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Abstract:

Thymidylate synthase (TS) is an important target for 5-Fluorouracil (5-FU) therapy in Head and
Neck cancer. In clinical settings, TS levels appear to be a predictive factor in patients’ outcome and long
term survival. It is obvious that high levels of TS expressed by tumoral cells are implicated in resistance to 5-
FU therapy in colorectal, gastric and other cancer types, while low levels are associated with better response.

We evaluated clinical data and laboratory findings existing in the oncologic literature regarding
involvement of TS in induced resistance to standard therapy-schemas on basis on 5-FU in Head and Neck
cancer. The purpose is to highlight the importance of pre-therapy TS dosage in order to predict treatment
response
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Introducere nelipsit din schemele chimioterapeutice in

Cancerul O.R.L. este o provocare tratamentul cancerului din sfera O.R.L. s-a
oncologica - tratamentul fiind unul complex, demonstrat a avea un raspuns progresiv scazut
bazat pe chirurgie, radioterapie si chimioterapie. asupra controlului tumoral, dovezile -clinice
Chiar daca tipul respectiv de cancer este acumulate sugerand dezvoltarea rezistentei la
potential ~ vindecabil chirurgical si prin respectivul agent chimioterapeutic. Fenomenul
radioterapie, stadiile localizate 1in special, s-ar explica prin inhibitia timidilat sintetazei
supravietuirea ramane scazuta iar recidivele sunt  (TS) exprimatd de celulele tumorale acesta fiind
frecvente. Se estimeaza ca intre 50% s1 60% din  mecanismul implicat in aparitia rezistentei la 5-
pacientii tratati vor avea recurente in urmitorii FU atét in conditii de laborator cat si in vivo. In
doi ani sub un tratament condus corect iar circa plus, nivelul intrinsec celular de timidilat
25% dintre toti pacientii declarati vindecati vor  sintetaza s-a demonstrat a fi un important factor
dezvolta metastaze. Prin urmare, progresele in de prognostic in vederea controlului tumoral cu
chirurgie, radioterapie, chimioterapie si, mai 5-FU. Acest articol se va axa n special pe 5-FU
recent, progresele 1n terapia biologicd se 1n toate combinatiile terapeutice si relatia cu
intrinsecd in tratament prin diferite combinatii timidilat sintetaza rezultatd In dezvoltarea
menite sd vindece atat boala clinic aparenta cat rezistentei la tratament in cancerele din sfera
si boala oculta. Tinta tratamentului presupune O.R.L.
deci controlul maximal tumoral asociat cresterii S5-fluorouracil. Fluoropirimidina 5-FU
calitatii vietii [2]. Schemele de chimioterapie se §i capecitabina sunt printre cei mai folositi
bazeaza pe saruri de platina si 5-fluorouracil (5- agenti  chimioterapeutici In  tratamentul
FU), asocierile cunoscute sub denumirea cancerelor solide [7]. 5-FU, folosit pentru prima
schema PF. Mai recent la schema de tratament datd cu aproximativ 40 de ani in urma nu este
au fost addugati taxani (docetaxel sau mai putin  substanta activa ca atare ci se metabolizeaza in
utilizatul paclitaxel) — tripla combinatie FAUMP (fluorodeoxiuridin monofosfat), acesta
cunoscutd ca protocol TPF, 1n scopul din urma se leagd si inhiba timidilat sintetaza.
imbunatatirii controlului tumoral cu mai putine Intreruperea  actiunii  timidilat sintetazei,
efecte adverse implicite chimioterapiei standard blocheaza sinteza primidin-timidinei care este o
de inductiec [24]. In ultimul deceniu 5-FU, nucleozidi implicata in replicarea AND [19]. 5-
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FU este considerat a fi activ doar in faza S a
replicarii ADN fard importanta in fazele GO sau
G1 [26]. Se recunoaste ca tratamentul cu 5-FU
cauzeaza alterarea ADN in special prin ruperea
catenelor duble (si mai putin catenele simple),
in faza S, prin incorporarea inadecvata a
fluorodeoxiuridin - trifosfat (FAUTP) in ADN
[6,22]. Caile de control asupra leziunilor ADN-
ului din G1,S si G2 vor inhiba dezvoltarea
celulei tumorale prin activarea repararii §i
mentinerea stabilitdtii genomului, iar in cazul
depasirii sistemelor de control se va initia
senescenta celulara [32].

Timidilat sintetaza (TS) regleaza
sinteza de dTMP (deoxitimidin-monofosfat) din
dUMP (deoxiuridin-monofosfat) in prezenta
cofactorului metil 5,10 — CH2THF. Prin urmare,
TS devine enzima-cheie in perspectiva sintezei
normale de ADN din moment ce dTMP este
singura sursa de timidind necesara producerii de
ADN. Metabolitul 5-FU — FAUMP va participa
la formarea unui complex tertiar stabil cu TS si
5-10CH2THF (metilen tetrahidrofolat); astfel
FAUMP inhiba activitatea TS si va intrerupe
sinteza ADN-ului celulei tumorale. Activitatea
timidilat sintetazei este considerata a fi una din
determinantele atat a eficacititii cat si a
toxicitatii 5-FU [15].

Trei tipuri de polimorfisme ale genei TS
(TMYS) au fost descoperite pand acum. In
primul rand, existd un numar variabil de
secvente repetitive de 28 de baze asociate
(VNTR) in regiunea netranscrisa 5’-UTR (5°-
untranslated region). In al doilea rand,
polimorfismul nucleotidelor izolate (SNP-single
nucleotide polymorphism) dispuse in tandemuri
repetitive aduce o variatie functionala in plus a
transcriptiei (TMYS). In al treilea rand, existd o
deletie a unei perechi de 6 baze sau insertia
polimorfica a perechii de baze 1494 in regiunea
3’-UTR [27]. Reglarea transcriptionald a TYMS
este dependentd de un numar de factori
stimulatori (USF-upstrim stimulatory factor) al
site-urilor de reglare in tandemurile repetitive.
Proteina upstrim stimulatory factor legdndu-se
de tandemuri repetitive, sporeste activitatea
catalizatorului TYMS. Numarul tandemurilor
repetitive variaza intre 2 si 9 [20] cu repetitiile
duble (2R/2R) sau triple (3R/3R) fiind cele mai
frecvente. Numarul site-ulilor de legatura al
USF este unul in 2R si doua in 3R astfel incat
aceasta tripla repetitiva va oferi, cel putin

teoretic o activitate transcriptionald mult
crescutd comparativ cu o dubld repetitiva. In
consecintd, analizele functionale ale TS 1n vitro
dar si in studiile clinice ale cancerelor gastro-
intestinale au demonstrat cresterea activitatii TS
in paralel cu cresterea numarului de tandemuri
repetitive [10]. Astfel, prezenta repetitiilor triple
(3R/3R) s-a demonstrat a fi asociat cu expresia
mai marcatd a timidilat sintetazei [16]
traducandu-se intr-o eficientd diminuata a 5-
fluorouracilului [25], in conditiille 1n care
repetitiile duble homozigote aduc un beneficiu
clinic in raspunsul chimioterapiei cu 5-FU [29].

Dihidropirimidin-dehidrogenaza
(DPD) este implicatd in calea metabolica
initiald ducand la catabolismul bazelor
pirimidinice uracil §i tiamin. Prin urmare, un
agent pirimidinic precum 5-FU va fi de
asemenea degradat cu ajutorul DPD. Din
moment ce aproximativ 80% din totalul de 5-FU
administrat este catbolizat, activitatea DPD este-
practic-cea mai importantd determinantd a
acumuldrii 5-FU cu toxicitatea care rezulta din
aceasta [9].

Aproximativ 25 de ani in urma a fost
pentru prima oard documentat un defect genetic
autosomal recesiv mostenit care cauzeaza o
deficientd severa 1In functionalitatea DPD.
Prezenta aceste mutatii la un pacient aflat sub
chimioterapie cu 5-FU s-a demonstrat a avea un

efect defavorabil in eliminarea agentului
biologic activ a 5-FU cu o toxicitatea severa
rezultatd, 1in special neutropenia febrila,

trombocitopenia, anemia, mucozitd, stomatita,
diaree, varsaturi si efecte neurologice [18].
Inter-relatia S5-FU cu timidilat
sintetaza. Pana in momentul de fatd nu exista
suficiente studii care sd stabileascd cu
certitudine daca expresia timidilat sintetazei in
tumorile sferei digestive 1n particular se
asociazd cu un prognostic clinic nefavorabil la
pacientii  tratati cu  diferite = scheme
chimioterapeutice avand in comun 5-FU. Mai
mult de atat, supraexpresia timidilat sintetetazei
pare a fi asociata cu rezistenta la tratament cu 5-
FU in cancerul colo-rectal si cancerul gastric;
totusi si alte alteratii genetice a cailor de reglare
a apoptozei celulare pot fi incriminate 1n
dezvoltarea rezistentei. Lenz si colegii au
raportat asocierea intre unele genotipuri ale
timidilat sintetazei si probabilitatea recurentelor,
in special in stadiile II/IIT a cancerului colorectal
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la pacientii tratati cu o terapie adjuvanta bazata
TS nu sunt pe deplin 1intelese, unele
polimorfisme genetice fiind incriminate in
influentarea expresiei TS, totusi se admite ca
unele genotipuri pot fi considerate factori de
prognostic in aprecierea raspunsului tumoral la
chimioterapia cu 5-FU. Nivelurile ridicate a
timidilat sintetazei au o valoare predictiva la
tratamentul cu unii agenti chimioterapeutici
precum gemcitabina si agentii de platina, lucru
demonstrat in putinele trialuri prospective [12].
Unul dintre cele mai semnificative studii pentru
demonstrarea interrelatiei dintre nivelul TS si
rezistenta la 5-FU este cel al Fukui Y., Oka T.,
Nagayama S., Danenberg PV si colaboratorilor
care au documentat raspunsul la tratament in
relatie cu nivelele exprimate de timidilat
sintetaza a celulelor tumorale la peste 17.000 de
tumori rezecate la pacientii din studiu [8].
Autorii nu au reusit sd demonstreze cu
certitudine cum exact enzima TS influenteaza
raspunsul la 5-FU si nici nu s-a demonstrat daca
supraexpresia timidilat sintetazei este cauza sau
doar rdspunsul rezistentei In tratamentul cu
fluorouracil. Bazandu-ne pe un alt studiu, se
pare ca atat nivelul de timidilat sintetaza cat si
variabilitatea genotipul respectivei gene sunt
asociate cu raspunsul la 5-FU la pacientii cu
cancer colorectal si cancer gastric [15]. Natura
exacta a relatiei dintre TS si celulele tumorale
ramane §i acum insuficient precizata.

Analizele  desfasurate ulterior au
demonstrat ca respectivul genotip 2R/2R este
mult mai frecvent regasit in aparitia cancerului
gastroesofagian printre asiatici in acelasi timp
avand efect protectiv impotriva cancerului
colorectal la pacientii caucazieni. In plus,
polimorfismul TS 1494del6 contribuie la
susceptibilitatea genetica a cancerului de san la
pacientele asiatice [32]. Relatia dintre nivelele
timidilat sintetazei si raspunsul la tratamentul
chimioterapeutic cu 5-FU constituie baza unui
studiu prospectiv in care TS se masoara inainte
de tratament pentru a determina protocoalele de
tratament individualizate.

Iwahashi S., Shimada M., Utsunomiya T
si altii au condus un studiu pentru a determina
rolul timidilat sintetazei si expresia DPD in
cancerul de vezicd biliara. Nivelele scazute de
timidilat sintetaza au fost corelate cu o incidenta
crescutd a metastazarii in ganglionii limfatici

regionali si stadii clinice mai avansate ale
cancerului. S-a presupus ca expresia TS poate fi
utila in identificarea pacientilor la risc pentru
progresia cancerului de vezica biliara [11].
Importanta in cancerul O.R.L. Un
mecanism important al aparitiei rezistentei
celulelor tumorale la 5-FU rezultd din abilitatea
lor de a invinge inhibitia agentului chimiotera-
peutic asupra timidilat sintetaza; in consecinta,
supraexpresia timidilat sintetazei se traduce intr-
un raspuns deficitar la tratament si supravietuire
mai mica. Nu existd un consens §i nici o baza
solidd de studii care sd recomande testarea in
pre-terapia cu 5-FU a expresiei TS si astfel
ramane echivocd necesitatea unei asemenea
testari in vederea deciziilor terapeutice sau a
determindrii  eficacitatii tratamentului [23].
Importanta practicd a expresiei TS in rezistenta
tumorala la tratamentul cu 5-FU a fost
semnalatd de numeroase studii care au reusit sa
demonstreze ca atat nivelele ridicate ale enzimei
cat si amplificarile stabile ale genelor TS
specifice sunt asociate cu rezistenta la
fluoropirimidine [30, 5 ,14]. Pe de alta parte
nivelurile TS pot fi crescute In vitro ca si
rezultat al expunerii tumorii la 5-FU conducand
la mentinerea nivelurilor crescute a TS [3, 4,
28]. Studiile mentionate mai sus sugereaza ca
aceastd abilitate a tumorii de a exprima rapid TS
ca si raspuns la tratamentul cu agenti citotoxici
poate fi determinant in dezvoltarea rezistentei la
5-FU. O importantd deosebitd capatd in aceste
conditii masurarea nivelului de TS. Tragem
concluzia asadar ca expresia TS este relevanta
pentru identificarea pacientilor cu cancere
O.R.L care vor beneficia de chimioterapia
neoadjuvantd cu fluoropirimidine. Patrick G.
Johnston, Katherine A. Behan and Carmen J.
Allegra, in studiul lor indicd supraexpresia
timidilat sintetazei asociatdi cu cancerele
rezistente la tratament, sugerdnd ca nivelele de
exprimare a timidilat sintetazei in celule poate fi
considerat un factor de prognostic pentru
recurente §i calitatea raspunsului la pacienti. De
asemenea s-a observat cd o chimioterapie de
inductie cu 5-FU in combinatie cu cisplatin
rezultd in cresterea ratei de raspuns si controlul
mai strict al tumorii, crescand si rata de reusita a
tratamentului chirugical. Mai mult decat atat,
pacientii cu tumori demonstrate a avea o
expresiec TS focalizatd, au o ratd de
supravietuire ridicatd [13]. Studiile in vitro au
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ardtat ca rezistenta liniilor celulare la 5-FU
creste expresia TS. Similar, tumorile colorectale
cu o expresie crescutd de TS sunt in general
neinfluentate de terapia cu 5-FU insa expresia
izolatd a enzimei nu este nici ea suficientd
pentru a prezice rata de raspuns favorabil [1].
Pentru a evita astfel instalarea rezistentei la 5-
FU s-au incercat diverse artificii terapeutice in
special bazate pe addugarea unor agenti
chimioterapeutici  capabili sd8  diminueze
expresia timidilat sintetazei precum leucovorin,
sau mai nou, taxani (docetaxel sau paclitaxel)
crescand rata de raspuns. Rolul taxanilor in
cancerul O.R.L. a fost revizuit in anul 2000. Ca
si agenti necombinati cu 5-FU, taxanii au avut o
ratd de raspuns intre 20-42% la pacientii cu
boald metastaticd sau recurentd. De mentionat
cad in acest studiu pacientii nu au avut o
chimioterapie = prealabila. Aceste date
incurajatoare ne permit sa speram renuntarea la
5-FU din schemele de tratament pentru
cancerele O.R.L. evitandu-se reactiile adverse
severe asociate fluoropirimidinelor. O alta
modalitate de a reduce din agresivitatea 5-FU
exprimatd prin mucozitd, diaree, dureri
abdominale - care apar in infuzia continua pe 96
de ore, este modificarea schemei de tratament in
care 5-FU este infuzat pe 24 de ore cu o doza de
2600mg/m®  siptimanal  plus  docetaxel
(75mg/m?) si carboplatin (300mg/m?) la fiecare
3 sdptamani in 3 cure de tratament [17].

Concluzii.

Chiar dacd  intelegerea  aparitiei
rezistentei la 5-FU este redusa de multe
necunoscute, principiul de bazd relevat de
ultimele studii asupra timidilat sintetaze
propune o abordare rationald a tratamentului
cancerelor din sfera O.R.L. Atat inhibitia
insuficienta a timidilat sintetazei cat si nivelul
crescut intrinsec sunt implicate in rezistenta cu
5-FU. Nivelul crescut de expresie enzimatica
poate fi codificata intr-un prognostic nefavorabil
la chimioterapie. Aceste informatii sunt utile in
implementarea unei chimioterapii mai efective
precum chimioterapie bazat pe inhibitia
timidilat sintetazei sau scoaterea 5-FU din
schemele de tratament si introducerea unor
agenti terapeutici cu o eficienta comparabila 5-
FU-lui sau fara reactii adverse incriminate
acestuia din urma. Din moment ce 5-FU si-a
demonstrat limitele in cancerele epiteliale

bronhopulmoare unde nu este utilizat in
schemele terapeutice, consideram oportuna
reducerea utilizarii 5-FU si in cancerele O.R.L.
pe acelasi principiu al similaritatii de epiteliu si
raspunsului redus prin cresterea expresiei de TS,
lucru evidentiat de studii in alte tipuri de
cancere.
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