd U M P (P e t e r s e t a l .

19 8 6 ) . A d e c r e a s e d p r o d u c t i o n i n F U M P c a n a f f e c t t h e l e v e l o f F U D P
,
F U T P

,
a n d F dU M P

(I n a b a e t a l . 19 9 6 ) .

F dU M P '

s m a i n m o d e o f a c t i o n i s t h e i n a c t i v a t i o n o f t h y m i d y l a t e s y n t h e t a s e (T S ) T S

p l a y s a n im p o r t a n t r o l e i n D N A r e p l i c a t i o n i n a c t i v e l y d i v i d i n g c e l l s (R e i l l y e t a l . 1 9 9 7 ) I t i s

a n e n z y m e t h a t c a t a l y z e s t h e m e t h y l a t i o n o f d U M P (d e o x y u r i d i n e m o n o p h o s p h a t e ) t o f o r m

t h y m i d y l a t e (d T M P ). T h e r a t e o f i n a c t i v a t i o n d e p e n d s o n t h e c o n c e n t r a t i o n o f d U M P p r e s e n t

(M y e r s e t a l 1 9 8 1 ) . A c o v a l e n t i n h i b i t o r y c o m p l e x i s f o r m e d w i t h F d U M P
,
T S , a n d 5

,
1 0 -

m e th y l e n e t e t r a h y d r o f o l a t e ( 5 ,
1 0 - C H 2

- F H 4 ) (I n a b a e t a l . 19 9 6 ) . T h i s c o m p l e x i n h i b i t s t h e

fo r m a t i o n o f t h e D N A p r e c u r s o r d T T P (A r d a l a n e t a l . 1 9 9 8) . T h e i n h i b i t i o n o f T S b r i n g s o n

a n i n t r a c e l l u l a r i n c r e a s e i n t h e d U M P p o o l s (R u s t u m e t a l 19 9 7 ) . T h e i n h i b i t i o n r a t e a n d th e

s t a b i l i t y o f t h e c o m p l e x a r e d e p e n d e n t u p o n t h e a m o u n t o f e n z y m e p r e s e n t . T h e c e l l u l a r

c o n c e n t r a t i o n s o f 5 ,
10 - m e th y l e n e t e t r a h y d r o f o l a t e , d U M P

,
a n d F dU M P a l s o h a v e a n a f f e c t

o n T S i n h i b i t i o n (B a r b e r i - H e y o b e t a l . 1 9 9 5 ) .

2 . 3 . 5 5 - fl u o r o d e o x y u r i d m e d i p h o s p h a t e a n d 5 - fl u o r o d e o x y u r i d i n e t r i p h o s p h a t e

F U D P c a n b e c o m e F d U D P (5 - f lu o r o d e o x y u r i d i n e d i p h o s p h a t e ) t h r o u g h a r e a c t i o n

w i t h t h e e n z ym e r i b o n u c l e o t i d e r e d u c t a s e . F d U M P c a n a l s o b e c o n v e r t e d t o F d U D P

c a t a ly z e d b y n u c l e o s i d e d i p h o s p h o k i n a s e B o t h F dU M P a n d F d U D P c a n b e c o n v e r t e d t o

F dU T P (5 - f l u o r o d e o x >a i r i d i n e t r i p h o s p h a t e ) . F d U T P c a n a c t a s a s u b s t r a t e f o r a - D N A

p o l y m e r a s e ( H a m a d a e t a l .
1 9 9 6 ) . A d e c r e a s e i n d T T P p o o l s c a n a l l o w F d U T P

i n c o r p o r a t i o n l e a d i n g t o i n h i b i t i o n o f D N A c h a i n e l o n g a t i o n (A r d a l a n e t a l . 19 9 8) . T h i s

m i s i n c o r p o r a t i o n c a n c a u s e t o x i c s i n g l e a n d d o u b l e - s t r a n d D N A b r e a k s (M c Sh e e h y e t a l .

19 9 7 ) U r a c i l - D N A g l y c o s y l a s e c a n r e m o v e t h e F d U T P i n c o r p o r a t e d i n t o t h e D N A (H a m a d a

e t a l 1 9 9 6 ) . W i t h s u f f i c i e n t F dU T P i n c o r p o r a t i o n
,
t h e r e p a i r p r o c e s s m a y o n l y d a m a g e t h e

s t r u c t u r e o f t h e D N A l e a d i n g t o t h e s t r a n d b r e a k s (D i a s i o e t a l 1 9 8 9 ) T h e e n z y m e d U T P a s e

h y d r o l y z e s F d U T P b a c k t o F d U M P a n d 2 p h o s p h a t e s q u i c k l y t o p r e v e n t i n c o r p o r a t i o n i n t o

D N A .
T h u s

,
i f a n y F dU T P i s d e t e c t e d t h e r e m u s t b e a n e x c e s s o f d U T P p r e s e n t t o o c c u p y

th e d U T P a s e e n z y m e (H a m a d a e t a l
.
19 9 6 ) .
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2 . 3 . 6 S i m i l a r i t i e s a n d d i f f e r e n c e s b e t w e e n l i u n i a n a n d r o d e n t 5 - F U m e t a b o l i s m

I t h a s b e e n r e p o r t e d th a t t h e b i o a v a i l a b iUt y a n d h o s t - t o x i c i t y o f F U f o l l o w s a

c i r c a d i a n r h y t h m i n r o d e n t s a n d h u m a n s T h e e n z y m e s O P R T a s e
,
U P

,
a n d D P D

,
b u t n o t T P

,

s h o w a c h a n g e t h a t f o l l o w s a c i r c a d i a n r h y t h m . I n a d d i t i o n
, p l a sm a u r i d i n e c o n c e n t r a t i o n s

a l s o f o l l o w a c i r c a d i a n r h y thm ,
a n d i t i s t h e i n v e r s e o f t h e U P a c t i v i t y (N a g u i b e t a l . 1 9 9 3 ) .

H u m a n s a n d r a t s a r e q u i t e d i f f e r e n t w h e n c o n s i d e r i n g b o t h t h e a m o u n t o f e n z y m e

p r e s e n t a n d t h e i r a c t i v i t y l e v e l s . I n r a t s
,
t h e a c t i v i t i e s o f U P a n d U K , a s w e l l a s O PR T a s e ,

a r e h i g h i n t h e l i v e r
,
w h i l e T P a n d T K h a v e a m i n o r r o l e i n F U c o n v e r s i o n (M a e h a r a e t a l .

19 89 ) . T h e f u n c t i o n o f t h e U P / U K p a th w a y a n d th e O PR T a s e p a th w a y a r e a l m o s t e q u a l i n

r a t s . I n t h e h u m a n l i v e r
,
T P a n d T K a r e a s i m p o r t a n t a s U P a n d U K i n FU p h o s p h o r y l a t i o n .

T h e O P RT a s e p a t h w a y p l a y s a v e r y s m a l l p a r t i n F U p h o s p h o r y l a t i o n i n h u m a n s T h e m a i n

p y r i m i d i n e n u c l e o s i d e p h o s p h o r y l a s e i n h u m a n s i s T P (M a e h a r a e t a l 1 9 8 9 ) U P a n d T P

a c t i v i t i e s e x h i b i t e d i n t e r - a n d i n t r a - s p e c i e s di f f e r e n c e s (e l K o u n i e t a l 1 9 9 3 ) A l l o f t h e s e

fi n d i n g s i l l u s t r a t e t h e im p o r t a n c e o f u s i n g h u m a n d a t a t o d e t e r m i n e w h i c h p a t h w a y s a r e m o s t

i n f l u e n t i a l o n t h e t o x i c i t y a n d c h e m o t h e r a p e u t i c a b i l i t y o f F U i n h u m a n s (e l K o u n i e t a l .

1 9 9 3 ) . T h e p r e s e n t r e s e a r c h
,
t h e r e f o r e

,
f o c u s e s o n l y o n d e v e l o p m e n t a n d p a r am e t e r i z a t i o n o f

a m o d e l o f F U m e t a b o l i s m i n t h e r a t ,
a n d n o t o n e x t r a p o l a t i o n o f t h e m o d e l t o h u m a n s .

2 . 4 F l u o r o u r a c i l M e t a b o l i s m M o d e l

T h e g o a l o f t h i s r e s e a r c h w a s t o c r e a t e a m a t h e m a t i c a l m o d e l o f t h e m e t a b o l i s m o f

F U i n t h e r a t t o l i n k t o t h e p h y s i o l o g i c a l l y - b a s e d p h a r m a c o k i n e t i c m o d e l b e i n g d e v e l o p e d b y

t h e E P A (Se t z e r ,
u n p u b l i s h e d ) T h e E P A F U m o d e l c u r r e n t l y d o e s n o t r e f l e c t m e t a b o l i s m

w h e n d e t e r m i n i n g th e a m o u n t o f m e t a b o l i t e p r e s e n t t h a t c a n c a u s e d a m a g e , u s i n g i n s t e a d t h e

p r e d i c t e d F U c o n c e n t r a t i o n a s a s u r r o g a t e fo r m e t a b o l i t e d o s e . T h e m o d e l p r e s e n t e d i n t h i s

p a p e r i s f o c u s e d o n l y o n t h e m e t a b o l i s m o f 5 - f l u o r o u r a c i l i n t h e r a t l i v e r a s d e s c r i b e d i n t h e

e a r l i e r c h a p t e r ,
d e a l i n g p r im a r i l y w i t h t h e a n a b o l i c p o r t i o n I t c o n s i s t s o f a g r o u p o f

c h e m i c a l c o m p a r t m e n t s t h a t r e p r e s e n t t h e p a r e n t c o m p o u n d a s w e l l a s t h e d i f f e r e n t

m e t a b o h t e s d i s c u s s e d i n s e c t i o n 2 . 3
,
w h i c h a r e r e l a t e d t o t h e r o u t e s o f m e t a b o l i s m th a t l e a d

t o F d U M P T h e m o d e l w a s c r e a t e d f o l l o w i n g a m a s s - b a l a n c e a p p r o a c h u s i n g d i f f e r e n t i a l

e q u a t i o n s ,
i n w h i c h t h e r a t e o f c h a n g e o f a m e t a b o l i t e i n a n o r g a n (l i v e r ) e q u a l s t h e

d i f f e r e n c e b e tw e e n t h e r a t e o f p r o d u c t i o n o f t h e m e t a b o l i t e a n d i t s r a t e o f d e s t r u c t i o n
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T r a n s l o c a t i o n b e t w e e n t i s s u e s i s n o t c o n s i d e r e d
,
s o o n l y d a t a i n w h i c h t r a n s l o c a t i o n i s

i n s i gn i fi c a n t w e r e u t i l i z e d i n d e v e l o p i n g m e t a b o l i c p a r a m e t e r s .

2
.
4

.
1 T r a n s f o r m a t i o n K i n e t i c s

R a t e s o f t r a n s f o r m a t i o n b e tw e e n c o m p o u n d s a r e r e p r e s e n t e d in t h e m o d e l b y f i r s t -

o r d e r k i n e t i c s . I t i s p l a u s i b l e t h a t t h e a c t u a l r e a c t i o n s i n v o l v e d i n t h e e l im i n a t i o n o f F U i n t h e

l i v e r a r e g o v e r n e d b y m o r e c o m p l e x k i n e t i c s
, p r i n c i p a l l y M i c h a e l i s - M e n t o n k i n e t i c s I n f a c t

,

t h i s i s l i k e l y t o o c c u r a t s u f f i c i e n t l y h i g h c o n c e n t r a t i o n s L a C r e t a e t a l . ( 19 89 ) d e m o n s t r a t e d

t h a t t h e r e i s a n i n i t i a l ph a s e o f z e r o - o r d e r e l im i n a t i o n t h a t o c c u r s w h e n th e c o n c e n t r a t i o n o f

F U i s a b o v e 1 0 0 |a M ,
a n d i s f o l l o w e d b y a fi r s t - o r d e r e l i m i n a t i o n p h a s e a t c o n c e n t r a t i o n s

l o w e r t h a n 1 0 0 |j M .
M o s t o f t h e m e a s u r e m e n t s u s e d i n t h e c u r r e n t s t u dy w e r e c o n du c t e d a t

c o n c e n t r a t i o n s a t o r n e a r t h e r e g i o n o f fi r s t o r d e r k i n e t i c s (t h i s i s s u e i s d i s c u s s e d l a t e r i n m o r e

d e t a i l ) .

T h e c u r v e i n F i g u r e 4 i l l u s t r a t e s t h e d e c i s i o n t o a s s u m e fi r s t - o r d e r k i n e t i c s . T h e

r e l a t i o n s h i p b e tw e e n c o n c e n t r a t i o n a n d r e a c t i o n v e l o c i t y (r a t e o f g e n e r a t i o n o f p r o d u c t ) i s

s h o w n i n F i g u r e 4 . Sa t u r a t i o n o f t h e e n z y m e s y s t e m r e s u l t s i n s a t u r a t i o n o f t h e r e a c t i o n r a t e ,

w i t h i n c r e a s i n g c o n c e n t r a t i o n o f F U . N o t e i n F i g u r e 4 t h a t t h e r e a c t i o n v e l o c i t y (r a t e o f

p r o d u c t i o n o f t h e m e t a b o l i c p r o d u c t ) i s fi r s t - o r d e r a t l o w c o n c e n t r a t i o n s o f F U b u t b e c o m e s

z e r o t h o r d e r a t h i gh e r c o n c e n t r a t i o n s d u e t o s a t u r a t i o n o f t h e e n z y m e s y s t e m T h i s i s t h e

c l a s s i c a l a p p e a r a n c e o f r e a c ti o n c u r v e s u n d e r M i c h a e H s - M e n t o n k i n e t i c s I f w e a s s u m e t h e

e x p e r i m e n t s a r e c o n d u c t e d a t s u f fi c i e n t l y l o w c o n c e n t r a t i o n s t o a v o i d s a t u r a t i o n
,
t h e n t h e

r e a c t i o n i s g o v e r n e d b y fi r s t - o r d e r k i n e t i c s a t a l l c o n c e n t r a t i o n s o f F U T h e g o v e r n i n g

d i f f e r e n t i a l e q u a t i o n t h e n i s :

(1 ) V e l o c i t y o f r e a c t i o n = r a t e c o n s t a n t x F U c o n c e n t r a t i o n

o r

(2 ) R a t e c o n s t a n t = V e l o c i t y o f r e a c t i o n / F U c o n c e n t r a t i o n
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T h e t h e o r y o f M i c h a e h s - M e n t o n (M - M ) k i n e t i c s s t a t e s t h a t t h e d i s s o c i a t i o n r a t e i s

l o w c o m p a r e d t o t h e r a t e s o f f o r m a t i o n a n d r e d i s s o c i a t i o n o f t h e e n z y m e - s u b s t r a t e c o m p l e x

(M a t t h e w s , 19 9 0 ) . A d d i t i o n a l i n f o r m a t i o n i s r e q u i r e d b e f o r e i t i s c l e a r t h a t a p r o c e s s f o l l o w s

M - M k i n e t i c s ; u s u a l l y i t m u s t b e e s t a b l i s h e d t h a t s t e a dy s t a t e o r e q u i l i b r i u m c o n d i t i o n s

a p p l y .

E i s t h e e n z y m e i n v o l v e d
, S i s t h e s u b s t r a t e

,
a n d P i s t h e p r o du c t f o r m e d . E S *

r e p r e s e n t s t h e

e n z y m e - s u b s t r a t e c o m p l e x . U s i n g t h i s t h e o r y ,
t h e M - M e q u a t i o n s i s a s f o l l o w s :

(3 ) V - rS I x V m a x

[S] + K m

V m a x
,
o r t h e m a x im u m r e a c t i o n v e l o c i t y , i s a p p r o a c h e d a t h i g h s u b s t r a t e c o n c e n t r a t i o n s .

T h i s o c c u r s b e c a u s e t h e e n z y m e m o l e c u l e s b e c o m e s a t u r a t e d . T h e r e f o r e
,
e v e r y e n z y m e

m o l e c u l e i s o c c u p i e d w i th a s u b s t r a t e a n d c a r r y i n g o u t t h e c a t a l y t i c s t e p . K m i s t h e

e q u i l i b r i u m c o n s t a n t f o r d i s s o c i a t i o n a n d e q u a l s t h e s u b s t r a t e c o n c e n t r a t i o n [ S ] a t w h i c h V

e q u a l s 'A V m a x K m i s a s s o c i a t e d w i t h th e s t r e n g t h o f b i n d i n g o f t h e s u b s t r a t e t o t h e

e n z y m e .

(E + S <» E S)

Wh e n [S] i s l a r g e ,
t h e r e a c t i o n v e l o c i t y a p p r o a c h e s t h e v a l u e o f V m a x . I n a s i t u a t i o n

w h e r e t h e s u b s t r a t e i s p r e s e n t i n v e r y l o w c o n c e n t r a t i o n s
,
t h a t i s

, [S ] i s m u c h l e s s t h a n K m ,

t h e n m o s t o f t h e e n z y m e i s f r e e
. T h e n f i r s t o r d e r k i n e t i c s a p p l y ,

a p p r o x i m a t e l y ,
a n d t h e

r e a c t i o n r a t e b e c o m e s :

V = V m a x [S] / K m

F r o m E q u a t i o n ( 1) , i t m a y b e s e e n t h a t V m a x /K m e q u a l s t h e f i r s t o r d e r r a t e c o n s t a n t .

O n l y o n e o f t h e s t u d i e s u s e d f o r d e t e r m i n i n g th e r a t e c o n s t a n t s f o r t h e p r e s e n t m o d e l

w a s c o n d u c t e d a t a n F U c o n c e n t r a t i o n i n i t i a l l y a b o v e 10 0 |a M {t h e S c h w a r t z e t a l . s t u d y
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( 19 8 5 ) h a d a n i n i t i a l FU c o n c e n t r a t i o n o f 2 0 0 |̂ M } Si n c e t h e r e a c t i o n s b e i n g s t u d i e d i n t h i s

p a p e r o c c u r q u i c k l y ,
t h e c o n c e n t r a t i o n i n e v e n t h e S c h w a r t z e t a l s t u d y m a y b e e x p e c t e d t o

d r o p b e l o w 10 0 fa,M a f t e r t h e f i r s t f e w m i n u t e s a n d w o u l d t h e n b e i n t h e f i r s t - o r d e r

e l im i n a t i o n p h a s e fo r t h e r e m a i n d e r o f t h e r e a c t i o n t i m e (d u r i n g w h i c h m o s t o f t h e m e t a b o l i c

m e a s u r e m e n t s w e r e p e r f o r m e d ) . R e a d i n g s i n t h a t s t u dy w e r e t a k e n 3 0 m i n u t e s t o 3 h o u r s

a f t e r t h e i n i t i a l e x p o s u r e
,
s o t h e m e a s u r e d r e a c t i o n r a t e s r e p r e s e n t t h e r e g i o n b e tw e e n fi r s t

o r d e r k i n e t i c s (w h e r e E q u a t i o n 1 a p p l i e s ) a n d s a t u r a t e d k i n e t i c s . A s a f i r s t a p p r o x im a t i o n ,

f i r s t o r d e r k i n e t i c s w i l l b e a s s u m e d h e r e
,
a n d th e p o t e n t i a l e f f e c t s o f t h i s a p p r o x im a t i o n

a s s e s s e d .

T h e m o d e l p r e s e n t e d i n t h i s p a p e r c o u l d b e c o n v e r t e d t o u s e M - M k i n e t i c s
,
a n d n o t

fi r s t o r d e r k i n e t i c s . T h e e q u a t i o n fo r t h e r a t e w o u l d c h a n g e f r o m t h e fi r s t o r d e r a s s u m p t i o n :

R a t e - X X [S ]

T o u s e M - M k i n e t i c s
,
t h e r a t e e qu a t i o n w o u l d b e c h a n g e d t o :

R a t e = [S 1 X V m a x

[S] + K m

2 . 4 . 2 5 - F U M o d e l

A b i o l o g i c a l l y - b a s e d m e t a b o l i s m m o d e l w a s c r e a t e d w i t h F U a s t h e i n p u t a n d

F dU M P a s th e m a j o r e n d p o i n t A g r a p h i c a l d e p i c t i o n o f t h e s t r u c t u r e o f t h e m o d e l i s

d i s p l a y e d i n F i gu r e 5 . E a c h b o x (c o m p a r t m e n t ) r e p r e s e n t s F U o r o n e o f i t s m e t a b o l i t e s T h e

c o n n e c t i n g a r r o w s b e tw e e n b o x e s r e p r e s e n t t h e r a t e a t w h i c h th e c o m p o n e n t i n t h e s t a r t i n g

b o x i s e n z y m a t i c a l l y c o n v e r t e d t o t h e c o m p o n e n t i n t h e e n d i n g b o x . T h e c i r c l e s u n c o n n e c t e d

t o a r r o w s a r e t h e r a t e c o n s t a n t s f o r m e t a b o l i s m a s s o c i a t e d w i t h t h e d i f f e r e n t m e t a b o l i c

p a t h w a y s T h i s f i g u r e i s e s s e n t i a l l y t h e s a m e a s t h e c o n c e p t u a l m o d e l i n F i g u r e 2 T h e s o l e

d i f f e r e n c e i s t h a t s o m e o f t h e r e v e r s i b l e p a t h w a y s i n F i g u r e 2 c a n n o t b e m o d e l e d

i n d e p e n d e n t l y d u e t o a l a c k o f d a t a (i e t h e f o r w a r d a n d b a c k w a r d r e a c ti o n s c a n n o t b e

d e t e r m i n e d i n d e p e n d e n t l y ) ,
a n d s o o n l y t h e n e t r a t e o f fl o w i s s h o w n i n F i g u r e 5 . B o t h t h e
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f o r w a r d a n d t h e b a c k w a r d r e a c t i o n o u t c o m e s w e r e m e a s u r e d f o r o n l y o n e p a t h w a y (S c h w a r t z

e t a l .
1 9 8 5 ) .

>
c
o

(0

o

E

0 1 0 0 2 0 0 3 0 0

F U C o n c e n t r a t i o n ( u M )

4 0 0

F i g u r e 4 A t h e o r e t i c a l r e p r e s e n t a t i o n o f t h e c h a n g e i n r e a c t i o n v e l o c i t y w i t h i n c r e a s i n g F U

c o n c e n t r a t i o n
,
i l l u s t r a t i n g t h e c h a n g e f r o m f i r s t - o r d e r k i n e t i c s a t F U c o n c e n t r a t i o n s b e l o w

l OO î M t o z e r o - o r d e r k i n e t i c s a t F U c o n c e n t r a t i o n s gr e a t e r t h a n l OOn M .
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O P R T 1 3

F U M P

FU T P

U K 2 3

0
F U D P

F d U T P

F d U D P

Q

F d U M P

F i g u r e 5 . St e l l a m o d e l o f 5 - f lu o r o u r a c i l m e t a b o l i s m i n t h e i s o l a t e d r a t l i v e r f o c u s i n g

o n t h e a n a b o l i s m p a th w a y s w h e r e e a c h c o m p a r t m e n t (b o x ) r e p r e s e n t s F U o r o n e o f i t s

m e t a b o l i t e s a n d t h e a r r o w s r e p r e s e n t t h e e n z y m a t i c p r o c e s s w h i c h o c c u r s b e tw e e n

t w o c o m p a r t m e n t s T h e L i s t h e l a m b d a v a l u e o r f i r s t o r d e r t r a n s f o r m a t i o n r a t e

c o n s t a n t f o r t h e e n z y m a t i c p r o c e s s b e t w e e n t w o c o m p a r t m e n t s . P r e p r e s e n t s t h e

e n z y m e n u c l e o s i d e d i p h o s p h o k i n a s e .
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2 . 4
. 3 R a t e C o n s t a n t s a n d D i f f e r e n t i a l E q u a t i o n s

T h e a m o u n t o f F U o r m e t a b o l i t e w a s c a l c u l a t e d b y th e f o l l o w i n g g e n e r a l f o r m o f

d i f f e r e n t i a l e q u a t i o n :

(4 ) d N , (t ) = [E Xj , N j (t ) - S ^ y N , (t )] dt

w h e r e :

• N
i
i n t h e a m o u n t o f t h e c o m p o n e n t (F U o r m e t a b o l i t e ) r e p r e s e n t e d b y c o m p a r t m e n t 1 i n

F i g u r e 5 . T h e i n i t i a l v a l u e o f N i f o r t h e F U c o m p a r t m e n t (c o m p a r t m e n t 1 ) i s e q u a l t o o n e

w h e n t im e e q u a l s z e r o
,
o r N (0 )= 0 A l l o t h e r c o m p a r t m e n t s i n t h e m o d e l a r e z e r o a t t = 0 .

• A,j i i s t h e f i r s t o r d e r r a t e c o n s t a n t (t im e
" ^

) f r o m c o m p a r tm e n t j t o c o m p a r tm e n t i .
T h e f i r s t

t e r m i n t h e r i g h t s i d e o f E q u a t i o n 4 r e p r e s e n t s t h e s u m m a t i o n o f a l l t h e j t h c o m p a r t m e n t s

w h i c h f l o w i n t o t h e i t h c o m p a r tm e n t

• X\ j i s t h e f i r s t o r d e r r a t e c o n s t a n t ( t im e
" '
) f r o m c o m p a r t m e n t i t o c o m p a r t m e n t j . T h e

s e c o n d t e r m i n t h e r i gh t s i d e o f E q u a t i o n 4 r e p r e s e n t s t h e s u m m a t i o n o f a l l t h e i t h

c o m p a r t m e n t s t h a t f l o w i n t o t h e j t h c o m p a r t m e n t .

T h e a m o u n t o f F U o r m e t a b o l i t e i n e a c h c o m p a r tm e n t a t a n y t im e a f t e r t h e o n s e t o f

e x p o s u r e i s d e t e r m i n e d b y s o l v i n g a d i f f e r e n t i a l e q u a t i o n t h a t f o l l o w s t h e fo r m s h o w n i n

E q u a t i o n 4 . E a c h c o m p a r t m e n t h a s a s e p a r a t e d i f f e r e n t i a l e q u a t i o n . U s i n g th e St e l l a

m o d e l i n g p r o g r a m ,
t h e a m o u n t o f F U o r m e t a b o l i t e i n e a c h c o m p a r t m e n t i s c a l c u l a t e d f o r a

t im e p e r i o d o f 12 h o u r s (t o s i m u l a t e t h e t i m e p e r i o d o v e r w h i c h d a t a w e r e c o l l e c t e d i n

e x p e r im e n t s ) . T h e m o d e l i s s o l v e d b y a t im e s t e p n u m e r i c a l s o l u t i o n u s i n g t h e R u n g e - K u t t a

4 n u m e r i c a l m e t h o d o f s o l v i n g d i f f e r e n t i a l e q u a t i o n s (G e r a l d
,
1 9 7 0 ) . T h e t im e s t e p w a s

c h o s e n t o b e 1 / l Ot h t h e s m a l l e s t h a l f - l i f e i n e a c h m o d e l t o e n s u r e a c c u r a c y o f t h e n u m e r i c a l

s o l u t i o n . I n a d d i t i o n
,
a t e s t o f t h e v a l i d i t y o f t h i s t im e - s t e p s i z e w a s c o n d u c t e d b y

s e q u e n t i a l l y r e d u c i n g t h e t i m e - s t e p a n d c o m p a r i n g t h e p r e d i c t e d c o n c e n t r a t i o n s o f F d U M P a t

3 h o u r s C h a n g i n g th e t im e - s t e p t o v a l u e s s m a l l e r t h a n 1 / 10 * t h e s m a l l e s t h a l f - h f e p r o du c e d
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l e s s t h a n a 1% c h a n g e i n t h e p r e d i c t e d F d U M P c o n c e n t r a t i o n s . E a c h o f t h e fo u r s t a g e s i n r a t

b i o l o g i c a l d e v e l o p m e n t u s e d a d i f f e r e n t t im e s t e p s i n c e t h e h a l f - l i v e s f o r t r a n s f o r m a t i o n

d i f f e r e d .

T h e f o l l o w i n g sy s t e m o f d i f f e r e n t i a l e q u a t i o n s w a s u s e d t o c a l c u l a t e t h e am o u n t o f

F U o r e a c h m e t a b o l i t e (t h e r i gh t - m o s t c o l u m n s h o w s t h e c o m p o u n d m o d e l e d b y t h e

c o r r e s p o n d i n g d i f f e r e n t i a l e q u a t i o n ) :

(5 )

(6)

(7 )

(8 )

(9 )

(10 )

( 1 1 )

( 12 )

dN , (t )/d t = X 2 ,N 2 (t ) - A, , 3N l (t ) - ^ l 2 N i (t ) - ^
c a tN , (t )

dN 2 (t )/d t = ^ l 2N , (t ) - A, 2 3N 2 (t ) - X 2 l N 2 (t )

dN 3 (t )/d t = ^ i 3N i (t ) + ^ 2 3N 2 (t ) - X 34 N 3 (t )

dN 4 (t )/d t = X 3 4N 3 (t ) - X4 5N 2 (t ) - X 4 9N 9 (t )

d N 5 (t )/d t = X4 5N 4 (t )

dN 8 (t )/d t = ?l 9 8N 9 (t )

d N 9 (t )/ d t = ^ 4 9N 4 (t ) - ;^9 10N l 0 (t ) - X 9 8N 9 (t )

d N i o (t )/ d t - ?i 9 i oN 9 (t )

F U

F U r d

F U M P

F U D P

F U T P

F d U M P

F dU D P

F dU T P

T h e t im e - s t e p n u m e r i c a l s o l u t i o n s t o t h e s e e q u a t i o n s w e r e g e n e r a t e d u s i n g th e ST E L L A

s im u l a t i o n s o f tw a r e , a s s h o w n i n T a b l e 1 .
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T a b l e 1 . S t e l l a T im e St e p N u m e r i c a l E q u a t i o n s . T h i s t a b l e s h o w s t h e t i m e - s t e p

e q u a t i o n s u s e d i n S t e l l a t o s i m u l a t e t h e d i f f e r e n t i a l e q u a t i o n s u n d e r l y i n g t h e s y s t e m o f

F U t r a n s f o r m a t i o n .

F dU D P (t ) = F dU D P (t - d t ) + (R R - P 4 - P 3 ) * d t

I N I T F d U D P = 0

R R = F U D P * L 4 9

P 4 = F d U D P * L 9 8

P 3 = F d U D P * L 9 1 0

F d U MP ( t ) = F d U M P {t - d t ) + ( P 4 ) * d t

I N I T F d U M P = 0

P 4 = F d U D P * L 9 8

F d U T P ( t ) = F d U T P ( t - d t ) + ( P 3 ) * d t

I N I T F d U T P = 0

P 3 = F d U D P * L 9 1 0

F U ( t ) = F U ( t - d t ) + ( U P 2 1 - U P 1 2 ^ 0 P R T 1 3 - D P D ) * d t

I N I T F U = 1

U P 2 1 = F u r d * L 2 1

U P 1 2 = F U * L 1 2

0 P R T 1 3 = F U * L 1 3

D P D = F U * L c a t

F U D P ( t ) = F U D P ( t - d t ) + ( P I - P 2 - R R ) * d t

I N I T F U D P = 0

P I = F U M P * L 3 4

P 2 = F U D P * L 4 5

R R = F U D P * L 4 9

F U M P ( t ) = F U MP ( t - d t ) + ( U K 2 3 + 0 P R T 1 3 - P I ) * d t

I N I T F UM P = 0

U K 2 3 = F u r d * L 2 3

0 P R T 1 3 = F U * L 1 3

P I = F U M P * L 3 4

F u r d ( t ) = F u r d ( t - d t ) + ( U P 1 2 - U K 2 3 - U P 2 1 ) * d t

I N I T F u r d = 0

U P 1 2 = F U * L 1 2

U K 2 3 = F u r d * L 2 3

U P 2 1 = F u r d * L 2 1

F U T P { t ) = F U T P ( t - d t ) + ( P 2 ) * d t

I N I T F U T P = 0

P 2 = F U D P * L 4 5
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C h a p t e r 3 . M o d e l P a r a m e t e r s

3 . 1 P a r a m e t e r s f o r O P R T a s e
,
u r i d i n e p h o s p h o r y l a s e

,
a n d u r i d i n e k i n a s e

I n c r e a t i n g t h i s b i o l o g i c a l ly - b a s e d m e t a b o l i s m m o d e l
,
t h e m o s t d i f fi c u l t t a s k w a s

fi n d i n g th e r e a c t i o n r a t e s f o r e a c h s t e p i n t h e m e t a b o l i s m o f fl u o r o u r a c i l . T h e o n e s t u d y t h a t

s e p a r a t e d t h e p a t h w a y s i n t o t h e i n i t i a l s t e p s l e a d i n g t o F d U M P w a s p e r f o r m e d b y D r P a u l i n e

S c hw a r t z a n d o t h e r r e s e a r c h e r s a t Y a l e U n i v e r s i t y
'

s Sc h o o l o f M e d i c i n e . E n z y m e a c t i v i t i e s

w e r e m e a s u r e d f o r O P R T a s e
,
u r i d i n e p h o s p h o r y l a s e

,
a n d u r i d i n e k i n a s e . T h i s s t u d y i n c l u d e d

m e a s u r e m e n t o f t h e m e t a b o l i s m i n t h e b a c k w a r d d i r e c t i o n w i t h u r i d i n e p h o s p h o r y l a s e ; i . e .

F U r d - ^ F U ( Sc h w a r t z e t a l .
1 9 8 5 )

T h e d a t a i n t h i s p a p e r w e r e e n z y m e a c t i v i t i e s i n t h e b o n e m a r r o w a n d R P M I c o l o n

t u m o r s o f t h e r a t . W h i l e i t i s k n o w n t h a t m o s t o f t h e m e t a b o l i s m o f F U o c c u r s i n t h e l i v e r
,

t h i s w a s t h e o n l y d a t a s e t a v a i l a b l e o n t h e e n z y m e a c t i v i t i e s i n t h e a n a b o l i s m d i r e c t i o n . T h e

a c t i v i t i e s o f b o n e m a r r o w c o m p a r e d t o c o l o n t u m o r i n d i c a t e d th a t t h e t u m o r a c t i v i t y w a s 1 . 6

t im e s t h a t i n b o n e m a r r o w f o r t h e u r i d i n e p h o s p h o r y l a s e r e a c t i o n g o i n g f r o m F U t o F U r d ( 1

- > 2 ) . T h e t u m o r a c t i v i t y w a s 1 . 8 t im e s t h a t o f t h e b o n e m a r r o w i n t h e U P r e a c t i o n g o i n g

f r o m F U r d t o F U (2 —> 1 ); t h e r e f o r e
,
a l l o t h e r t h i n g s b e i n g e q u a l

,
t h e t u m o r r a t e c o n s t a n t

s h o u l d b e h i g h e r t h a n t h a t i n t h e b o n e m a r r o w b y a f a c t o r o f 1 . 8 (s i n c e t h e r a t e c o n s t a n t i s

V m a x / K m ) . S c h w a r t z e t a l . ( 19 8 5 ) c a l c u l a t e d K m v a l u e s fo r b o t h U P 1 ^ 2 a n d U P 2 ^ 1 i n

t h e r a t l i v e r a n d t h e R P M I c o l o n t u m o r . W h e n c o m p a r e d
,
t h e t u m o r K m w a s 1 . 6 t im e s t h e

K m o f th e l i v e r i n t h e l - > 2 d i r e c t i o n a n d I . l t im e s t h e K m o f t h e l i v e r i n t h e 2 ^ 1 d i r e c t i o n ;

t h e r e f o r e
,
a l l o t h e r t h i n g s b e i n g e q u a l

,
t h e t u m o r r a t e c o n s t a n t s h o u l d b e l e s s t h a n t h e b o n e

m a r r o w r a t e c o n s t a n t b y a f a c t o r o f 1 . 1 t o 1 . 6 . G i v e n t h e a b o v e c a l c u l a t i o n s ,
t h e b o n e

m a r r o w r a t e c o n s t a n t w o u l d a p p r o x im a t e t h e l i v e r r a t e c o n s t a n t w i t h i n a f a c t o r o f 3 (i t m i g h t

b e a s m u c h a s a f a c t o r o f 1 8 x 1 6 o r 2 . 9 l o w e r t h a n t h a t i n t h e l i v e r ) T h i s i s n o t a l a r g e

d i f f e r e n c e w h e n d e a l i n g w i t h b i o l o g i c a l d a t a . T h e r e f o r e
,
f o r l a c k o f b e t t e r d a t a , i t w a s

a s s u m e d t h a t t h e b o n e m a r r o w a c t i v i t y c o u l d a c t a s a s u r r o g a t e f o r l i v e r a c t i v i t y .
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T h e e n z j o n e a c t i v i t i e s m e a s u r e d , p r e s e n t e d i n m o l e s p r o d u c t /m g p r o t e i n / h r , w e r e

c o n v e r t e d t o a f i r s t - o r d e r r a t e c o n s t a n t . T h i s w a s d o n e i n t h e f o l l o w i n g c a l c u l a t i o n :

( 13 ) X = R e a c t i o n V e l o c i t y (m o l e s p r o d u c t ) x P r o t e i n (m g /m l )
(m g p r o t e i n

- h r )
R e a c t a n t C o n c e n t r a t i o n (m o l e s / m l )

F o r e x a m p l e ,
i n c a l c u l a t i n g A, i 3 :

X n = f l 5 X 10
' ^
m o l e s F U M P ) ( 2 . 7 5 m g p r o t e i n )

m g p r o t e i n - h o u r m ]
( 2 0 0 X 1Q

- V o l e s F U )

m l

o r ; L i 3 = 0 . 2 1 / hr

A l l r a t e c o n s t a n t s b a s e d o n t h e S c h w a r t z e t a l . ( 19 8 5 ) d a t a w e r e c a l c u l a t e d i n t h e

s a m e m a i m e r a n d c a n b e s e e n i n T a b l e 2 . T h e am o u n t o f p r o t e i n u s e d i n t h e e x p e r i m e n t w a s

g i v e n a s 2 . 7 5 m g p r o t e in / m l . T h e t i s s u e s w e r e e x p o s e d i n i t i a l l y t o 2 0 0 |J .M F U , a n d

m e a s u r e m e n t s w e r e d o n e a f t e r o n e h o u r (b y w h i c h t im e i t i s a s s u m e d t h a t t h e F U

c o n c e n t r a t i o n w o u l d b e b e l o w 10 0 )j ,M a n d
,
t h e r e f o r e

,
fi r s t - o r d e r k i n e t i c s a p p l y ) .

T a b l e 2 . E n z y m e a c t i v i t y l e v e l s a n d l a m b d a v a l u e s fo r e n z y m e s O P R T a s e
,
u r i d i n e

p h o s p h o r y l a s e ,
a n d u r i d i n e k i n a s e f r o m t h e Sc h w a r t z e t a l . d a t a i n t h e r a t ( 1 9 8 5 ) .

O P R T a s e

?t 1 C

U P 1- > 2

A. 1 2

U P 2 - > 1

^ 2

U K

^ 2 3

E n z y m e a c t iv i ty
L a m b d a v a lu e s

1 5

0 2 1

1 4 3

1 9 7

13 0

1 7 9

5 5

0 7 6

( n m o le s /m g - p / h r )
(p e r h o u r )
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3 .
2 N u c l e o s i d e d i p h o s p h a t e k i n a s e

K im u r a e t a l . (1 9 8 5 ) r e s e a r c h e d t h e d i f f e r e n t a s p e c t s o f n u c l e o s i d e d i p h o s p h a t e

k i n a s e , o r N D P K T li r o u g h t h i s a n d n u m e r o u s o t h e r s t u d i e s m e n t i o n e d i n K im u r a e t a l

( 19 8 5 ) ,
i t w a s d e c i d e d t h a t t h i s e n z y m e i s t i g h t l y a s s o c i a t e d w i t h c e l l m e m b r a n e s a n d t o a

s m a l l e r e x t e n t i n t h e c y t o s o l . N D P K i s r e s p o n s i b l e fo r t h e
'

p i n g - p o n g
'

r e a c t i o n s e q u e n c e s

r e l a t e d t o a d d i n g o r r e m o v i n g a p h o s p h a t e g r o u p fr o m a n u c l e o t i d e . T h e p i n g - p o n g

m e c h a n i s m h a s b e e n d e s c r i b e d a s a s e q u e n c e o f e v e n t s i n c a t a l y s i s w h e r e o n e s u b s t r a t e i s

b o u n d , o n e p r o d u c t i s r e l e a s e d , a s e c o n d s u b s t r a t e c o m e s i n
,
a n d a s e c o n d p r o d u c t i s r e l e a s e d

(M a t h e w s , 19 9 0 ) H o w e v e r
,
t h e e n z y m e c a t a l y z e s t h i s r e a c t i o n i n a n y r i b o - o r

d e o x y r i b o n u c l e o s i d e w i t h a p u r i n e o r p y r im i d i n e b a s e s t r u c t u r e (K i m u r a e t a l 19 8 8) .

T h e r e f o r e
,
i t w a s d e c i d e d t h a t t h e a c t i v i t y f o r a d d i n g a p h o s p h a t e g r o u p t o G D P (G D P - >

G T P ) w o u l d b e a s u i t a b l e s u r r o g a t e f o r N D PK a c t i v i t y in t h e m e t a b o l i s m m o d e l f o r

f lu o r o u r a c i l u n t i l b e t t e r d a t a a r e a v a i l a b l e

P l a s m a m e m b r a n e f r o m r a t l i v e r c e l l s w e r e t r e a t e d w i t h 10 0 |j .M o f g u a n i n e

d i p h o s p h a t e T h e m e m b r a n e - a s s o c i a t e d n u c l e o s i d e d i p h o s p h a t e k i n a s e a c t i v i t y w a s

m e a s u r e d a t 4 4 ± 1 n m o l /m i n / m g p r o t e i n , o r 2 6 4 6 rm i o l / hr /m g p r o t e i n . T h e e n z y m e a s s a y w a s

p e r f o r m e d w i t h a p r o t e i n c o n c e n t r a t i o n o f 2 |a g p r o t e i n p e r l OOji l t u b e T h e l a m b d a v a l u e w a s

c a l c u l a t e d a s e x p l a i n e d i n t h e p r e v i o u s s e c t i o n a n d w a s f o u n d t o e q u a l 0 . 5 3 p e r h o u r (T a b l e

3 ) .

T a b l e 3 E n z ym e a c t i v i t i e s a n d l a m b d a v a l u e s o f N D P K
,
R R

,
a n d D PD m e a s u r e d i n t h e r a t

l i v e r .

e n z y m e a c t i v i ty
L a m b d a v a lu e s

N D P K

A p

2 6 4 6

0 5 2 9

R R

X
.4 9

0 0 0 0 6

0 0 3 6

D P D

X .c a t

2 4

4 8

( n m o le s / m g
-

p / h r )
( p e r ii o u r )

3 . 3 R i b o n u c l e o t i d e r e d u c t a s e

A m a j o r s t e p i n t h e m e t a b o l i s m o f F U t o F d U M P i s t h e r i b o n u c l e o t i d e r e d u c t a s e (R R )

m e d i a t e d r e d u c t i o n o f F U D P t o F dU D P R R i s a v e r y c o m p l e x e n z y m e w h i c h r e q u i r e s

a c t i v a t i o n b y a d e n o s i n e t r i p h o s p h a t e (A T P ) . R e d u c t i o n o f t h e p y r i m i d i n e r i b o n u c l e o s i d e
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d i p h o s p h a t e s r e q u i r e s 1 t o 2 m M A T P f o r b o t h c y t i d i n e d i p h o s p h a t e (C D P ) a n d u r i d i n e

d i p h o s p h a t e (U D P ) .
F o r u r a c i l , t h e s t a n d a r d a m o u n t s o f s u b s t r a t e a n d a c t i v a t o r a r e

a p p r o x i m a t e l y 0 . 0 5 |j m o l e o f U D P a n d 0 . 2 5 |j , m o l e o f A T P (M o o r e e t a l . 1 9 6 6 ) .

T h e r a t l i v e r RR w a s s t u d i e d b y E l f o r d e t a l . a t t h e M e d i c a l C o l l e g e o f V i r g i n i a

( 19 7 7 ) T h e R R a c t i v i t y w a s m e a s u r e d d u r i n g t h e c o n v e r s i o n o f CD P t o d C D P A l t h o u g h

C D P , U D P , a n d F U D P a r e d i f f e r e n t c o m p o u n d s ,
i t w a s d e c i d e d i n t h e p r e s e n t r e s e a r c h t h a t

t h e a c t i v i t y f o r o n e n u c l e o t i d e w o u l d b e c l o s e e n o u g h t o a n o t h e r n u c l e o t i d e t o b e u s e d i n t h i s

m o d e l . I t i s a l s o im p o r t a n t t o n o t e t h a t b o t h C D P a n d U D P r e q u i r e t h e a c t i v a t i o n o f A T P fo r

t h e r e d u c t i o n r e a c t i o n t o t a k e p l a c e (M o o r e e t a l 1 9 6 6 ) .

I n t h e a b s e n c e o f b e t t e r d a t a t h e R R fr o m t h e C D P - > d C D P r e d u c t i o n w a s u s e d t o

e s t im a t e t h e F U D P - ^ F d U D P r e du c t i o n . T h e a c t i v i t y o f R R i n t h e l i v e r o f t h e c o n t r o l

a n im a l s c o u l d n o t b e d e t e c t e d . T h e r e f o r e
,
a n u p p e r b o u n d o f t h e R R r a t e w a s c a l c u l a t e d t o

b e l e s s t h a n 0 . 6 m j , m o l e /h r /m g p r o t e i n , o r 0 . 6 x 10
" ' ^

m o l e / hr /m g p r o t e i n (E l f o r d e t a l . 1 9 7 7 )

a n d u s e d t o c a l c u l a t e t h e l a m b d a v a l u e T h e l i v e r w a s t r e a t e d w i t h 0 . 1 2 |a M o f r a d i o l a b e l e d

CD P i n a s o l u t i o n w i t h 7 .
2 5 m g p r o t e i n p e r m l . T h e l a m b d a v a l u e ( A,4 9 ) w a s c a l c u l a t e d a s

e x p l a i n e d i n t h e e a r l i e r s e c t i o n s a n d w a s f o u n d t o b e n o m o r e t h a n 0 0 3 6 p e r h o u r (T a b l e 3 )

3 . 4 D i h y d r o p y r im i d i n e d e h y d r o g e n a s e

T h e e n z y m e D P D (d i h y d r o p y r im i d i n e d e h y d r o g e n a s e ) i s r e s p o n s i b l e f o r t h e

c l e a r a n c e o f F U a n d th i s i n i t i a l s t e p o f c a t a b o l i s m c o m p e t e s w i t h t h e a n a b o h s m p a t h w a y .

N a g u i b e t a l ( 19 8 5) m e a s u r e d t h e D PD a c t i v i t y i n t h e r a t l i v e r w h e n e x p o s e d t o fl u o r o u r a c i l .

T h e l i v e r t i s s u e c e l l s w e r e e x p o s e d t o a 2 5 \x M d o s e o f F U d u r i n g i n c u b a t i o n . T h e s o l u t i o n

w a s f o u n d t o h a v e a c o n c e n t r a t i o n o f 4 0 0 ± 3 p m o l / m i n /m g p r o t e i n ,
o r 2 4 n m o l /h r / m g p r o t e i n .

T h e s e d a t a w e r e u s e d t o c a l c u l a t e t h e l a m b d a v a l u e fo r t h e D P D e n z y m e a c t i v i t y a s s h o w n i n

t h e e a r h e r s e c t i o n . T h e l a m b d a v a l u e f o r D P D (/V, c a t ) w a s f o u n d t o b e 4 8 /h r (T a b l e 3) .

3 . 5 U r i d i n e K i n a s e a c t i v i t y c h a n g e s d u r i n g d e v e l o p m e n t

E n z y m e a m o u n t s c h a n g e du r i n g th e d e v e l o p m e n t p r o c e s s . A l l o f t h e a b o v e e n z y m e

a c t i v i t i e s w e r e m e a s u r e d i n a n a d u l t r a t o r a d u l t r a t t i s s u e . T o i n c o r p o r a t e t h e c h a n g e s d u r i n g

d e v e l o p m e n t , t h e e n z y m e s m u s t b e s c a l e d t o t h e d i f f e r e n t p o i n t s i n d e v e l o p m e n t .

U n f o r t u n a t e l y ,
t h e e n z y m e d a t a f o r d e v e l o p i n g r a t s c o u l d n o t b e f o u n d f o r e a c h o f t h e
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e n z y m e s i n v o l v e d i n t h e p r o c e s s A c t u a l l y , o n l y o n e e n z y m e c o u l d b e fo u n d w i t h d e t a i l e d

d a t a f r o m n u m e r o u s d i f f e r e n t p o i n t s i n d e v e l o p m e n t . T h i s o n e e n z y m e w a s u r i d i n e k i n a s e

(U K ) . T h e H e r z f e l d e t a l . s t u d y l o o k e d a t t h e c h a n g e s i n U K a c t i v i t y i n a r o d e n t a s m e a s u r e d

a t g e s t a t i o n d a y (g d ) 2 0 o r 2 1
, a n d p o s t n a t a l d a y s 9 , 12 , a n d 6 0 - 9 0 (a d u l t ) T h e p h y s i o l o g i c a l

s i g n i f i c a n c e o f t h e c h a n g i n g a c t i v i t y o f t h i s e n z y m e du r i n g d e v e l o p m e n t i s n o t f u l l y

u n d e r s t o o d (H e r z f e l d e t a l . 1 9 79 ) T h e d a t a o n U K a c t i v i t y w e r e u s e d t o c r e a t e a r a t i o o f

c h a n g e a t t h e d i f f e r e n t p o i n t s o f d e v e l o p m e n t v e r s u s t h e a d u l t a c t i v i t y l e v e l (T a b l e 4 )

T a b l e 4 . T h e U K a c t i v i t y w i t h u r a c i l (n m o l/ m i n / g t i s s u e ) o v e r d e v e l o p m e n t a n d t h e r a t i o

c o m p a r e d t o t h e a d u l t a c t i v i t y i n t h e r a t l i v e r u s i n g d a t a f r o m t h e H e r z f e l d e t a l s t u d y ( 19 7 9 ) .

a g e U K a c t i v i t y a g e / a d u lt

F e ta l (g d 2 0 - 2 1 ) 7 5 5 2 8 6

9 d a y s o ld 4 9 1 1 8 6

12 d a y s o ld 5 6 6 2 1 4

60 - 9 0 (a d u lt ) 2 6 4

T h e r a t i o s w e r e u s e d t o s c a l e m o s t o f t h e e n z y m e a c t i v i t y l a m b d a v a l u e s t o a l l o w th e

c r e a t i o n o f a m o d e l f o r e a c h o f t h e f o u r p o i n t s o f d e v e l o p m e n t m e a s u r e d b y H e r z f e l d e t a l

( 19 7 9 ) T h e D P D e n z y m e w a s t h e o n l y v a l u e n o t s c a l e d t o t h e U K r a t i o s A s t u d y b y

T a t e i s h i e t a l . ( 19 9 7 ) m e a s u r e d th e a m o u n t o f D H FU a n d F U P A p r o d u c e d i n t h e r e a c t i o n

w i t h D P D a n d fo u n d n o s i gn i f i c a n t a l t e r a t i o n a m o n g v a r i o u s a g e r a t s o f b o t h s e x e s T h e y

c o n c l u d e d th a t n o g e n d e r - d i f f e r e n c e s o r a g e - d i f f e r e n c e s e x i s t i n t h e h e p a t i c a c t i v i t y o f D P D

T h i s s t u d y l o o k e d p r im a r i l y a t r a t s fr o m 3 w e e k s t o > 6 0 w e e k s o l d I t c o u l d b e p o s s i b l e t o

fi n d d i f f e r e n c e s i f t h e a c t i v i t i e s w e r e m e a s u r e d i n y o u n g e r r a t s ,
b u t u n t i l t h e s e d a t a a r e

a v a i l a b l e f o r f lu o r o u r a c i l i t w a s d e c i d e d t o k e e p t h e D PD a c t i v i t y c o n s t a n t f o r t h e f o u r

d e v e l o p m e n t p o i n t s i n t h i s F U m e t a b o l i s m m o d e l . T h e fi n a l l a m b d a v a l u e s u s e d i n t h e

c u r r e n t m e t a b o l i c m o d e l a r e l i s t e d i n T a b l e 5 .
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T a b l e 5 .
E n z y m e a c t i v i t y l a m b d a v a l u e s a f t e r a dj u s t m e n t f o r t h e a g e o f t h e r a t

E n z y m e a c t i v i t y L a m b d a v a l u e s

(p e r h o u r )

a g e

O P R T

L a m b d a 1 - 3

U P

L a m b d a 1 - 2

U P

L a m bd a 2 - 1

U K

L a m b d a 2 - 3

R R

L a m b d a 4 - 9

N D P K

L a m bd a P

D P D

L a m bd a o u t

f e t a l 0 6 0 5 6 3 5 1 2 2 . 1 7 0 1 0 1 5 2 4 8

d a y 9 0 3 9 3 6 6 3 . 3 3 1 4 1 0 0 7 0 9 9 4 8

d a y 12 0 4 5 4 2 2 3 8 4 1 6 3 0 0 8 1 1 4 4 8

a d u l t 0 2 1 1 9 7 1 7 9 0 7 6 0 0 3 6 0 5 3 4 8

3 . 6 T h e E f f e c t o f M i c h a e l i s - M e n t e n K i n e t i c s

T h e r a t e c o n s t a n t s r e p o r t e d i n T a b l e s 2 - 5 w e r e o b t a i n e d a s s u m i n g f i r s t - o r d e r k i n e t i c s

W h i l e t h i s a p p r o x im a t i o n i s v a l i d f o r c o n c e n t r a t i o n s o f F U b e l o w 10 0 |j M ,
a t l e a s t o n e o f t h e

e x p e r im e n t s (u s e d t o g e n e r a t e t h e r e s u l t s i n T a b l e 2 ) w a s c o n d u c t e d o v e r a p e r i o d o f t i m e

d u r i n g w h i c h t h e c o n c e n t r a t i o n i s d e c r e a s i n g f r o m t h e r e g i o n w h e r e i t i s fi r s t - o r d e r I n t h i s

s e c t i o n ,
t h e i s s u e o f t h e d e g r e e o f e r r o r p o t e n t i a l l y i n t r o d u c e d b y th e a s s u m p t i o n o f f i r s t -

o r d e r k i n e t i c s i s a d d r e s s e d .

F o r tw o o f t h e r a t e c o n s t a n t s i n T a b l e 2 (t h e r a t e c o n s t a n t s f r o m 1 t o 2 a n d t h e r e v e r s e

r e a c t i o n f r o m 2 t o 1 ) ,
b o t h V m a x a n d K m m a y b e e s t im a t e d f r o m d a t a o n t h e r e a c t i o n r a t e s i n

t u m o r s (n o t e t h a t T a b l e 2 a p p l i e s t o b o n e m a r r o w
,
s o c a l c u l a t i o n s b e l o w w i l l n o t r e p r o d u c e

t h e n u m e r i c a l v a l u e s i n T a b l e 2 ) .
F o r t h e r e a c t i o n f r o m 1 t o 2

,
i f i t i s a s s u m e d t h a t t h e

v e l o c i t y m e a s u r e d i n t h e e x p e r im e n t i s V m a x (i . e . t h e r e a c t i o n i s a t s a t u r a t i o n ) ,
t h e v a l u e o f

V m ax i s 2 3 0 n m o l/ m g p r o t e i n / hr (Sc h w a r t z e t a l .
19 8 5 ) . T h e r e p o r t e d v a l u e o f K m f o r t h e

s a m e e x p e r im e n t i s 6 0 [ i M . W i t h a p r o t e i n c o n c e n t r a t i o n o f 2 . 7 5 m g p r o t e i n /m l (2 7 5 0

m gP / L ) , t h e r a t i o o f V m a x o v e r K m i s :

V m a x / K m = 2 7 5 0 (m gP /L ) x 2 3 0 (n m o l /m g P / h r ) / 6 0 0 00 (n m o l / L ) = 10 . 5 hr
" '

Sim i l a r l y f o r t h e r e a c t i o n fr o m 2 t o 1 :

V m a x / K m = 2 7 5 0 (m g P /L ) x 2 2 8 (n m o l /m g P / h r ) / 6 0 0 0 0 (m n o l /L ) = 9 . 7 h r
" '
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T h e s e v a l u e s m a y b e c o m p a r e d t o t h e f i r s t o r d e r r a t e c o n s t a n t s c a l c u l a t e d a s s u m i n g f i r s t

o r d e r k i n e t i c s a r e i n e f f e c t . A g a i n u s i n g t h e t u m o r d a t a
,
t h e r a t e c o n s t a n t f r o m 1 t o 2 u n d e r

f i r s t o r d e r k i n e t i c s i s :

R a t e c o n s t a n t = 2 3 0 (n m o l /m gP /h r ) x 2 7 5 (m gP / L ) / 2 0 0 (n m o l / L ) = 3 . 2 hr
" '

a n d f o r t h e r a t e c o n s t a n t fr o m 2 t o 1 :

R a t e c o n s t a n t = 2 2 8 (n m o l / m gP /h r ) x 2 . 7 5 (m gP / L ) / 2 00 (n m o l / L ) = 3 1 hr ^

N o w
, c o n s i d e r i n g t h e r a t i o o f t h e r a t e c o n s t a n t s u n d e r t h e s e tw o a p p r o a c h e s

,
f o r t h e r e a c t i o n

fr o m 1 t o 2 th e r a t i o i s 10 5/ 3 2 o r 3 . 3
,
a n d th e r a t i o f o r t h e r e a c t i o n fr o m 2 t o 1 i s 9 . 7/ 3 1 o r

3 1 . T h i s i n d i c a t e s t h a t t h e f i r s t - o r d e r r e a c t i o n r a t e c o n s t a n t s a p p e a ri n g i n T a b l e 2 m a y b e t o o

l o w b y a f a c t o r o f u p t o 3 i f t h e e x p e ri m e n t s o n w h i c h th e y w e r e b a s e d h a v e b e e n a s s u m e d

i n c o r r e c t l y t o h a v e b e e n c o n d u c t e d i n t h e r e g i o n w h e r e f i r s t o r d e r k i n e t i c s a p p l y . T h i s

p o t e n t i a l e f f e c t i s c o n s i d e r e d f u rt h e r i n t h e n e x t c h a p t e r .
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C h a p t e r 4 . M o d e l P r e d i c t i o n s a n d S e n s i t i v i t y A n a l y s i s

4 . 1 M o d e l R e s u l t s

A s e p a r a t e m o d e l o f FU m e t a b o l i s m w a s e s t a b l i s h e d f o r e a c h o f t h e fo u r

d e v e l o p m e n t a l p o i n t s u s i n g t h e g e n e r a l s t r u c t u r e s h o w n i n F i g u r e 2 a n d t h e p a r a m e t e r v a l u e s

s h o w n i n T a b l e 5 . T h e a d u l t m o d e l i s t h e m o s t r e l i a b l e s i n c e t h e d a t a u s e d i n e s t a b l i s h i n g

r a t e c o n s t a n t s a r e d i r e c t l y f r o m a du l t l a b o r a t o r y r a t s . T h e o t h e r t h r e e m o d e l s a r e c o n d i t i o n a l

u p o n t h e a s s u m p t i o n t h a t a l l e n z ym e s a r e a f f e c t e d b y d e v e l o p m e n t i n t h e s a m e a g e
-

d e p e n d e n t m a n n e r a s u r i d i n e k i n a s e . T h e l i v e r w a s m o d e l e d b e c a u s e t h e m e t a b o l i s m d a t a

w a s a v a i l a b l e i n t h e r a t l i v e r . T h e r e s u l t s o f t h e m o d e l r u n s a n d th e s e n s i t i v i t y a n a l y s i s a r e

d e s c r i b e d i n t h e fo l l o w i n g s e c t i o n s

4
. 2 R e s u l t s i n t h e a d u l t r a t m o d e l

I t w o u l d b e i d e a l t o t e s t t h i s m o d e l a g a i n s t Fd U M P m e a s u r e m e n t s f r o m l a b o r a t o r y

d a t a .
U n f o r t u n a t e l y ,

n o s t u d y w a s fo u n d t h a t m e a s u r e d t h e a m o u n t o f F d U M P p r o d u c e d a f t e r

a b o l u s d o s e o f F U i n a r a t . A s t u d y w a s f o u n d (A r e l l a n o e t a l 1 9 9 7 ) w h i c h r e c o r d e d th e

a m o u n t o f F U D P p r o d u c e d i n a n i s o l a t e d r a t l i v e r (w h i c h r e m o v e s t h e n e e d t o m o d e l

t r a n s l o c a t i o n ) a f t e r a d m i n i s t r a t i o n o f F U . S in c e F U D P b e c o m e s F dU D P t hr o u g h

r i b o n u c l e o t i d e r e d u c t a s e
,
f o l l o w e d b y d e p h o s p h o r y l a t i o n o f F dU D P t o F d U M P

,
u s i n g th e s e

d a t a i s s t i l l a r e l a t i v e l y g o o d w a y t o c h e c k t h e m o d e l
'

s a b i l i t y t o p r e d i c t F d U M P
.

T h e m e a s u r e d a m o u n t o f F U D P a t 3 h o u r s a f t e r F U a dm i n i s t r a t i o n i n t h e A r e l l a n o e t

a l . s t u d y ( 19 9 7 ) w a s 0 . 16% o f t h e a dm i n i s t e r e d F U d o s e . T h e a d u l t r a t m o d e l d e v e l o p e d i n

t h e p r e s e n t s t u d y (w i t h th e i n i t i a l v a l u e o f 1 i n t h e F U c o m p a r t m e n t a n d 0 i n a l l o t h e r

c o m p a r t m e n t s
,
a n d w i t h X v a l u e s a s s h o w n i n T a b l e 5 ) e s t im a t e d t h a t F U D P i s 0 . 04 8 a t t h r e e

h o u r s a f t e r a d m i n i s t r a t i o n o f a n i n i t i a l q u a n t i t y o f 1 u n i t o f F U (F i g u r e 6) . T h e r e f o r e
,
4 . 8 %

o f t h e o r i g i n a l d o s e w a s p r e d i c t e d t o b e c o m e F U D P a t 3 h o u r s a f t e r e x p o s u r e i n t h e m o d e l

W h e n c o m p a r i n g t h e tw o r e s u l t s , t h e m o d e l p r e s e n t e d i n t h i s p a p e r e s t i m a t e d 3 0 f o l d m o r e

F U D P (0 . 0 4 8/ 0 . 0 0 16 ) th a n w a s a c t u a l l y m e a s u r e d i n t h e A r e l l a n o e t a l . s t u d y ( 19 9 7 ) . A s fo r
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F d U MP
,
t h e a d u l t m o d e l p r e d i c t e d t h a t 0 1% o f t h e d o s e o f F U w o u l d b e c o m e F d U M P 3

h o u r s a f t e r t h e e x p o s u r e (s e e F i g u r e 7 )

3 8
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1 : F U D P

0 0 5 «

H o u r s

1 2 0 0

F i g u r e 6 . T h e p r e d i c t e d a m o u n t o f F U D P f o rm e d b y m e t a b o l i s m u s i n g t h e a d u l t r a t m o d e l a s

a fu n c t i o n o f t im e . T h e a dm i n i s t e r e d d o s e o f F U i s 1 u n i t a n d th e i n i t i a l a m o u n t i n a l l o t h e r

c o m p a r tm e n t s (i . e . i n i t i a l a m o u n t o f a l l m e t a b o l i t e s ) i s 0 . N o t e t h e v a l u e a t t e q u a l 3 h o u r s i s

a p p r o x i m a t e l y 0 0 4 8 T h e X r e p r e s e n t s t h e v a l u e m e a s u r e d a t 3 h o u r s b y A r e l l a n o e t a l .

( 1 9 9 7 ) w h i c h i s a p p r o x i m a t e l y 0 . 0 0 16 ± 0 0 0 04 .

3 9
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1 : F d U M P

1 : 5 0 0 e - 0 0 3

1 ; 2 5 0 e - 0 0 3 .

0 0 0

Ho u r s

12 0 0

F i g u r e 7 T h e p r e d i c t e d am o u n t o f F d U M P f o r m e d b y m e t a b o l i s m u s i n g t h e a d u U r a t m o d e l

o v e r t im e , w i t h a n a d m i n i s t e r e d d o s e o f F U o f 1 u n i t .

4 0
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4 . 3 R e s u l t s i n t h e 1 2 d a y o l d r a t m o d e l

U s i n g t h e p a r am e t e r s f o r t h e 1 2 d a y m o d e l g i v e n p r e v i o u s l y i n t h i s p a p e r ,
t h e FU D P

a n d th e Fd U MP w e r e e s t im a t e d f o r t h e 12 d a y o l d r a t . R e s u l t s a r e s h o w n i n F i g u r e s 8 a n d 9

u s i n g t h e s a m e i n i t i a l c o n d i t i o n s a s i n t h e a du l t m o d e l a n d t h e a g e - s p e c i fi c v a l u e s fo r A,

s h o w n i n T a b l e 5 A p p r o x im a t e l y 3 . 3 % o f t h e o r i g i n a l d o s e w a s t r a n s f o r m ed t o F U D P a t 3

h o u r s a f t e r b o l u s a d m i n i s t r a t i o n o f F U . I n t h e s a m e m o d e l
,
a b o u t 0 . 6 % o f t h e o r i g i n a l d o s e

o f F U w a s c o n v e r t e d t o F d U M P b y 3 h o u r s .

4 .
4 R e s u l t s i n t h e 9 d a y o l d r a t m o d e l

U s i n g t h e p a r am e t e r s f o r t h e 9 d a y m o d e l g i v e n p r e v i o u s l y i n t h i s p a p e r ,
t h e F U D P

a n d th e Fd U M P w e r e e s t im a t e d f o r a 9 d a y o l d r a t . R e s u l t s a r e s h o w n i n F i g u r e s 1 0 a n d 1 1

u s i n g t h e s a m e i n i t i a l c o n di t i o n s a s i n t h e a d u l t m o d e l a n d t h e a g e - s p e c i f i c v a l u e s f o r A,

s h o w n i n T a b l e 5 A p p r o x i m a t e l y 5 . 0 % o f t h e o r i g i n a l d o s e w a s t r a n s f o r m e d t o F U D P a t 3

h o u r s a f t e r b o l u s a d m i n i s t r a t i o n o f F U . T h i s w a s t h e h i g h e s t l e v e l o f F U D P o f t h e f o u r

m o d e l s A b o u t 0 6 % o f t h e o r i g i n a l d o s e w a s F d U M P T h i s i s t h e s a m e p e r c e n t o f t h e

o r i g i n a l d o s e t h a t b e c o m e s F d U M P a s w a s p r e d i c t e d i n t h e 12 d a y m o d e l .

4 . 5 R e s u l t s i n t h e f e t a l r a t m o d e l

U s i n g th e e s t i m a t e d f e t a l p a r a m e t e r s
,
FU D P a n d F d U M P w e r e c a l c u l a t e d a s a p e r c e n t

o f t h e o r i g in a l d o s e u s i n g t h e fe t a l r a t m o d e l . R e s u l t s a r e s h o w n i n F i g u r e s 1 2 a n d 13 u s i n g

th e s a m e i n i t i a l c o n d i t i o n s a s i n t h e a d u l t m o d e l a n d t h e a g e
- s p e c i fi c v a l u e s f o r X s h o w n i n

T a b l e 5 . F U D P m a d e u p 2 . 5% o f t h e o r i g i n a l d o s e 3 h o u r s a f t e r b o l u s a d m i n i s t r a t i o n o f FU .

T h i s i s t h e l o w e s t v a l u e f o r F U D P o f t h e f o u r d e v e l o p m e n t a l s t a g e s c a l c u l a t e d . A s w o u l d b e

e x p e c t e d , t h e fe t a l c a l c u l a t i o n f o r F d U M P w a s t h e h i g h e s t o f t h e f o u r s t a g e s . F d U M P w a s

m e a s u r e d a s 0
.
8 % o f t h e o r i g i n a l d o s e a t 3 h o u r s a f t e r b o l u s a d m i n i s t r a t i o n o f F U .

4 1
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1 F U D P

0 0 9

0 0 5

0 0 0
0 0 0 3 0 0 6 0 0

H o u r s

9 0 0 1 2 0 0

F i g u r e 8 . T h e p r e d i c t e d a m o u n t o f FU D P f o r m e d b y m e t a b o l i s m
,
u s i n g th e 1 2 d a y o l d r a t

m o d e l , a s a f u n c t i o n o f t im e
,
w i t h a n a d m i n i s t e r e d d o s e o f F U = 1 u n i t .

4 2
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1 ; F d U MP

1 : 0 0 1

5 0 0 e
- 0 0 3

0 0 0
1 2 0 0

H o u r s

F i g u r e 9 T h e p r e d i c t e d a m o u n t o f F dU M P f o rm e d b y m e t a b o l i s m , u s i n g t h e 1 2 d a y o l d r a t

m o d e l , a s a f u n c t i o n o f t im e
,
w i t h a n a d m i n i s t e r e d d o s e o f F U = 1 u n i t .

4 3
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1 : F UD P

1; 0 09

0 0 5 .

0 0 0

H o u r s

1 2 0 0

F i g u r e 1 0 . T h e p r e d i c t e d a m o u n t o f F U D P fo r m e d b y m e t a b o l i s m
,
u s i n g t h e 9 d a y o l d r a t

m o d e l
,
a s a f u n c t i o n o f t im e

, w i t h a n a d m i n i s t e r e d d o s e o f F U = 1 u n i t .

4 4

NEATPAGEINFO:id=74EE344E-AEC5-44E4-A6A7-595E2D30E12D



1 : Fd U M P

1 : 9 0 0 e
- 0 0 3 _

4 5 0 e
- 0 0 3

0 0 0

1 2 0 0

H o u r s

F i g u r e 1 1 . T h e p r e d i c t e d a m o u n t o f F d U M P f o r m e d b y m e t a b o l i s m
,
u s i n g t h e 9 d a y o l d r a t

m o d e l , a s a f u n c t i o n o f t im e
,
w i t h a n a d m i n i s t e r e d d o s e o f FU = 1 u n i t .

4 5
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1 : F U D P

1 : 0 2 0

0 1 0

0 0 0

0 0 0 3 0 0 6 0 0

H o u r s

9 0 0 1 2 0 0

F i g u r e 12 . T h e p r e d i c t e d a m o u n t o f F U D P f o r m e d b y m e t a b o l i s m
,
u s i n g th e f e t a l r a t m o d e l ,

a s a f u n c t i o n o f t im e
,
w i t h a n a d m i n i s t e r e d d o s e o f F U = 1 u n i t .
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1 : F d U M P

1 : 0 0 1

1 : 5 0 0 e - 0 0 3

0 0 0

0 0 0 3 0 0 6 0 0

H o u r s

9 0 0
i

1 2 0 0

F i g u r e 1 3 . T h e p r e d i c t e d a m o u n t o f F d U M P f o r m e d b y m e t a b o l i s m , u s i n g t h e f e t a l r a t m o d e l ,

a s a f u n c t i o n o f t im e ,
w i t h a n a d m i n i s t e r e d d o s e o f F U = 1 u n i t .
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4 . 6 U n c e r t a i n t y a n d M o d e l A d j u s t m e n t s

T h e p r im a r y t e s t o f t h e m o d e l i s t h e a b i h t y t o f i t d a t a o n t h e m e a s u r e d a m o u n t o f

F d U M P i n th e U v e r f o l l o w i n g a n i n j e c t i o n o f F U (s i n c e F dU M P i s t h e d o s e m e t r i c f o r t h e

b i o l o g i c a l l y - b a s e d d o s e - r e s p o n s e m o d e l s ) . A s w a s n o t e d i n Se c t i o n 4 . 2
,
t h e r e i s a n

a p p r o x i m a t e 3 0 - f o l d o v e r e s t i m a t i o n o f t h e m e a s u r e d a m o u n t o f F U D P i n t h e l i v e r 3 h o u r s

a f t e r a d m i n i s t r a t i o n u s i n g t h e b a s e l i n e m o d e l (i . e . t h e m o d e l w h e r e a l l p a r a m e t e r s a r e f u l l y

c o n s t r a i n e d t o t h e v a l u e s fo u n d i n e x p e r im e n t s o n s u r r o g a t e s o f t h e i n d i v i d u a l r a t e c o n s t a n t s ) .

I n t h i s s e c t i o n
, p o s s i b l e a d j u s t m e n t s t o t h e m o d e l

, a n d t h e i r c o n s t r a i n t s d u e t o t h e d a t a u s e d t o

d e t e r m i n e t h e v a r i o u s r a t e c o n s t a n t s
,
a r e c o n s i d e r e d .

T h e r e a r e f o u r p o s s i b i l i t i e s t o a c c o u n t f o r t h e d i s c r e p a n c y b e tw e e n t h e b a s e l i n e m o d e l

p r e d i c t i o n s a n d t h e d a t a :

• T h e d a t a w e r e c o l l e c t e d i n c o r r e c t l y ,
o r d o n o t r e f le c t t h e c o n d i t i o n s a s s u m e d b y

t h e m o d e l . T h i s p o s s ib i l i t y i s n o t c o n s i d e r e d f u r t h e r h e r e , s i n c e t h e d a t a a r e

j u d g e d t o b e r e l e v a n t t o t h e m o d e l e d c i r c u m s t a n c e s .

• T h e m o d e l i s f o r m u l a t e d i n c o r r e c t l y . P a t h w a y s o f m e t a b o l i s m a r e m i s s i n g a n d / o r

p a t h w a y s h a v e b e e n i n c l u d e d i n a p p r o p r i a t e l y . T h i s p o s s i b i l i t y i s n o t c o n s i d e r e d

fu r t h e r h e r e
,
s i n c e t h e m o d e l a lr e a d y i n c o r p o r a t e s t h e a u t h o r

'

s b e s t j u d g e m e n t s o n

e a c h o f t h e s e i s s u e s

• T h e m o d e l i s f o r m u l a t e d c o r r e c t l y , b u t t h e k i n e t i c s o f s o m e o f t h e r e a c t i o n s a r e

n o t a p p r o x im a t e d a d e q u a t e l y b y f i r s t o r d e r k i n e t i c s (r e q u i r i n g M i c h a e l i s - M e n t o n

k i n e t i c s ) . T h i s p o s s i b i l i t y i s e x p l o r e d b e l o w .

• T h e m o d e l i s f o r m u l a t e d c o r r e c t l y ,
a n d t h e k i n e t i c s a r e d e s c r i b e d a d e qu a t e l y b y

f i r s t o r d e r r e a c t i o n s , b u t t h e p a r a m e t e r v a l u e s s h o w n i n T a b l e 5 a r e i n c o r r e c t

T h i s p o s s i b i l i t y i s e x p l o r e d b e l o w .

W i t h r e s p e c t t o m o d e l p a r a m e t e r s
,
i t s h o u l d f i r s t b e n o t e d th a t t h e r a t e c o n s t a n t s f o r

t h e t r a n s f o r m a t i o n s b e t w e e n 1 a n d 2
,
1 a n d 3 , 2 a n d 1 , a n d 2 a n d 3 a l l a r e o b t a i n e d f r o m

s t u d i e s i n w h i c h th e 6 8% c o n f i d e n c e i n t e r v a l o n t h e m e a s u r e d r e a c t i o n v e l o c i t y a r e w i t h i n

3 0% o f th e v a l u e u s e d i n c a l c u l a t i n g t h e r a t e c o n s t a n t s i n T a b l e 5 . T h i s im p l i e s t h a t t h e s e

l a m b d a v a l u e s a r e n o t a dj u s t a b l e b y m o r e t h a n a p p r o x im a t e l y 6 0% (th e 9 5% c o n f i d en c e

4 8
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i n t e r v a l ) w i t h o u t p l a c i n g t h em o u t s i d e t h e c o n f i d e n c e i n t e r v a l s f o r t h e i n d i v i du a l

m e a s u r e m e n t s A s a f i r s t s t e p ,
t h e s e 4 r a t e c o n s t a n t s w e r e e a c h a dj u s t e d b y u p t o 6 0 % t o

p r o v i d e a b e t t e r fi t o f t h e m o d e l t o t h e 3 h o u r d a t a p o i n t . I n p a r t i c u l a r , t h e r a t e c o n s t a n t f r o m

2 t o 1 w a s i n c r e a s e d a n d t h e o t h e r 3 r a t e c o n s t a n t s w e r e d e c r e a s e d . W i t h t h e s e c h a n g e s
,
t h e

p r e d i c t e d c u r v e o f F U D P a s a f u n c t i o n o f t im e i s a s s h o w n i n F i g u r e 1 4 . N e x t
,
t h e s a m e 4

r a t e c o n s t a n t s w e r e a dj u s t e d b y u p t o 3 0 % t o l o o k a t t h e 6 8 % c o n fi d e n c e i n t e r v a l . W i t h th i s

c h a n g e m a d e i n t h e m o d e l
,
t h e p r e d i c t e d c u r v e o f F U D P a s a f u n c t i o n o f t i m e i s s h o w n i n

F i g u r e 1 5 .

C o n s i d e r n e x t t h e r e l a t i v e f r a c t i o n o f FU g o i n g t o w a r d s t h e c a t a b o l i c p a t h w a y s r a t h e r

t h a n a n a b o l i c p a t h w a y s G i v e n t h e p a r a m e t e r v a l u e s i n T a b l e 5
,
t h e f r a c t i o n p r e d i c t e d b y th e

m o d e l i s a p p r o x im a t e l y 0 7 . T h e e x i s t i n g d a t a
,
h o w e v e r

,
s u g g e s t t h i s f r a c t i o n i s b e t w e e n 0 . 7

a n d 0
. 9 5 . I f i n s t e a d o f u s i n g t h e s t u d y b y N a g u i b e t a l . ( 1 9 8 5 ) t o d e t e r m in e t h e r a t e c o n s t a n t

f o r t h e c a t a b o l i c p a t h w a y s
,
o n e u s e s t h e a s s u m p t i o n t h a t t h e f r a c t i o n g o i n g b y c a t a b o l i s m

s h o u l d b e 0 . 9 5 (r a t h e r t h a n 0 7 ) ,
t h e r a t e c o n s t a n t f o r c a t a b o l i s m o f F U s h o u l d b e 4 0 h r

"

\

W i t h t h i s c h a n g e m a d e i n t h e m o d e l , t h e p r e d i c t e d c u r v e o f F U D P a s a fu n c t i o n o f t im e i s a s

s h o w n i n F i g u r e 16

A n o t h e r p o s s i b i l i t y i s t h a t t h e r a t e c o n s t a n t f o r t r a n s f o r m a t i o n f r o m F U M P t o F U D P

h a s b e e n o v e r e s t im a t e d
,
s i n c e i t w a s a s s u m e d e q u a l t o t h e m e a s u r e d v a l u e o f t h e r a t e c o n s t a n t

f o r a d d i n g a s i n g l e p h o s p h a t e t o a d i p h o s p h a t e (R o s k s o s k i
,
19 9 6 ) . W h i l e ^ , 3 4 r e p r e s e n t s

F U M P - ^ F U D P , t h e d a t a u s e d t o e s t i m a t e t h e r a t e c o n s t a n t s f o r N D P K w e r e m e a s u r e d u s i n g

t h e G D P - ^ G T P (K im u r a e t a l . 1 9 8 5 ) T h e e n e r g y r e q u i r e d t o a d d a s i n g l e p h o s p h a t e t o a

m o n o p h o s p h a t e ,
h o w e v e r ,

s h o u l d b e h i g h e r ,
im p l y i n g t h e r a t e c o n s t a n t f o r t h e t r a n s f o r m a t i o n

f r o m F U M P t o F U D P s h o u l d b e lo w e r . T h e r a t e c o n s t a n t fi -

o m F U M P t o F U D P , t h e r e fo r e ,

w a s a dj u s t e d d o w n w a r d s s y s t em a t i c a l l y t o fi n d a v a l u e f o r F U D P a t 3 h o u r s t h a t i s i n

a gr e e m e n t w i t h th e m e a s u r e d v a l u e o f 0 . 0 0 16 . I t w a s n e c e s s a r y t o r e d u c e t h i s r a t e c o n s t a n t

fi -

o m 0 . 5 3 hr
" ^
t o 0 . 0 1 h r

" '
. T h e r e s u l t i n g g r a p h i s s h o w n i n F i g u r e 17 .

A n a d d i t i o n a l p o s s i b i l i t y i s t h a t t h e 4 r a t e c o n s t a n t s f o r t h e t r a n s f o r m a t i o n s b e tw e e n 1

a n d 2
, 1 a n d 3 ,

2 a n d 1
, a n d 2 a n d 3 , a n d t h e r a t e c o n s t a n t f o r a d d i n g a s i n g l e p h o s p h a t e t o a

di p h o s p h a t e h a v e b e e n im p r o p e r l y e s t im a t e d . T h e 4 r a t e c o n s t a n t s w e r e a dj u s t e d b y u p t o

3 0 % t o p r o v i d e a b e t t e r fi t o f t h e m o d e l t o t h e 3 h o u r d a t a p o i n t I n p a r t i c u l a r , t h e r a t e

c o n s t a n t f r o m 2 t o 1 w a s i n c r e a s e d a n d t h e o t h e r 3 r a t e c o n s t a n t s w e r e d e c r e a s e d . T h e r a t e
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c o n s t a n t f r o m F U M P t o F U D P w a s a dj u s t e d d o w n b y a f a c t o r o f 1 0 (t o a c c o u n t f o r t h e

di f f e r e n c e i n e n e r g y r e q u i r e m e n t ) . W i t h t h e s e c h a n g e s m a d e i n t h e m o d e l
,
t h e p r e d i c t e d

c u r v e o f F U D P a s a fu n c t i o n o f t im e i s a s s h o w n i n F i g u r e 18 . T h e a m o u n t o f F U D P

p r e d i c t e d a t 3 h o u r s w a s p r e d i c t e d t o b e 0 . 0 0 5

N e x t
,
t h e 4 r a t e c o n s t a n t s w e r e a d j u s t e d b y u p t o 6 0 % t o p r o v i d e a b e t t e r f i t o f t h e

m o d e l t o t h e 3 h o u r d a t a p o i n t T h e r a t e c o n s t a n t fr o m 2 t o 1 w a s i n c r e a s e d a n d t h e o t h e r 3

r a t e c o n s t a n t s w e r e d e c r e a s e d T h e r a t e c o n s t a n t f r o m F U M P t o F U D P w a s a dj u s t e d d o w n b y

a f a c t o r o f 1 0 . Wi t h t h e s e c h a n g e s m a d e i n t h e m o d e l , t h e p r e d i c t e d c u r v e o f F U D P a s a

f u n c t i o n o f t i m e i s a s s h o w n i n F i g u r e 1 9 T h e a m o u n t o f F U D P p r e d i c t e d a t 3 h o u r s w a s

p r e d i c t e d t o b e 0 . 0 0 2 3
,
w h i c h i s w i t h i n t h e 9 5% c o n f i d e n c e l i m i t s o f t h e m e a s u r e d v a l u e .

T h i s s e t o f a dj u s t e d r a t e c o n s t a n t s p r o v i d e s t h e b e s t e s t i m a t e o f F U D P f o r t h i s m o d e l .

5 0
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1 : F U D P

0 0 2

0 0 1 .

0 0 0
1 2 0 0

Ho u r s

F i g u r e 1 4 . P r e d i c t e d c u r v e o f F U D P a f t e r a dj u s t i n g t h e r a t e c o n s t a n t s b y 6 0 % . L I 2
,

L 1 3
,
a n d L 2 3 w e r e d e c r e a s e d b y 6 0 % ,

w h i l e L 2 1 w a s i n c r e a s e d b y 6 0 % A d j u s t i n g

t h e s e f o u r l am b d a v a l u e s c h a n g e d t h e 3 h o u r F U D P p r e d i c t i o n f r o m t h e o r i g i n a l 0 0 4 ^

t o 0 . 0 12 .
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1 : F U D P

1 : 0 0 3 _

0 0 2 .

0 0 0

0 0 0 3 0 0

■ + -

6 0 0

H o u r s

9 0 0 1 2 0 0

F i g u r e 1 5 . P r e d i c t e d c u r v e o f F U D P a ft e r a dj u s t i n g t h e 4 r a t e c o n s t a n t s b y 3 0 % . L 12
,
L 1 3

,

a n d L 2 3 w e r e d e c r e a s e d b y 3 0%
,
w h i l e L 2 1 w a s i n c r e a s e d b y 3 0%) A dj u s t i n g t h e s e f o u r

l a m b d a v a l u e s c h a n g e d t h e 3 h o u r F U D P p r e d i c t i o n fr o m t h e o r i g i n a l 0 . 0 4 8 t o 0 . 0 2 7 .
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1 : FU D P

7 0 0 6 - 0 0 3 ^

3 5 0 e - 0 0 3 .

0 00

H o u r s

1 2 0 0

F i g u r e 1 6 . T h e p r e d i c t e d c u r v e o f F U D P a f t e r a dj u s t i n g t h e L c a t s o t h a t 9 5 % o f F U i s g o i n g

t h e c a t a b o h s m p a t h w a y . A dj u s t i n g t h i s p a r a m e t e r c h a n g e d t h e 3 h o u r F U D P p r e d i c t i o n f r o m

t h e o r i g i n a l 0 0 4 8 t o 0 0 0 6
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3 0 0 e - 0 0 3 -

1 5 0 e - 00 3 .

0 0 0

12 0 0

H o u r s

F i g u r e 1 7 . T h e r e s u l t i n g g r a p h o f F U D P a f t e r a dj u s t i n g A. 3 4 (F U MP t o F U D P ) d o w n w a r d s

s y s t e m a t i c a l l y t o f i n d a v a l u e f o r F U D P a t 3 h o u r s t h a t i s i n a g r e e m e n t w i t h th e m e a s u r e d

v a l u e o f 0 . 0 0 16 . T h e v a l u e u s e d f o r X2, 4 w a s 0 . 0 1 hr
'

.
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1 : F U D P

1 : 6 0 0 e
- 0 0 3 _

1 : 3 0 0 e - 0 0 3 .

0 0 0

0 0 0 3 0 0 6 0 0

H o u r s

9 0 0 1 2 0 0

F i g u r e 18 . T h e r e s u l t i n g gr a p h o f F U D P a f t e r a dj u s t i n g A, 3 4 (F U M P t o F U D P ) d o w n w a r d s b y

a f a c t o r o f 10 a n d a dj u s t i n g L 12
,
L 13

,
a n d L 2 3 d o w n b y 3 0 % ,

a n d L 2 1 u p b y 3 0 % . T h e

p r e d i c t e d a m o u n t o f F U D P a t 3 h o u r s w a s 0 . 0 0 5 .
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1 : F U D P

3 0 0 e - 00 3 .

1 5 0 e - 0 0 3 .

0 0 0 .

0 0 0 3 0 0 6 0 0

H o u r s

9 0 0 1 2 0 0

F i g u r e 19 . T h e r e s u l t i n g g r a p h o f F U D P a f t e r a dj u s t i n g ^ 3 4 (F U M P t o F U D P ) d o w n w a r d s b y

a f a c t o r o f 10 a n d a dj u s t i n g L 12 , L 1 3 , a n d L 2 3 d o w n b y 6 0 % ,
a n d L 2 1 u p b y 6 0 % T h e

p r e d i c t e d a m o u n t o f F U D P a t 3 h o u r s w a s 0 . 0 0 2 3
,
w h i c h i s w i t h i n t h e 9 5 % c o n f i d e n c e o f t h e

m e a s u r e d v a l u e o f 0 . 0 0 16 .
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4 . 7 S e n s i t i v i t y a n a l y s i s

E a c h m o d e l w a s r u n w i th t h e o r i g i n a l p a r a m e t e r v a l u e (f r o m T a b l e 5 ) , c o n s t i t u t i n g a

b a s e l i n e v a l u e , a s w e l l a s a r a t e c o n s t a n t t h a t i s 5 0% a b o v e a n d 5 0% b e l o w th e o r i g i n a l

p a r a m e t e r . T h i s w a s d o n e t o e a c h p a r a m e t e r w i t h a l l o t h e r p a r a m e t e r s r e m a i n i n g a t t h e

o r i g i n a l v a l u e s T h e p u r p o s e o f t h i s e x e r c i s e w a s t o s e e i f o n e p a r a m e t e r a f f e c t e d t h e o v e r a l l

m o d e l p r e d i c t i o n s m o r e t h a n t h e o t h e r s , w h i c h w o u l d d i r e c t f u t u r e r e s e a r c h t o w a r d s

i m p r o v i n g t h o s e p a r a m e t e r s c o n t r i b u t i n g m o s t s i g n i f i c a n t l y t o u n c e r t a i n t y i n m o d e l

p r e d i c t i o n s . T a b l e 6 c o n t a i n s t h e v a l u e s t h a t w e r e u s e d fo r t h e s e n s i t i v i t y a n a l y s i s f o r e a c h o f

t h e m o d e l r u n s . T a b l e 7 s h o w s th e c h a n g e s s e e n i n p r e di c t e d F d U M P a f t e r 3 h o u r s u n d e r

e a c h s e t o f p a r a m e t e r v a l u e s . T h e m e a s u r e o f s e n s i t i v i t y f o r a p a r a m e t e r w a s t h e a b s o l u t e

v a l u e o f t h e d i f f e r e n c e i n m o d e l p r e d i c t i o n s b e t w e e n t h e c a s e s i n w h i c h t h e p a r a m e t e r w a s

i n c r e a s e d b y 5 0%) a n d d e c r e a s e d b y 50 % . C h a n g e s i n a s p e c i f i c A, v a l u e t h a t p r o du c e d a 1 %

c h a n g e o r g r e a t e r i n p r e d i c t e d F d U M P w e r e a s s i g n e d a +
,
w h i l e a - w a s a s s i g n e d t o c h a n g e s

o f l e s s t h a n 1%>. A m i n u s s i g n d o e s n o t m e a n t h a t n o c h a n g e w a s m e a s u r e d f o r t h a t s p e c i fi c

l am b d a v a l u e
,
o n l y t h a t i f o n e w a s m e a s u r e d i t w a s l e s s t h a n 1% .

T a b l e 6 .
L a m b d a v a l u e s f o r s e n s i t i v i t y a n a l y s i s (5 0 %) o f o r i g i n a l l a m b d a v a l u e w a s s u b t r a c t e d

(d o w n ) f r o m o r a d d e d (u p ) t o t h e b a s e l i n e l am b d a v a l u e f r o m T a b l e 5 ) (L am b d a P

r e p r e s e n t s L 3 4
,
L 4 5

,
L 9 10

,
a n d L 9 8)

O P R T

L a m bd a 1 -

U P

L a m bd a 1 - 2

U P

L a m b d a 2 - 1

U K

L a m b d a 2 - 3

R R

L a m bd a 4 - 9

N D P K

L a m bd a P

D P D

L a m b d a o u t

fe ta l

d a y 9

d a y 1 2

a d u l t

d o w n

u p

d o w n

u p

d o w n

u p

d o w n

u p

0 30 0 3

0 . 9 0 0 9

0 19 53

0 5 8 5 9

0
. 2 2 5 1

0 6 7 5 3

0 1 0 5 0

0 3 1 5 0

2 8 1 7 0

8 4 5 0 9

1 83 2 0

5 4 9 5 9

2 1 1 18

6 3 3 5 3

0 9 8 5 0

2 9 5 5 0

2 5 5 96

7 6 7 8 7

1 6 6 4 6

4 9 9 3 7

1 . 9 1 8 8

5 7 5 6 5

0 8 9 5 0

2 6 8 5 0

1 0 8 6 7

3 2 6 0 2

0 70 6 7

2 12 0 2

0 8 1 4 7

2 4 4 4 1

0 38 0 0

1 14 0 0

0 0 5 1 5

0 1 5 4 4

0 03 3 5

0 10 0 4

0 0 38 6

0 1 1 5 8

0 0 1 8 0

0 0 5 4 0

0 7 5 7 9

2 2 7 3 6

0 4 9 2 9

1 4 7 8 6

0 5 68 1

1 7 0 4 4

0 2 6 5 0

0 7 9 5 0

2 4 0 0 0

7 2 0 0 0

2 4 00 0

7 2 0 0 0

2 4 00 0

7 2 00 0

2 4 0 0 0

7 2 0 0 0

57
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T a b l e 7 . T h e a b s o l u t e v a l u e o f t h e d i f f e r e n c e i n t h e a m o u n t o f F d U M P m e a s u r e d a t 3 h o u r s

w h e n u s i n g t h e l a m b d a v a l u e s f r o m T a b l e 6 i n t h e m o d e l s . T h e p l u s s i g n r e p r e s e n t t h o s e

w h i c h h a d a d i f f e r e n c e o f 0 . 0 1 o r g r e a t e r ,
a n d t h e m i n u s s i g n r e p r e s e n t s t h o s e w h i c h h a d a

d i f f e r e n c e o f l e s s t h a n 0 . 0 1 . N o m e a s u r e d d i f f e r e n c e w a s g r e a t e r t h a n 0 . 0 1 .

a g e L I - 3 L 1 - 2 L 2 - 1 L 2 - 3 L 4 - 9 L 3 - 4 L 4 - 5 L 9 - 10 L 9 - 8 L c a t

fe t a l

d a y 9

d a y 1 2

a d u l t

•

U s i n g th e r e s u l t s o f t h e s e n s i t i v i t y a n a l y s i s , i t m a y b e s e e n t h a t e a c h m o d e l (i . e . t h e

m o d e l s a t d i f f e r e n t a g e s ) w a s m o s t s e n s i t i v e t o d i f f e r e n t p a r a m e t e r s . H o w e v e r
,
t h i s a n a l y s i s

i n d i c a t e s t h a t t h e m o d e l i s m o s t c o n s i s t e n t l y s e n s i t i v e t o t h e r a t e c o n s t a n t f o r ri b o n u c l e o t i d e

r e d u c t a s e (R R ,
L a m b d a 4 - 9 ) . T h e e n z y m e th a t c o n v e rt s F U D P t o F d U D P

,
w h e r e i t i s t h e n

a v a i l a b l e t o b e c o m e F d U M P
,
i s t h e p r o c e s s w h i c h h a s t h e g r e a t e s t im p a c t o n t h e a m o u n t o f

F d U M P p r o d u c e d T h i s s e n s i t i v i t y a n a l y s i s s u g g e s t s f u rt h e r i n v e s t i g a t i o n i n a l m o s t a l l o f t h e

p a r a m e t e r s , w i t h a f o c u s i n i t i a l l y o n t h e ri b o n u c l e o t i d e r e d u c t a s e e n z y m e p r o c e s s f o l l o w e d i n

o r d e r b y t h e U P
,
U K , N D P K

,
a n d D P D p r o c e s s e s .
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C h a p t e r 5 . C o n c l u s i o n s

5 . 1 S u m m a r y o f m e t a b o l i s m m o d e l

T h e m e t a b o l i s m m o d e l p r e s e n t e d i n t h i s p a p e r w a s c r e a t e d t o d e t e r m i n e t h e a m o u n t

o f F d U M P t h a t i s f o r m e d w h e n F U i s i n t r o d u c e d i n t o t h e l i v e r o f a r a t . T h e a d u l t r a t m o d e l

e s t im a t e d t h a t 4 . 8 % o f t h e o r i g i n a l d o s e b e c a m e F U D P a t 3 h o u r s a f t e r e x p o s u r e
,
w h i l e t h e

a v a i l a b l e d a t a i n d i c a t e c l o s e r t o 0 . 1 6 % T h e r e f o r e , t h i s b a s e l i n e m o d e l (f u l l y c o n s t r a i n e d b y

i n d i v i d u a l m e a s u r e d v a l u e s f o r s u r r o g a t e s o f t h e v a r i o u s r a t e c o n s t a n t s ) e s t i m a t e d 30 f o l d

m o r e F U D P th a n w a s a c t u a l l y m e a s u r e d (A r e l l a n o e t a l . 1 9 9 7 ) . U s i n g t h e s a m e m o d e l
,
i t

w a s e s t i m a t e d th a t 0 1% o f t h e o r i g i n a l d o s e o f F U w o u l d h a v e b e e n m e t a b o l i z e d t o F d U MP

3 h o u r s a f t e r t h e e x p o s u r e . T h e m o d e l o f t h e 12 d a y o l d r a t a n d th e 9 d a y o l d r a t f o u n d th a t

a b o u t 0 . 6 %) o f t h e o r i g i n a l d o s e b e c a m e F dU M P . F d U M P w a s c a l c u l a t e d a t 0 . 8 %) o f t h e

o r i g i n a l d o s e a f t e r 3 h o u r s i n t h e fe t a l r a t m o d e l .

E v e n g i v e n t h e n a t u r e o f m o d e l i n g u s i n g b i o l o g i c a l d a t a f r o m n u m e r o u s s o u r c e s
,
a 3 0

f o l d o v e r e s t im a t i o n i s t o o l a r g e t o b e i g n o r e d . A s a r e s u l t , s e v e r a l p l a u s i b l e a dj u s t m e n t s t o

m o d e l p a r am e t e r s w e r e m a d e t o d e t e r m i n e i f a b e t t e r f i t c o u l d b e o b t a i n e d w i t h o u t e x c e e di n g

th e e r r o r b a r s o n a n y s i n g l e m e a s u r e m e n t o f a s u r r o g a t e r a t e c o n s t a n t Se v e r a l s e t s o f

a dj u s tm e n t s w e r e e x a m i n e d :

• T h e r a t e c o n s t a n t s f o r t h e t r a n s f o r m a t i o n s b e t w e e n 1 a n d 2
,
1 a n d 3

,
2 a n d 1

,
a n d 2 a n d 3

w e r e a dj u s t e d b y 3 0%) (w i t h i n t h e 6 8% c o n f i d e n c e i n t e r v a l e n -

o r b a r s f o r t h e d a t a o n

w h i c h th e s e r a t e c o n s t a n t s m a y b e d e t e r m i n e d i n d e p e n d e n t l y ) a n d th e n b y 6 0% (w i th i n

t h e 9 5%) c o n f i d e n c e i n t e r v a l e r r o r b a r s ) . I n p a r t i c u l a r ,
t h e r a t e c o n s t a n t f o r 2 t o 1 w a s

i n c r e a s e d a n d t h e o t h e r 3 r a t e c o n s t a n t s w e r e d e c r e a s e d .

• T h e r a t e c o n s t a n t f o r t h e t r an s f o r m a t i o n b e tw e e n 3 a n d 4 w a s d e c r e a s e d b a s e d o n t h e

c o n c e p t t h a t t h e e n e r g y r e q u i r e d t o a d d a s i n g l e p h o s p h a t e t o a m o n o p h o s p h a t e w o u l d b e

h i g h e r t h a n a d d in g a s i n g l e p h o s p h a t e t o a d i p h o s p h a t e . T h i s h i g h e r e n e r g y n e e d s h o u l d

t h e n im p l y t h a t t h e r a t e c o n s t a n t i s l o w e r f o r t h e a d d i t i o n t o t h e m o n o p h o s p h a t e .

• T h e r a t e c o n s t a n t f o r t h e c a t a b o l i c p a t h w a y w a s i n c r e a s e d t o p r o d u c e a p r e d i c t i o n o f 9 5%

o f t h e F U g o i n g b y t h e c a t a b o h c p a t h w a y s (a n d 5% b y t h e a n a b o l i c p a t h w a y s ) .
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A c o m b i n a t i o n o f t h e fi r s t tw o c h a n g e s a b o v e p r o d u c e d th e b e s t e s t i m a t i o n o f F U D P

p r o d u c t i o n . W h e n a dj u s t i n g th e 4 r a t e c o n s t a n t s m e n t i o n e d i n t h e fi r s t b u l l e t b y 6 0% a n d th e

r a t e c o n s t a n t f o r t h e t r a n s f o r m a t i o n b e t w e e n 3 a n d 4 b y a f a c t o r o f t e n
,
t h e a m o u n t o f FU D P

p r e d i c t e d b y t h e m o d e l w a s w i t h i n t h e 9 5 % c o n fi d e n c e l im i t s o f t h e m e a s u r e d v a l u e f r o m

A r e l l a n o e t a l (1 9 9 7 ) . Si n c e t h i s c o m b i n a t i o n o f a dj u s t m e n t s p r o d u c e s r a t e c o n s t a n t s t h a t a r e

a l l c o n s i s t e n t w i t h t h e e x p e r im e n t a l d a t a (a t l e a s t w i t h i n t h e 9 5 % c o n f i d e n c e b o u n d s o n t h o s e

d a t a , a n d w i t h i n t h e a s s u m p t i o n t h a t a d d i n g a fi r s t p h o s p h a t e r e q u i r e s s i g n i f i c a n t l y g r e a t e r

e n e r g y t h a n a d di n g s u b s e q u e n t p h o s p h a t e s ) , i t s e em s r e a s o n a b l e t o c o n c l u d e t h a t t h e m o d e l i s

c a p a b l e o f r e a s o n a b l e a dj u s t m e n t t o fi t t h e d a t a o n F U D P p r o d u c t i o n .

T h e r e a r e m a n y p o s s i b l e r e a s o n s f o r a n y r e s i d u a l d i f f e r e n c e s b e t w e e n m o d e l

p r e d i c t i o n s a n d m e a s u r e d v a l u e s o f F U D P . I t i s p o s s i b l e t h a t t h e e n z y m e a c t i v i t y d a t a w a s

c o l l e c t e d i n c o r r e c t l y f r o m th e l a b o r a t o r y s t u d i e s . P a t h w a y s b e i n g a d d e d o r l e f t o u t o f t h e

m o d e l c o u l d b e a n o t h e r s o u r c e o f e r r o r . T h e c o n c e r n a b o u t w h a t k i n e t i c s t o u s e h a s b e e n

di s c u s s e d a s a n a r e a o f c o n c e r n . C a l c u l a t i o n s t o d e t e r m i n e t h e p a r a m e t e r v a l u e s c o u l d a l s o

b e q u e s t i o n e d .

T h e m o d e l p r e s e n t e d i n t h i s p a p e r r e p r e s e n t e d m o s t , b u t n o t a l l o f t h e k n o w n

p r o c e s s e s o f F U m e t a b o l i s m . A s m e n t i o n e d e a r l i e r
,
t h e b a c k fl o w w a s s p e c i fi c a l l y m e a s u r e d

in o n l y o n e r e a c t i o n
. A s s u m i n g th e a m o u n t o f fi n a l p r o d u c t w i l l t a k e t h i s i n t o c o n s i d e r a t i o n

do e s n o t p r o v i d e t h e a c t u a l a m o u n t o f m e t a b o l i t e s t h a t c o n v e r t b a c k t o t h e p a r e n t c o m p o u n d

T h i s m o d e l r e p r e s e n t s k n o w n p r o c e s s e s a s w e l l a s p o s s i b l e g i v e n t h e a s s u m p t i o n s m a d e a n d

t h e d a t a a v a i l a b l e

T h e g r o u p w h i c h m e a s u r e d t h e 0 . 16% v a l u e (A r e l l a n o e t a l . 1 9 9 7 ) p e r f o r m e d th e t e s t s

o n a n i s o l a t e d r a t l i v e r
,
w h i l e m o s t o f t h e s t u d i e s f r o m w h i c h th e p a r a m e t e r s c am e u s e d

h o m o g e n i z e d r a t l i v e r o r r a t h v e r c e l l s T h e l im i t e d a c c e s s o f t h e e n t i r e l i v e r t o t h e F U i n t h e

e x p o s u r e s o l u t i o n c o u l d th e n p r o d u c e a s m a l l e r a m o u n t o f m e t a b o l i t e s A s w a s m e n t i o n e d

e a r l i e r ,
t h e K u p f fe r c e l l s o f t h e l i v e r h a v e t h e h i gh e s t l e v e l o f U P a c t i v i t y T h e K u p f f e r c e l l s

t e n d t o a d h e r e t o t h e e n d o t h e l i a l l i n i n g ,
t h e r e f o r e t h e y w o u l d m o r e a c c e s s i b l e w i t h l i v e r

h o m o g e n a t e o r l i v e r c e l l s t h a n i n a w h o l e l i v e r (L i u e t a l 1 9 9 8 ) .

I t c o u l d b e a s s u m e d f r o m th e r e s u h s o f t h e m o d e l p r e s e n t e d i n t h i s p a p e r t h a t t h e f e t a l

r a t w o u l d h a v e t h e m o s t d a m a g e d u e t o F d U M P c o m p l i c a t i o n s
,
s u c h a s T S i n h i b i t i o n

.
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c o m p a r e d t o t h e o t h e r t h r e e s t a g e s o f d e v e l o p m e n t T h i s i s s u p p o r t e d b y t h e s e n s i t i v i t y

a n a l y s i s w h i c h f o u n d t h e e n z y m e w h i c h c o n v e r t s F U D P t o F d U D P
,
w h e r e i t i s t h e n a v a i l a b l e

t o b e c o m e F d U M P , a s t h e p r o c e s s w h i c h h a s t h e g r e a t e s t im p a c t o n t h e a m o u n t o f F d U M P

p r o d u c e d i n m o s t o f t h e m o d e l s I n g e n e r a l ,
a v e r y s m a l l p e r c e n t a g e o f t h e F U d o s e a c t u a l l y

b e c o m e s t h e m e t a b o l i t e F d U M P .

T h e r e a r e d e fi n i t e q u e s t i o n s s u r r o u n d i n g t h e m o d e l p r e s e n t e d i n t h i s p a p e r

N u m e r o u s a s s u m p t i o n s w e r e m a d e d e a l i n g w i t h t h e p a r a m e t e r s T h e m a j o r r e a s o n f o r t h e

a s s u m p t i o n s w a s t h e l a c k o f b e t t e r d a t a . E a c h e n z y m e w a s r e p r e s e n t e d b y a c t u a l a c t i v i t y

m e a s u r e m e n t s ,
n o n e w e r e e s t im a t e d .

T h e r e fo r e , t h e r a t e s w e r e b a s e d o n m e a s u r e m e n t s m a d e

u s i n g t h e l i v e r o f l a b o r a t o r y r a t s . T h e p a r a m e t e r s t h a t w e n t i n t o t h i s m o d e l w e r e c a l c u l a t e d

f r o m th e b e s t i n f o r m a t i o n c u r r e n t l y a v a i l a b l e .

T h i s m e t a b o l i s m m o d e l w a s c r e a t e d t o s t u d y t h e e n z y m e p r o c e s s i n o n e s p e c i e s . T h e

im m e d i a t e g o a l o f t h i s m o d e l w a s t o d e t e r m i n e h o w m u c h o f t h e m e t a b o l i t e F d U M P w a s

f o r m e d i n t h e r a t l i v e r T h e b i g g e r p u r p o s e ,
a s w a s e x p l a i n e d i n d e t a i l i n t h e I n t r o d u c t i o n

,
i s

t o l o o k a t t h e u s e f u l n e s s o f m o d e l i n g t o s t u d y n u c l e o t i d e s y n t h e s i s i n h i b i t o r s . A s f o r t h e

k i n e t i c s i s s u e , t h e a m o u n t o f m e t a b o l i t e f o r m e d i s r e l a t e d t o t h e c o n c e n t r a t i o n o f F U b e c a u s e

t h e m o d e l w a s d o n e i n f i r s t o r d e r A l t h o u g h th e u s e o f fi r s t o r d e r k i n e t i c s i s qu e s t i o n a b l e
,
i t

c a n b e j u s t i f i e d s o m e w h a t b y t h e d o s e - r e s p o n s e d a t a . T h e o v e r a l l d o s e - r e s p o n s e r e l a t i o n s h i p

o f t h e a m o u n t o f FU g i v e n t o a t e s t a n im a l a n d t h e a m o u n t o f T S in h i b i t i o n s e e n i s l i n e a r a t

l o w d o s e s (S e t z e r
,
u n p u b l i s h e d )

T h e m a j o r s t r e n g t h o f t h i s F U a n a b o l i s m m o d e l i s t h a t i t i s t h e fi r s t o f i t s k i n d .

A l t h o u gh F U h a s b e e n s t u d i e d fo r m a n y y e a r s
,
t h e f o c u s t e n d s t o b e o n t h e c a t a b o l i s m T h i s

i s e v i d e n t w h e n l o o k i n g a t t h e e x i s t i n g m o d e l s f o r F U .
A l l m o d e l s a v a i l a b l e d e a l t w i t h th e

c a t a b o l i s m T h i s m o d e l i s d e f i n i t e l y a r o u g h s k e t c h o f w h a t i s a c t u a l l y n e e d e d
,
b u t i t i s a fi r s t

a t t e m p t . N o w t h a t a m e t a b o l i s m m o d e l h a s b e e n c r e a t e d f o r F U f o c u s i n g o n t h e a n a b o Ks m , i t

i s m o r e e v i d e n t w h e r e fu r t h e r r e s e a r c h i s n e e d e d .

5 . 2 D a t a g a p s a n d l i m i t a t i o n s

T h e m a j o r d a t a g a p s i n t h e m e t a b o l i s m m o d e l p r e s e n t e d i n t h i s p a p e r c a n b e fo u n d i n

t h e e n z y m e r e a c t i o n r a t e s Sp e c i fi c a l l y ,
r i b o n u c l e o t i d e r e d u c t a s e a c t i v i t y n e e d s t o b e

m e a s u r e d w i t h F U a s t h e s u b s t r a t e
, g i v e n t h e im p o r t a n c e o f t h i s p r o c e s s s h o w n b y t h e
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s e n s i t i v i t y a n a l y s i s M o r e k n o w l e d g e i s n e e d e d t o u n d e r s t a n d t h e p h o s p h o r y l a t i o n r a t e s a n d

h o w t h e y d i f f e r b e t w e e n m o n o p h o s p h a t e s ,
di p h o s p h a t e s

,
a n d t r i p h o s p h a t e s . I t w o u l d b e

b e n e f i c i a l t o h a v e a b e t t e r p i c t u r e o f t h e p a t h i n w h i c h FU m o s t c o mm o n l y t r a v e l s , a s w e l l a s

i f t h y m i d i n e p h o s p h o r y l a s e a n d t h y m i d i n e k i n a s e p l a y a s i gn i f i c a n t r o l e i n t h e F d U M P

p r o d u c t i o n w h i c h o c c u r s i n t h e r a t l i v e r . D u e t o a l a c k o f a v a i l a b l e i n f o r m a t i o n o n t h e

e n z y m e r e a c t i o n r a t e s
,
F U w a s n o t a l w a y s t h e p r o du c t u s e d i n t h e e n z y m e r e a c t i o n s

p e r f o r m e d i n l a b o r a t o r y s t u di e s w h e r e t h e r a t e s w e r e m e a s u r e d . A l l o f t h e s e t h i n g s , i f

im p r o v e d u p o n
,
w o u l d m a k e a s t r o n g e r a n d m o r e a c c u r a t e m o d e l .

T h e m a i n l i m i t a t i o n i n u n d e r s t a n d i n g t h e m e t a b o l i s m o f F U c o n c e r n s t h e b a c k - f lo w

f r o m m e t a b o l i t e s t o t h e p a r e n t c o m p o u n d . M o s t o f t h e r e a c t i o n s i n t h i s m e t a b o l i s m m o d e l

a r e r e v e r s i b l e . L i m i t e d i n f o r m a t i o n w a s a v a i l a b l e i n t h e l i t e r a t u r e o n t h i s s u bj e c t .

5 . 3 S u g g e s t i o n s f o r f u t u r e s t u d i e s

A n im p o r t a n t i s s u e t h a t m u s t b e a d dr e s s e d b e f o r e t h i s m o d e l i s im p r o v e d u p o n i s t h e

u s e o f f i r s t o r d e r k i n e t i c s . M o s t o f t h e p a r a m e t e r s u s e d i n t h i s m o d e l w e r e m e a s u r e d w i t h

l o w F U c o n c e n t r a t i o n s u s e d i n t h e r e a c t i o n . H o w e v e r
,
a s m e n t i o n e d e a r l i e r

,
t h e Sc h w a r t z e t

a l d a t a ( 19 8 5 ) w a s n o t W h e n D r . P a u l i n e Sc h w a r t z w a s c o n t a c t e d , s h e b e l i e v e d t h a t t h e

a c t i v i t i e s p r o v i d e d i n Sc h w a r t z e t a l ( 1 9 8 5 ) a r e c l o s e t o t h e V m a x . W i t h t h i s i n f o r m a t i o n
,
i t

w o u l d n o t b e u n r e a s o n a b l e t o t h i n k t h a t t h e f o u r p a r a m e t e r s fr o m th i s p a p e r w o u l d th e n b e a n

o v e r e s t i m a t i o n o f w h a t w o u l d b e s e e n i n a f i r s t o r d e r s i t u a t i o n . I t c o u l d n o t b e d e t e r m i n e d i f

t h e a s s u m p t i o n t h a t t h e c o n c e n t r a t i o n w o u l d b e u n d e r 1 0 0 )j M a t t h e t i m e o f t h e r e a c t i o n

m e a s u r e m e n t s i s c o r r e c t T h e r e f o r e
,
i t m a y b e im p o r t a n t t o f i n d a d i f f e r e n t s o u r c e f o r t h e s e

e n z y m e a c t i v i t i e s t h a t u s e d a l o w e r c o n c e n t r a t i o n o f FU . A n o t h e r o p t i o n i s t o c h a n g e t h e

e n t i r e m o d e l s o t h a t i t f o l l o w s M - M k i n e t i c s .

A n o t h e r a r e a o f s t u dy c o u l d b e t o g e t d a t a o n e a c h e n z y m e - dr i v e n r e a c t i o n w i t h 5 -

f l u o r o u r a c i l a s t h e e x p o s u r e m a t e r i a l H a v i n g t h i s d a t a i n t h e r a t a t d i f f e r e n t s t a g e s o f g r o w th

w o u l d i n c r e a s e o u r k n o w l e d g e o n h o w t h e s e p r o c e s s e s c h a n g e t hr o u g h o u t d e v e l o p m e n t

S i n c e t h e o v e r a l l g o a l i s t o p r e d i c t t h e a m o u n t o f m e t a b o l i t e s p r e s e n t i n h u m a n s
,
i t w o u l d b e

i m p o r t a n t t o c r e a t e a s i m i l a r m o d e l w i t h h u m a n d a t a . T h e e n z ym e r e a c t i o n r a t e s w i t h F U a s

t h e d o s e c o m p o u n d w o u l d h a v e t o b e m e a s u r e d a t d i f f e r e n t s t a g e s o f h u m a n d e v e l o p m e n t

D u e t o t h e i n v a s i v e n a t u r e o f m e a s u r i n g t h e m e t a b o l i t e s o f F U (th e y a r e n o t p r e s e n t i n t h e
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b l o o d , b u t o n l y i n t h e t i s s u e s ) c o l l e c t i n g t h e s e v a lu e s w o u l d b e d i f fi c u l t T h e r e f o r e , t h e n e x t

b e s t t h i n g w o u l d b e t o h a v e a c o m p a r i s o n o f t h e e n z y m e c o n c e n t r a t i o n s a t d i f f e r e n t s t a g e s o f

h u m a n d e v e l o p m e n t a n d t h e a m o u n t f o u n d i n a n e x p e r im e n t a l a n im a l .

T h e g o a l o f t h i s r e s e a r c h w a s t o c r e a t e a m a th e m a t i c a l m o d e l o f t h e m e t a b o l i s m o f

F U i n t h e r a t t o l i n k t o t h e p h y s i o l o g i c a l l y - b a s e d p h a r m a c o k i n e t i c m o d e l b e i n g d e v e l o p e d b y

t h e E PA (S e t z e r , u n p u b l i s h e d ) . A b i o l o g i c a l l y - b a s e d m e t a b o l i s m m o d e l w a s c r e a t e d w i t h F U

a s t h e i n p u t a n d F d U M P i s t h e m aj o r e n d p o i n t . A l t h o u g h t h i s m o d e l i s o n l y o f t h e r a t l i v e r , i t

i s t h e fi r s t m o d e l f o r F U a n a b o l i s m . T h e k n o w l e d g e g a i n e d a b o u t F U a s t h e t e s t c o m p o i m d

c o u l d h e l p t o d e t e r m i n e i f m o d e l s a r e a b l e t o s h o w t h e a c t i o n o f o t h e r c o m p o u n d s t h a t

i n t e r f e r e w i t h n u c l e o t i d e s y n t h e s i s . O n c e s u c h c h e m i c a l s a r e b e t t e r u n d e r s t o o d
,
m o d e l s

w o u l d b e b e n e fi c i a l i n m a k i n g r e g u l a t o r y d e c i s i o n s .
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F l u o r o h y d r o x y p r o p i o n i c a c i d i n t h e I s o l a t e d P e r f u s e d R a t L i v e r M o d e l . B ri t i s h J .

C a n c e r
,
7 6 (9 ) : 1 17 0 - 1 1 80

,
1 9 9 7 .

B a r b e ri - H e y o b M , W e b e r B , M e r l i n JL
,
D i t t r i c h C

,
d e B r u ij n E A

,
L u p o r s i E , G u i l l em i n

F . E v a l u a t i o n o f P l a s m a 5- F U N u c l e o s i d e L e v e l s i n P a t i e n t s w i t h M e t a s t a t i c B r e a s t

C a n c e r : R e l a t i o n s h ip s w i t h T o x i c i t i e s . C a n c e r Ch e m o t h e r . P h a r m a c o l . , 3 7 : 1 10 - 1 16
,

19 9 5 .

B e c k m a n D A
,
B r e n t R L

,
L l o y d JB . S o u r c e s o f a m i n o a c i d s f o r p r o t e i n s y n t h e s i s d u r i n g

e a r l y o r g a n o g e n e s i s i n t h e r a t 4 M e c h a n i s m s b e f o r e e n v e l o p m e n t o f t h e e m b r y o b y
t h e y o l k s a c . P l a c e n t a

,
1 7 : 6 3 5 - 6 4 1

,
1 9 9 6 .

B o i k e G M
,
D e p p e G

,
Y o u n g JD ,

M a l o n e JM
,
M a l v i y a V K ,

S o k o l R J C h e m o th e r a p y i n a

P r e g n a n t R a t M o d e l . G y n e c o l o g i c O n c o l o g y ,
3 4 : 1 9 1 - 1 9 4 , 1 9 8 9

B o s e R
,
Y am a d a E W . U ri d i n e p h o s p h o r y l a s e a c t i v i t y o f i s o l a t e d p l a s m a m e m b r a n e s o f

r a t l i v e r . C a n . J . B i o c h e m . , 5 5 : 5 2 8 - 5 3 3 ,
19 7 7 .

C a p p i e l l o M ,
M a s c i a L

,
S c o l o z z i C

,
G i o r g e l l i F ,

I p a t a P L . I n v i t r o a s s e s s m e n t o f s a l v a g e

p a t h w a y s f o r p y r i m i d i n e b a s e s i n r a t l i v e r a n d b r a i n . B i o c h im i c a e t B i o p h y s i c a A c t a
,

14 2 5 (2 ) : 2 7 3 - 2 8 1 ,
1 9 9 8 .

C h a u dh u r i N K
,
M u k h e r j e e K L

,
a n d H e i d e l b e r g e r , C h a r l e s . S t u d i e s o n F l u o ri n a t e d

P y ri m i d i n e s . B i o c h e m i c a l P h a r m a c o l o g y ,
1 : 3 2 8 - 34 1

,
19 8 5 .

C o l e R J
,
T a y l o r N A ,

C o l e J
,
A r l e t t C F . T r a n s p l a c e n t a l e f f e c t s o f c h e m i c a l m u t a g e n s

d e t e c t e d b y th e m i c r o n u c l e u s t e s t . N a t u r e
,
2 2 7 : 3 17 - 3 1 8

,
19 7 9 .
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C o l l i n s JM , D e d r i c k R L , K i n g F G
,
S p e y e r J L ,

M y e r s C E . N o n l i n e a r p h a r m a c o k i n e t i c m o d e l s

f o r 5 - f l u o r o u r a c i l i n m a n : I n t r a v e n o u s a n d i n t r a p e r i t o n e a l r o u t e s . C l i n . P h a r m a c o l .

T h e r .

,
2 8 (2 ) : 2 3 5 - 2 4 6

,
1 9 8 0

D i a s i o R B ,
H a r r i s B E . C l i n i c a l P h a r m a c o l o g y o f 5 - F Iu o r o u r a c i l C l i n i c a l

P h a r m a c o k i n e t i c s
,
1 6 : 2 15 - 2 3 7

,
1 9 8 9 .

D o r k o M E , H a y a s h i T T I n c o r p o r a t i o n o f l a b e l e d r i b o n u c l e i c a c i d p r e c u r s o r s i n t o
m a t e r n a l a n d fe t a l r a t t i s s u e s d u r i n g p r e g n a n c y . A m . J . O b s t e t . G yn e c o l . ,

1 5 4 : 80 1-

8 0 5
,
1 9 8 6

e l K o u n i M H , e l K o u n i M M , N a g u i b F N M . D i f f e r e n c e s i n A c t i v i t i e s a n d S u b s t r a t e

Sp e c i f i c i t y o f H u m a n a n d M u r i n e P y r i m i d i n e N u c l e o s i d e P h o s p h o r y l a s e s :

I m p l i c a t i o n s f o r C h e m o t h e r a p y w i t h 5 - F l u o r o p y r im i d i n e s . C a n c e r R e s e a r c h
,
5 3 :

3 6 8 7 - 3 6 9 3
,
1 9 9 3

E l f o r d H L
,
B o n n e r E L

,
K e r r B H

,
H a n n a SD

,
Sm u l s o n M . E f f e c t o f M e th o t r e x a t e a n d 5 -

F l u o r o d e o x y u r i d i n e o n R i b o n u c l e o t i d e R e d u c t a s e A c t i v i t y i n M a m m a l i a n C e l l s .

C a n c e r R e s e a r c h
,
3 7 : 4 3 8 9 - 4 3 9 4

,
1 9 7 7 .

G a m i c a A D
,
C h a n W - Y . T h e r o l e o f t h e p l a c e n t a i n f e t a l n u t r i t i o n a n d g r o w t h . J .

A m e ri c a n C o l l e g e o f N u t ri t i o n
,
1 5 ( 3 ) : 2 0 6 - 2 2 2

,
19 9 6 .

G e r a l d C F A p p l i e d N u m e ri c a l A n a l y s i s R e a d i n g , M a s s a c h u s e t t s : A d d i s o n - W e s l e y
P u b l i s h i n g C o m p a n y ,

1 9 7 0

G r a f t o n T F
,
B a z a r e J J

,
H a n s e n D K

,
S h e e h a n D M . T h e I n V i t r o E m b r y o t o x i c i t y o f 5 -

F l u o r o u r a c i l i n R a t E m b r y o s T e r a t o l o g y ,
3 6 : 3 7 1 - 3 7 7 , 1 9 87 .

H a m a d a A
,
F u k u s h im a S

,
Sa n e y o s h i M

,
Sh im i z u S

,
K a w a g u c h i T

,
N a k a n o M .

M o d u l a t i o n o f t h e P h a r m a c o k i n e t i c s o f 5- d e o x y - 5 - f l u o r o u ri d i n e a n d 5 - F U i n R a t s b y
O r a l C o - a d m i n i s t r a t i o n o f A c y c l o t h y m i d i n e . B i o l . P h a r m . B u l l . ,

1 9 : 7 2 9 - 7 3 2 ,
1 9 9 6 .

H a r a d a M ,
N i s h i t a n i H

,
K o g a K

,
M i u r a I

, U m e n o Y . M e t a b o l i s m o f T e g a f u r i n R a t L i v e r

O b s e r v e d b y i n v i v o
' ^
F M a g n e t i c R e s o n a n c e Sp e c t r o s c o p y a n d C h r o m a t o gr a ph y .

Jp n J . C a n c e r R e s
,
8 3 : 3 87 - 3 9 1

,
19 9 2

H e r z f e l d A ,
R a p e r SM . U r i d i n e K i n a s e A c t i v i t i e s i n D e v e l o p i n g ,

A d u l t
,
a n d N e o p l a s t i c

R a t T i s s u e . B i o c h em J .

,
1 8 2 : 7 7 1 - 7 7 8

,
19 7 9 .

H i s a t a T . A n A c c u r a t e M e t h o d f o r E s t im a t i n g 5 - P h o s p h o ri b o s y l 1 - P y r o p h o s p h a t e i n

A n i m a l T i s s u e s w i t h t h e U s e o f A c i d E x t r a c t i o n A n a l y t i c a l B i o c h e m i s t r y ,
6 8 : 4 4 8 -

4 5 7 , 19 7 5 .

H o r o w i t z R
,
Sc h w a rt z E L

,
W a d l e r S . M o d u l a t i o n o f 5 - F U b y I n t e r f e r o n : a r e v i e w o f

p o t e n t i a l c e l l u l a r t a r g e t s . M e d i c a l O n c o l o g y ,
1 2 : 3 - 8

,
1 9 9 5 .
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I n a b a M
,
M i t s u h a s h i J

,
S a w a d a H , M i i k e N ,

N a o e Y
,
D a im o n A , K o i z u m i K ,

T s u j im o t o

H
,
F u k u s h im a M . R e d u c e d A c t i v i t y o f A n a b o l i z i n g E n z y m e s i n 5 - F U - r e s i s t a n t

H u m a n St o m a c h C a n c e r C e l l s . Jp n . J . C a n c e r R e s .

, 8 7 : 2 12 - 2 2 0
,
1 9 9 6 .

I p a t a P L , C a m i c i M . A n E n z y m a t i c R a d i o a c t i v e A s s a y t o D e t e r m i n e R i b o s e - 1 - P h o s p h a t e

i n T i s s u e . A n a l y t i c a l B i o c h e m i s t r y ,
1 1 2 : 1 5 1 - 1 5 3 ,

1 9 8 1 .

J a c k s o n R C . T h e r o l e o f r i b o n u c l e o t i d e r e d u c t a s e i n r e g u l a t i o n o f t h e d e o x y r i b o n u c l e o s i d e

t r i p h o s p h a t e p o o l c o m p o s i t i o n : St u d i e s w i t h a k i n e t i c m o d e l . I n t e r n a t i o n a l

E n c y c l o p e d i a o f P h a rm a c o l o g y a n d T h e r a p u t i c s ,
1 2 8 : 12 7 - 1 50 , 19 8 9 .

J o u l i a JM ,
P i n g u e t F

,
G r o s s e PY , A s t r e C ,

B r e s s o U e F . D e t e r m i n a t i o n o f 5 - F U a n d i t s

M a i n M e t a b o l i t e s i n P l a s m a b y H i g h - p e r f o r m a n c e L i q u i d C h r o m a t o g r a p h y :

A p p h c a t i o n t o a P h a r m a c o k i n e t i c S t u d y . J . C h r o m a t o gr a p h y B
,
6 92 : 4 2 7 - 4 3 5

,
1 9 9 7 .

Jo u U a JM ,
P i n g u e t F

,
Y c h o u M

,
D u f fo u r J

,
T o p a r t D , G r o s s e P Y

,
A s t r e C

,
B r e s s o l l e F .

P h a r m a c o k i n e t i c s o f 5 - F U i n P a t i e n t s w i t h M e t a s t a t i c C o l o r e c t a l C a n c e r R e c e i v i n g 5 -

F U B o l u s P lu s C o n t i n u o u s I n f u s i o n w i t h H i gh D o s e F o l i n i c A c i d (L V 5 F U 2 ) .

A n t i c a n c e r R e s e a r c h
,
1 7 : 2 7 2 7 - 2 7 3 0

,
19 9 7 .

J u c h a u M R . B i o a c t i v a t i o n i n C h e m i c a l t e r a t o g e n e s i s A n n u . R e v P h am i a c o l T o x i c o l ,

2 9 : 1 6 5 - 1 8 7
,
1 9 89

K a o Y - H
,
Y a n g C - Y

,
Ch e n RR L , H u a n g J - D

.
P u lm o n a r y E l im i n a t i o n o f 5 - F l u o r o u r a c i l i n

A n e s t h e t i z e d R a t s . J . P h a r m a c e u t i c a l Sc i e n c e s
,
7 4 ( 1 0 ) : 10 9 5 - 10 9 6

,
19 8 5

K h o r N P
,
A m y x H , D a v i s ST

,
N e l s o n D

,
B a c c a n a r i D P

,
Sp e c t o r T . D i h y d r o p y r im i d i n e

d e h y d r o g e n a s e I n a c t i v a t i o n a n d 5 - f l u o r o u r a c i l P h a r m a c o k i n e t i c s : a l l o m e t r i c s c a l i n g
o f a n im a l d a t a

, p h a r m a c o k i n e t i c s a n d t o x i c o d y n a m i c s o f 5 - fl u o r o u r a c i l i n h u m a n s .

C a n c e r C h e m o t h e r . P h a r m a c o l , 3 9 : 2 3 3 - 2 3 8 , 1 9 9 7 .

K im u r a N
,
Sh im a d a N D i f f e r e n t i a l Su s c e p t i b i l i t y t o G T P f o r m e d f r o m a d d e d G D P v i a

m e m b r a n e - a s s o c i a t e d n u c l e o s i d e d i p h o s p h a t e k i n a s e o f G T P - s e n s i t i v e a d e n y l a t e

c y c l a s e s a c h i e v e d b y h o r m o n e a n d c h o l e r a t o x i n B i o c h e m B i o p h y s R e s . C o m m
,

13 1 (1 ) : 19 9 - 2 0 6
,
1 9 8 5 .

K im u r a N , Sh im a d a N . M e m b r a n e - a s s o c i a t e d N u c l e o s i d e D i p h o s p h a t e K i n a s e f r o m R a t

L i v e r . J . B i o l . C h e m . , 2 6 3 ( 10 ): 4 6 4 7 - 4 6 5 3 , 1 9 8 8 .

K i s s e l J , B r i x G , B e l l e m a n n M E , St r a u s s L G , D im i t r a k o p o u l o u - S t r a u s s A , P o r t R ,

H a b e r k o m U ,
L o r e n z W J . P h a r m a c o k i n e t i c a n a l y s i s o f 5 - [

' ^
F ] fl u o r o u r a c i l t i s s u e

c o n c e n t r a t i o n m e a s u r e d w i t h p o s i t r o n e m i s s i o n t o m o g r a p h y i n p a t i e n t s w i t h l i v e r

m e t a s t a s e s f r o m c o l o r e c t a l a d e n o c a r c i n o m a C a n c e r R e s e a r c h
,
5 7 ( 16 ): 3 4 15 - 3 4 2 3 ,

19 9 7
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K o e n i g H , P a t e l A . B i o c h e m i c a l b a s i s f o r f l u o r o u r a c i l n e u r o t o x i c i t y . A r c h . N e u r o l . , 2 3 :
1 5 5 - 1 6 0

,
1 9 7 0 .

K u a n H
,
Sm i th D E

,
E n sm i n g e r WD , K n o l JA , D eR e m e r SJ

,
Y a n g Z ,

St e t s o n P L .

R e g i o n a l P h a r m a c o k i n e t i c s o f 5 - FU i n d o g s ,
r o l e o f t h e l i v e r , g a s t r o i n t e s t i n a l t r a c t ,

a n d lu n g s . C a n c e r R e s e a r c h
,
5 8 : 16 8 8 - 16 9 4

,
1 9 9 8 .

L a C r e t a F P
,
W a r r e n B S

,
W i l l i a m s WM . E f f e c t s o f p y r i m i d i n e n u c l e o s i d e p h o s p h o r y l a s e

i n h i b i t o r s o n h e p a t i c f l u o r o p y r i m i d i n e e l i m i n a t i o n i n t h e r a t . C a n c e r R e s e a r c h
,

4 9 ( 10 ) : 2 56 7 - 2 5 73 , 1 9 8 9

L a s k i n JD , E v a n s R M , S l o c u m H K , B u r k e D ,
H a k a l a M T . B a s i s f o r N a t u r a l V a r i a t i o n i n

S e n s i t i v i t y t o 5 - f l u o r o u r a c i l i n M o u s e a n d H u m a n C e l l s i n C u l t u r e . C a n c e r R e s e a r c h
,

3 9 : 3 83 - 3 9 0
,
1 9 79

L a u C ,
M o l e M L

,
C o p e l a n d F M ,

R o g e r s JM ,
K a v l o c k R J , S h u e y D L

, C a m e r o n A M
,
E l l i s

D , M e r r im a n J , Se t z e r R W .
T o w a r d b u i l d i n g a b i o l o g i c a l l y - b a s e d d o s e - r e s p o n s e

m o d e l f o r d e v e l o p m e n t a l t o x i c i t y o f 5 - fl u o r o u r a c i l i n t h e r a t : A c q u i s i t i o n o f

e x p e r im e n t a l d a t a . U n p u b l i s h e d .

L i e r m a n n B
,
M a t t h e s E

,
L a n g e n P . H u m a n t i s s u e s d e g r a d e u r i d i n e m u c h l e s s t h a n

t h y m i d i n e . P o s s i b l e c o n s e q u e n c e f o r 5 - fl u o r o u r a c i l t h e r a p y . B i o c h em i c a l

P h a r m a c o l o g y ,
3 3 (5 ) : 72 1 - 7 2 4 ,

1 9 84 .

L i u M P
,
B e i g e lm a n L

,
L e v y E

,
H a n d s c h u m a c h e r R E

,
P i z z o m o G . D i s c r e t e r o l e s o f

h e p a t o c y t e s a n d n o n p a r e n c h y m a l c e l l s i n u r i d i n e c a t a b o l i s m a s a c o m p o n e n t o f i t s

h o m e o s t a s i s . A m . J P h y s i o l . 2 7 4 (3 7 ) : G 10 18 - G 10 2 3
,
19 9 8

L o k i c h J . I m p r o v i n g 5 - F U : b i o m o d u l a t i o n , p h a r m a c o m o d u l a t i o n
,
o r i n f u s i o n a l

a dm i n i s t r a t i o n s c h e d u l e s ? C a n c e r I n v e s t i g a t i o n
,
16 (4 ): 2 9 3 - 2 9 4 ,

19 9 8

L u e c k e R H
,
W o s i l a i t WD

,
P e a r c e B A

,
Y o u n g JF . A P h y s i o l o g i c a l l y B a s e d

P h a r m a c o k i n e t i c C o m p u t e r M o d e l f o r H u m a n P r e g n a n c y . T e r a t o l o g y ,
4 9 : 9 0 - 1 0 3

,

1 9 94 .

M a d e r R M
,
Si e d e r A E , B r a u n J

,
R i z o v s k i B

,
K a l i p c i y a n M ,

M u e l l e r M W
,
Ja k e s z R ,

R a i n e r H
,
St e g e r G G . T r a n s c r i p t i o n a n d a c t i v i t y o f 5 - F U c o n v e r t i n g e n z y m e s i n

fl u o r o p y r im i d i n e r e s i s t a n c e i n c o l o n c a n c e r i n v i t r o . B i o c h e m i c a l P h a r m a c o l o g y ,
5 4 :

1 2 3 3 - 1 2 4 2
,
1 9 9 7 .

M a e h a r a Y , S a k a g u c h i Y ,
K u s u m o t o T

,
K u s o m o t o H

,
Su g im a c h i K . Sp e c i e s D i f f e r e n c e s

i n Su b s t r a t e Sp e c i f i c i t y o f P y r im i d i n e N u c l e o s i d e P h o s p h o r y l a s e . J . Su r g i c a l

O n c o l o g y ,
4 2 : 18 4 - 18 6 , 19 8 9 .

M a th ew s C K ,
v a n H o l d e K E B i o c h e m i s t r y R e dw o o d C i t y , C a l i f o r n i a : T h e

B e n j a m i n / C u m m i n g s P u b l i s h i n g C o m p a n y ,
I n c .

,
1 9 9 0 .
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M c Sh e e h y PM J
,
S e y m o u r M T

,
Oj u g o A S E

,
R o d r i gu e s L M

,
L e a c h M O

,
J u d s o n I R ,

G ri f f i t h s J R . A P h a n n a c o k i n e t i c a n d P h a r m a c o d y n a m i c S t u d y i n v i v o o f h u m a n H T 2 9

t u m o u r s u s i n g
^^
F a n d

^ '
P m a g n e t i c r e s o n a n c e s p e c t r o s c o p y . E u r o p e a n J . C a n c e r

,

3 3 (14 ) : 2 4 18 - 2 4 2 7
,
1 9 9 7 .

M e n t r e F , St e im e r J - L , So m m a d o s s i J - P
,
D i a s i o R B

,
C a n o J - P . A M a t h e m a t i c a l M o d e l o f

t h e K i n e t i c s o f 5 - F l u o r o u r a c i I a n d i t s C a t a b o l i t e s i n F r e s h l y I s o l a t e d R a t H e p a t o c y t e s

B i o c h e m i c a l P h a r m a c o l o g y ,
3 3 ( 17) : 2 7 2 7 - 2 7 3 2

,
19 8 4 .

M o o r e E C ,
H u r l b e r t R B . R e g u l a t i o n o f M a m m a U a n D e o x y ri b o n u c l e o t i d e B i o s y n t h e s i s b y

N u c l e o t i d e s a s A c t i v a t o r s a n d I n h i b i t o r s . J . B i o l . C h e m . , 2 4 1 : 4 8 0 2 - 4 8 0 9 ,
19 6 6 .

M y e r s C E . T h e p h a r m a c o l o g y o f t h e f l u o r o p y r im i d i n e s . P h a r m a c o l o g i c a l R e v i e w s
,
3 3 ( 1 ):

1- 15
,
19 8 1.

N a g u i b F N M
,
K o u n i M H

,
C h a S E n z y m e s o f u r a c i l c a t a b o l i s m i n n o n n a l a n d n e o p l a s t i c

h u m a n t i s s u e . C a n c e r R e s e a r c h
,
4 5 : 5 4 0 5 - 5 4 12

,
19 8 5 .

N a g u i b F N M
,
S o o n g S - J

,
e l K o u n i M H . C i r c a d i a n R h y t hm o f O r o t a t e

P h o s p h o ri b o s y l t r a n s f e r a s e ,
P y ri m i d i n e N u c l e o s i d e P h o s p h o r y l a s e s a n d D i h y d r o u r a c i l

D e h y d r o g e n a s e i n M o u s e L i v e r .
B i o c h e m i c a l P h a r m a c o l o g y , 4 5( 3) : 6 6 7 - 6 7 3 ,

19 9 3 .

N a s e r - H ij a z i B ,
B e r g e r M R

,
S c h m ah l D

,
S c h l a g P

,
H u l l W E L o c o r e g i o n a l a d m i n i s t r a t i o n

o f 5 - f I u o r o - 2 - d e o x y u r i d i n e (F d U r d) in N o v i k o f f h e m a t o m a i n t h e r a t : e f f e c t s o f d o s e

a n d i n f u s i o n t im e o f t u m o r g r o w t h a n d o n F d U r d m e t a b o l i t e l e v e l s i n t u m o r t i s s u e a s

d e t e r m i n e d b y
' ^
F - N M R s p e c t r o s c o p y . J . C a n c e r R e s . C l i n . O n c o l .

,
1 1 7 : 2 9 5 - 3 04 ,

1 9 9 1 .

O
'

F l a h e r t y E J , S c o t t W , S c hr e in e r C ,
B e U l e s R P . A p h y s i o l o g i c a l l y b a s e d k i n e t i c m o d e l

o f r a t a n d m o u s e g e s t a t i o n : d i s p o s i t i o n o f a w e a k a c i d . T o x i c o l o g y a n d A p p h e d

P h a r m a c o l o g y ,
1 12 : 2 4 5 - 2 5 6 , 1 9 9 2 .

P a r k e r WB , C h e n g Y C . M e t a b o l i s m a n d m e c h a n i s m o f a c t i o n o f 5 - F U . P h a r m a c T h e r .

,

4 8 : 3 8 1- 3 9 5
,
1 99 0

P e t e r s G J , L a u r e n s s e E
,
L e y v a A , L a n k e lm a J

,
P i n e d o H M . Se n s i t i v i t y o f h u m a n

,
m u ri n e

,

a n d r a t c e l l s t o 5 - f lu o r o u r a c i l a n d 5
'

- d e o x y
- 5 - f lu o r o u ri d i n e i n r e l a t i o n t o dr u g -

m e t a b o h z i n g e n z y m e s . C a n c e r R e s e a r c h ,
4 6 ( 1) : 2 0 - 2 8

,
1 9 8 6 .

P e t e r s G J
,
v a n G r o e n i n g e n C J ,

P i n e d o H M D i h y d r o p y ri m i d i n e d e h y d r o g e n a s e i n l i v e r s

f r o m m o u s e a n d r a t , a n d i n h u m a n l i v e r , c o l o n t u m o r s
,
a n d m u c o s a i n r e l a t i o n t o

a n a b o l i s m o f 5 - fl u o r o u r a c i l . P u r i n e a n d P y r im i d i n e M e t a b o U s m i n M a n I X , ?? :6 3 3 -

6 3 6 , 19 9 8 .
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Pi n e d o H M , P e t e r s G F J . F l u o r o u r a c i l : B i o c h e m i s t r y a n d P h a r m a c o l o g y . J . C h n i c a l

O n c o l o g y ,
6 ( 10 ) : 1 6 5 3 - 1 6 64

,
1 9 8 8 .

R a i s o n n i e r A
,
B o u m a M - E

,
S a l v a t C ,

I n f a n t e R . M e t a b o l i s m o f O r o t i c A c i d : L a c k o f

O r o t a t e P h o s p h o r i b o s y l t r a n s f e r a s e i n R a t I n t e s t i n a l M u c o s a E u r J B i o c h e m ,
1 18 :

5 6 5 - 5 6 9 . 1 9 8 1 .

R e i l l y R T
,
F o r e s t h o e f e l A M , B e r g e r F G . F u n c t i o n a l e f f e c t s o f a m i n o a c i d s u b s t i t u t i o n s a t

r e s i d u e 3 3 o f h u m a n th y m i d y l at e s y n t h a s e . A r c h i v e s o f B i o c h e m i s t r y a n d
B i o p h y s i c s

,
3 4 2 (2 ) : 3 3 8 - 3 4 3

,
1 9 9 7 .

R e y e s P , G u g a n i g M E . S t u d i e s o n a Py r im i d i n e P h o s p h o r ib o s y l t r a n s f e r a s e f r o m M u r i n e

L e u k e m i a P I 5 3 4 J . J B i o l o g i c a l Ch e m i s t r y ,
2 5 0 (1 3) : 5 0 9 7 - 5 10 8

,
1 9 7 5 .

R o o s G , St e n r a m U . I n c o r p o r a t i o n o f 5 - F l u o r o u r a c i l I n t o H e p a t o m a a n d N o r m a l T i s s u e

R N A a t P r o t e i n D e p l e t i o n in t h e R a t . J . Su r g i c a l O n c o l o g y ,
6 5 : 15 5 - 15 8

,
19 9 7 .

R o s k s o s k i , R o b e r t . B i o c h e m i s t r y . P h i l a d e l p h i a , P e n n s y l v a n i a : W . B . S a u n d e r s C o m p a n y ,

1 9 9 6 .

R u s t u m Y M
,
H a r s t r i c k A

,
C a o S

,
V a n h o e f e r U

,
Y i n M

,
W i l k e H

,
S e e b e r S . T h y m i d y l a t e

s y n t h a s e i n h i b i t o r s i n c a n c e r t h e r a p y : d i r e c t a n d i n d i r e c t i n h i b i t o r s . J . C l i n i c a l

O n c o l o g y , 15 ( 1) : 3 8 9 - 4 0 0 , 1 9 9 7 .

S c h u m a c h e r H J , W i l s o n JG , Jo r d a n R L . P o t e n t i a t i o n o f t h e T e r a t o g e n i c e f f e c t s o f 5 -

f lu o r o u r a c i l b y n a t u r a l p y ri m i d i n e s . T e r a t o l o g y , 2 (2 ) : 9 9 - 10 5 , 19 6 9 .

S c h w a r t z PM , M o i r R D , H y d e C M ,
T u r e k P J

,
H a n d s c h u m a c h e r RE . R o l e o f u r i d i n e

p h o s p h o r y l a s e in t h e a n a b o h s m o f 5 - f l u o r o u r a c i l . B i o c h e m i c a l P h a r m a c o l o g y ,

3 4 ( 19 ) : 3 5 8 5 - 3 5 8 9
,
19 8 5 .

Sc h w a r t z P M
,
T u r e k P J

,
H y d e C M ,

C a dm a n E C
,
H a n d s c h u m a c h e r R E A l t e r e d P l a s m a

K i n e t i c s o f 5 - F U a t h i g h d o s a g e i n R a t a n d M a n . C a n c e r T r e a t . R e p .

,
6 9 : 1 3 3 - 1 3 6

,

1 9 8 5

Se t z e r R W
,
L a u C

,
M o l e M L

,
C o p e l a n d F M

,
R o g e r s JM ,

K a v l o c k R J . T o w a r d a

B i o l o g i c a l l y B a s e d D o s e - R e s p o n s e M o d e l fo r D e v e l o p m e n t a l T o x i c i t y o f 5 -

F l u o r o u r a c i l i n t h e R a t : M o d e l i n g N u c l e o t i d e p o o l p e r t u r b a t i o n s . U n p u b l i s h e d .

Sh u e y D L
,
B u c k a l e w A R

,
Wi l k e T S

,
R o g e r s JM

,
A b b o t t B D E a r l y e v e n t s f o l l o w i n g

m a t e r n a l e x p o s u r e t o 5 - f l u o r o u r a c i l l e a d t o d y s m o r p h o l o g y i n c u l t u r e d e m b r y o n i c

t i s s u e s . T e r a t o l o g y ,
5 0 : 3 7 9 - 3 8 6

,
19 9 4
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S h u e y D
,
L a u C ,

L o g s d o n T
,
Z u c k e r R

,
E l s t e i n K

,
N a r o t s k y M , S e t z e r W

,
K a v l o c k R

,

R o g e r s J . B i o l o g i c a l l y - b a s e d d o s e - r e s p o n s e m o d e l i n g i n d e v e l o pm e n t a l t o x i c o l o gy :

b i o c h e m i c a l a n d c e l lu l a r s e q u e l a e o f 5 - f l u o r o u r a c i l e x p o s u r e i n t h e d e v e l o p i n g r a t .

T o x i c o l o g y a n d A p p l i e d P h a r m a c o l o g y ,
1 2 6 : 1 2 9 - 1 4 4

,
1 9 94 .

S h u e y D
,
Z u c k e r R

,
E l s t e i n K

,
R o g e r s J . F e t a l a n e m i a f o l l o w i n g m a t e r n a l e x p o s u r e t o 5 -

f l u o r o u r a c i l i n t h e r a t . T e r a t o l o g y ,
4 9 : 3 1 1 - 3 1 9

,
1 9 94

St e v e n s A N , M o r r i s P G ,
l i e s RA , Sh e l d o n P W , G r i f fi t h s JR . 5 - F U m e t a b o l i s m m o n i t o r e d

i n v i v o b y
^ ' '
f N M R B r J . C a n c e r , 5 0 : 1 13 - 1 1 7 , 1 9 84

T a t e i sh i T
,
M a t a n a b e M

,
N a k u r a H

,
T a n a k a M

,
K u m a i T , K o b a y a s h i S . Se x - o r a g e -

r e l a t e d d i f f e r e n c e s w e r e n o t d e t e c t e d i n t h e a c t i v i t y o f d i h y d r o p y r i m i d i n e

d e h y d r o g e n a s e f r o m r a t l i v e r . P h a r m a c o l o g i c a l R e s e a r c h 3 5 (2 ): 10 3 - 10 6 , 19 9 7 .

T O X N E T . T o x n e t . n lm n i h g o v / s e r v l e t s / s im p l e - s e a r c h .

v a n d e r W i l t C L ,
v a n G r o e n i n g e n C J ,

P i n e d o H M
, Sm i d K

,
H o e km a n K

,
M e ij e r S , P e t e r s

G 5 - f l u o r o u r a c i l / l e u c o v o r i n - i n d u c e d i n h i b i t i o n o f t h y m i d y l a t e s y n t h a s e i n n o r m a l

t i s s u e o f m o u s e a n d m a n J . C a n c e r R e s C l i n . O n c o l .

,
1 2 3 : 5 9 5 - 6 0 1

,
19 9 7 .

W i l s o n JG . U s e o f r h e s u s m o n k e y s i n t e r a t o l o gi c a l s t u d i e s . F e d e r a t i o n P r o c e e d i n g s ,

3 0 ( 1 ): 10 4 - 10 9
,
19 7 1 .

W i l s o n JG
,
J o r d a n R L , S c h u m a c h e r H . P o t e n t i a t i o n o f t h e t e r a t o g e n i c e f f e c t s o f 5 -

f l u o r o u r a c i l b y n a t u r a l p y r i m i d i n e s . T e r a t o l o gy ,
2 (2 ) : 9 1 - 9 7

,
19 6 9 .

Z h a n g R
,
L i u T

, So o n g S - J ,
D i a s i o R B . A M a t h e m a t i c a l M o d e l o f t h e K i n e t i c s a n d

T i s s u e D i s t r i b u t i o n o f 2 - fl u o r o - P- a l a n i n e
,
t h e m a j o r C a t a b o l i t e o f 5 - f lu o r o u r a c i l

B i o c h e m i c a l P h a r m a c o l o g y ,
4 5 ( 10 ): 2 0 6 3 - 2 0 6 9

,
1 9 9 3

Z h a n g R ,
So o n g S - J

,
L i u T

,
B a r n e s S ,

D i a s i o R B Ph a r m a c o k i n e t i c s a n d T i s s u e

D i s t r i b u t i o n o f 2 - f l u o r o - P- a l a n i n e i n r a t s .
D r u g M e t a b o l i s m a n d D i s p o s i t i o n , 2 0 ( 1) :

1 13 - 1 19
,
1 9 9 2 .
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