A timidilatszintaz gén
promoterpolimorfizmusanak vizsgalata
kis dozisu 5-fluorouracil kemoterapiaval
és sugarterapiaval kezelt elérehaladott
stadiumu fej-nyaki rakos betegeken
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Cél: A timidilatszintaz a DNS szintézisében szerepet jatszo citoplazmatikus enzim, amely lényeges sze-
repet jatszik a sejtek szaporodédsaban, igy tobb rakellenes gyogyszer kivalo célpontja. Katalizalja a
dezoxiuridin-monofoszfat konverzi6jat dezoxitimidin-monofoszfatta. Az enzim gatlasa a dezoxitimi-
alakitott dUMP-b6l keletkezett dUTP hibas beépiiléséhez vezet, kromoszomatorést, sét apoptozist
eredményezve. Az 5-fluorouracil (FURA) kezelésre adott rezisztencia egyik oka lehet a timidilatszintaz
enzim gatlasanak hidnya. A timidilatszintaz gén promoterében 28 bazispar hosszusagu ismétlédé szek-
vencia van két (2R) vagy harom (3R) koépidban, amely befolyasolja a gén expressziéjat. A génex-
presszié tanulmanyozasa valoszinisitheti a citotoxikus kezelésre adott valasz elérejelzését. A timidi-
latszintaz génexpresszidjanak mértéke befolyasolhatja a Tegafur kezelés hatékonysagat, toxicitasat
vagy mindkett6t. Vizsgalatunk célja volt a kis dozistu Tegafur kemoterapia és a sugarterapia egyiittes
hatékonysaganak értékelése a timidilatszintdz gén promoterpolimorfizmusanak tiikkrében. Anyag és
modszer: 47 mar elézdleg diagnosztizalt, kemoterapidban és sugarkezelésben részestilt fej-nyaki daga-
natos beteg esetében vizsgaltuk a timidilatszintaz gén promoterpolimorfizmusat polimeraz-lancreak-
cioval. Eredmények: A 47 betegbdl komplett remissziot mutaté 30 beteg 73,3%-a homozigota 2R/2R,
6,7%-a heterozigota 2R/3R és 20%-a homozigéta 3R/3R, a részleges valaszt mutat6 17 beteg 29,4%-a
2R/2R, 17,7%-a 2R/3R és 53%-a 3R/3R genotipustnak bizonyult. Kovetkeztetések: A betegjellemzdk
és a terapia kimenetele kézott nem talaltunk korrelaciot, viszont talaltunk a genotipus és a terapias va-
lasz kozott. Feltételezzuk, hogy a tumorvalaszt a beteg genomikai adottsagai jelentésen meghataroz-
zék. A timidilatszintaz gén genotipusanak meghatarozasa az FURA-alapt kemoterapia el6tt egy poten-
cialis eszkoz lehet a kezelés individualis kialakitasaban. Magyar Onkologia 50:33-37, 2006

Aim: Thymidylate synthase (TS) is a rate-limiting enzyme in the DNA synthetic pathway, and
represents a cellular target of antimetabolite drug 5-fluorouracil. It catalyzes the reductive
methylation of deoxyuridine-5-monophosphate to deoxythymidine-5-monophosphate. Inhibition of
TS will result in depletion of both dTMP and, subsequently, dTTP. As a consequence, dUTP is
misincorporated into DNA, resulting in DNA breakage and cell death. Developing resistance against 5-
fluorouracil (FURA) based drugs might be due to the failure of inhibition of thymidylate synthase
enzyme function. In the promoter region of the TS gene there is a tandem repeat sequence (2R or 3R),
which was found to be polymorphic and influences the gene expression. Effectiveness and tolerability
of Tegafur treatment might be influenced by expression of the TS gene. Our purpose was to determine
the effectiveness and tolerability of concomitant radiotherapy and low-dose chemotherapy using
Tegafur in respect of promoter polymorphism of thymidilate synthase gene. Material and methods: TS
promoter polymorphism (2R/2R, 2R/3R, 3R/3R) was determined by polymerase chain reaction using
genomic DNA, in 47 patients with advanced head and neck cancer. Results: Thirty patients out of
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1 dbra.
A timidildtszintdz
enzim hatds-

47 showed complete response, and genotyping of these patients revealed 2R/2R in 22 (73.3%), 2R/3R
in 2 (6.7%) and 3R/3R in 6 (20%). Seventeen out of 47 patients reacted with partial response, and
2R/2R or 2R/3R were revealed in 5 (29.4%) and 3 (17.6%) patients, respectively, and 3R/3R genotype
was identified in 9 patients (53%). Conclusion: We did not find any correlation between patient’s data
and response to therapy, but strong correlation was found between the latter and the patient’s
genotype. This facts indicate that the analysis of promoter polymorphism of thymidylate synthase
gene might be a useful target to examine before FURA-based chemotherapy, and might allow to go
into the direction of individualized treatment of head and neck cancer. We suppose that tumor
response depends on genomic features of the patients. Kiss-LdszIo Z, Nagy B, Thurzé L, Szabd ]J.
Thymidylate synthase gene promoter polymorphism in advanced head and neck cancer treated by radio- and
S-fluorouracil chemotherapy. Hungarian Oncology 50:33-37, 2006
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Bevezetés

A timidilatszintaz (TS) a citoplazmaban eléfordu-
16 enzim, amely a dezoxiuridin-monofoszfat at-
alakulasat katalizdlja dezoxitimidin-monofoszfat-
ta. A metilcsoport az 5,10-metilén-tetrahidrofolat
amely a dezoxiuridin-monofoszfatot konvertalja
dezoxitimidin-monofoszfatta (1. dbra) (2). Kézis-
mert tény, hogy a dezoxitimidin-monofoszfat nél-
killozhetetlen nukleotid a DNS szintézisében. A
sejthen a fent nevezett kémiai reakcié dezoxiti-
midin-monofoszfat szintéziséhez vezet, ennél
fogva a timidilatszintaz a DNS-szintézis folyama-
tanak egyik meghatarozé faktora. Kivalo target-
ként szolgal a DNS-szintézis normaélis folyamata-
nak megszakitasahoz, ami azt jelenti, hogy e bio-
kémiai folyamat modulalasaval lehetGség nyilik
arra, hogy beavatkozzunk a sejt DNS-szintézisébe
(2). A timidilatszintaz tehat az egyik kulcsfontos-
sagl target a kemoterapia szamara.

Ismeretes, hogy a TS gén promoter régidjaban
van egy polimorf tandem repeat szekvencia, amely
befolyésolja a timidilatszintaz gén expressziojat (7).
A polimorf allélekben kett6 (2 Repeat) vagy harom
(3 Repeat) 28 bazisparbol allo ismétlédé szekvenci-
at killonboztetiink meg. A 3R genotipus asszocialt a
magasabb TS-expresszioval, mig a kett6 28 bp hosz-
szusagl fragmentum jelenléte alacsonyabb TS-
expressziora utal (8).

Mivel a TS-expresszié befolyasolja a kemote-
rapias kezelés hatékonysagat, valamint a gyogy-
szer okozta toxicitast vagy mindkett6t, a tandem
repeat promoterpolimorfizmus vizsgalata infor-
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ami segitségiil szolgalhat a kemoterapiara adott
valasz elérejelzésére.

Igy a génpolimorfizmus, valamint a génex-
presszios vizsgalatok fontos informaciot jelent-
hetnek a kemoterapia hatékonysaganak eldrejel-
zésében.

Célkittzéstink volt annak vizsgalata, hogy a
fejnyaki tumoros betegek TS génjének promo-
terpolimorfizmusa jelzi-e, illetve milyen mérték-
ben jelzi az 5-fluorouracil (FURA) alapu kemote-
rapiara adott valaszreakciot.

Anyag és modszer

Az Onkoterapias klinikdn megjelent 50, mar el6-
z6leg diagnosztizalt, kemoterapian és sugarkeze-
lésen tulesett fej-nyaki daganatos beteg esetében
vizsgaltuk a terapias valaszt és a timidilatszintaz
gén promoterpolimorfizmusat. A terapias valasz-
reakciot 50 esetben tudtuk vizsgalni, mig a TS ge-
netikai vizsgalata csak 47 esetben tortént meg,
harom beteg elhalalozasa miatt.

A betegek az International Union Against
Cancer (UICC) stadiumbeosztas alapjan III vagy
IV stadiumu nonreszekabilis szdjluregi, garati, al-
garati vagy gége-laphamcarcinoma fennallasa
esetén keriilhettek a vizsgalatba. A stadiumbe-
osztas alapos fizikalis és mellkas-rontgenvizsga-
latbol allt. A TII-IV stadium esetén mind a primer
tumor, mind a nyirokcsomé jol lathat6 és tapint-
hato, igy mérhet6. Fél cm-es kerekarnyék a tiido-
parenchymaéban a rtg-en jol detektalhat6. CT-
vizsgalat nem tértént minden betegnél. A beteg-
ség kiterjedését a TNM (tumor, node, metastasis)
beosztas alapjan hataroztuk meg. A vizsgalatbol
kizartuk azokat a betegeket, akiknél a tumort ko-
rabban sebészileg kezelték, vagy ha tavoli meta-
sztazis jelentkezett a sugarterapia idején, vagy ha
korabban masodik primer tumor volt jelen (a
nem melanoma tipust bérrdk kivételével). A be-
tegeket az altalanos allapotuk szerint az ECOG
skala alapjan két csoportba soroltuk, ECOG 0-2 il-
letve ECOG 3-4 csoportokba. Kemoterapiaként az
oralisan szedhet6é Tegafurt alkalmaztuk a sugar-
terapia alatt minden egyes napon napi 2 alkalom-
mal, 6sszesen 30 mg/kg napi dozisban. Tekintet-
tel arra, hogy a kombinalt terapianak fokozott a
toxicitdsa, a maximalisan toleralhatd gy6gyszer-
dozist individualisan szabtuk meg. A sugarterapia
dozisa minden esetben standard 70 Gy volt. A do-
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zis teljes kiszolgaltatasara torekedtiink lehetéleg
kezelési szlinet nélkiil. A kemoterdpia dozisat
azonban csokkentettitk azokban az esetekben, ha
annak mellékhatasa a sugarterapia folyamatossa-
g4t veszélyeztette. Igy a szervezet toleranciajat a
kombinalt kezeléshez maximalisan figyelembe
vettik.

Az Dbetegjellemz6k és a terdpids valaszreak-
ciok statisztikai feldolgozasanal a chi-négyzeten
alapulé asszociaciés mérdszamot (Csuprov-
egyltthato) hasznaltuk (16).

Tovabbi statisztikai analizis sordn megvizsgal-
tuk a TS-génpolimorfizmus valamint a terapias
vélaszreakcio Osszefiiggését a tobbi kategorikus
adattal (nem, stadium, terdpids sziinet), alkal-
mazva a Pearson chi-négyzet probat, valamint a
2x2-es gyakorisagu tablak vizsgalata a Fisher-féle
egzakt teszt segitségével tortént. A folytonos ada-
tok (testsuly, kor) kapcsolatat is elemeztik a TS-
génpolimorfizmussal a one-way ANOVA segitsé-
gével, valamint a terapids valaszreakcioval a
Student-féle t-teszt segitségével.

Genetikai vizsgalat 47 beteg esetében tortént,
5 ml periférias vénas, EDTA-val stabilizalt vérbdl
genomikus DNS-t izolaltunk kis6zasos modszer-
rel (12). A polimeraz-lancreakcié a Biorad cég i-
cycler alapkésziilékén zajlott a kovetkezo prime-
rekkel: (TSF) 5’ GTGGCTCCTGCGTTTCCCCC 3
(TSR) 5" TCCGAGCCGGCCACAGGCAT 3'. A 25
pl-es reakci6-végtérfogatban 10 mM Tris HCI (pH
8,8), 50 mM KCI, 1,5 mM MgCl, 0,1% Triton-X
100, 10% dimethyl sulfoxid, 0,2 mM dNTP, 0,5
pM forward és reverz primer, 0,5 pg genomikus
DNS és 0.5 U Tag-polimeraz jelenlétében zajlott
az amplifikacié. A kapott PCR-terméket 8%-os
poliakrilamid gélen szeparaltuk és a fragment-
méret alapjan genotipizalast végeztiink (2. dbra).

Eredmények

A betegek életkora 43-t0l 84 évig terjedt, atlag-
életkora 55 év volt. A betegek jellemzo adatait és
a primer tumor lokaliz4cidja szerinti felosztasat
az 1. tabldzatban foglaltuk 6ssze.

Az Osszesitett terapids valaszarany az 50 be-
tegre vonatkoztatva 94% (95% konfidenciainter-
vallum KI: 88-99) volt. Komplett remisszi6t 60%-
ban tapasztaltunk (95% KI: 48-72) (2. tabldzat). A
vizsgalt betegjellemz6k egyike sem volt hatassal
a valaszaranyra. A Csuprov korrelacios egytittha-
t6 (T) alapjan megallapithat6, hogy az altalanos
allapot (T =0,270), az életkor (T=0,178) és a test-
suly (T=0,153) kevéssé befolydsoltak a
tumorvalaszt. Ugyanakkor kiemelhet6, hogy az
altalanos allapot volt a legerésebb, mig a testsuly
a legkevéshé meghataroz6 tényez6. A Pearson
chi-négyzet-proba megerdsitette, hogy nincs szig-
nifikans osszefiiggés a betegek altalanos allapota,
neme, a daganat lokalizacigja, a terapias sziine-
tek szama, az életkor, testsuly paraméterek és a
terapias valasz kozott. Tovabbi elemzések azt
mutattdk, hogy a terapias vélasz és a stadium ko-
zOtt erésen szignifikdns volt az Osszefliggés
(T=0,484), amit a Fisher-féle egzakt teszt meg-
erdsitett (p=0,002).

TIMIDILATSZINTAZ GEN PROMOTERPOLIMORFIZMUSR

A molekularis genetikai vizsgalatok soran a
polimorf alléleket PCR-alapti technika segitségé-
vel killonitettik el. A kett6 (2R) vagy harom (3R)
28 bazispar hosszusagu szekvenciat tartalmazoé
PCR-fragmentumot méretiik alapjan azonositot-
tuk. A 2R/2R genotipust indikal6 fragmentum
mérete 248 bp, mig a 3R/3R genotipust a 270 bp
hosszisagi fragmentum reprezentalta a 8%-os
poliakrilamid gélen. A heterozigdta genotipus
esetében mindkét méretti fragment lathatd volt
(2 dbra). A 3R/3R genotipust a magasabb sejtbeli
timidilatszintaz-expresszio, mig a 2R/2R genoti-
pust az alacsonyabb TS-expresszio jellemzi (8).

2. dbra.

A kettd (2R) vagy
harom (3R) 28 bdzispdr
hossziisdgui szekvencidt
tartalmazo PCR-frag-
mentumok 8%-os poli-
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1. tdbldzat. A betegek jellemzd adatai az dltaldnos dilapot fliggvényében (ECOG)

Betegjellemz6k ECOG 0-2 ECOG 3-4
Betegszam 31 19
Nem

N6 11 2

Férfi 20 17
Elqtkor (év)

Atlag 55 60

Tartomany 43-72 47-84
Stadium (TNM)

Il 12 7

vV 19 12
Testsuly (kg)

Atlag 58 51

Tartomany 45-86 45-58
Tumorlokalizacio

Szajlreg 13 10

Garat 12 8

Algarat 5 1

Gége 1 0

2. tabldzat. A tumorvdlasz megoszldsa a betegek dltaldnos dllapota szerint

Altalénos éllapot Tumorvalasz* Osszesen
CR PR SD

ECOG 0-2 20 M 0 31

ECOG 3-4 10 6 3 19

Osszesen 30 17 3 50

CR: komplett vélasz, PR: részleges vélasz, SD: stabil betegség.
*A szdmok a betegek szamat jelzik.
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3. tabldzat.
A kemoterdpidra
adott vdlaszreakcio a

A 47 fejnyaki rdkos betegb6l a komplett re-
missziot mutaté 30 beteg 73,3%-a (22 beteg) 2R/2R
homozigétanak, 6,7%-a (2 beteg) 2R/3R heterozi-
gotanak, és 20%-a (6 beteg) 3R/3R homozigétanak
bizonyult. A részleges valaszt mutat6 17 beteghdl 9
esetben (52,9%) 3R/3R, 3 esetben (17,7%) 2R/3R
és 5 esetben (29,4%) 2R/2R genotipust talaltunk (3.
tabldzat). Elemezve a terapids vélasz és a genetikai
polimorfizmus kozotti korrelaciot, megallapitot-
tuk, hogy TS-génpolimorfizmus szignifikdnsan kor-
relal a terapias valasszal a Pearson chi-négyzet-pro-
ba alapjan (p=0,024).

Statisztikai elemzéstink soran azt is megvizsgal-
tuk, hogy a betegekkel kapcsolatos tényezdk, a be-
tegek altalanos allapota, neme, a daganat lokaliza-
cibja, a terapias sziinetek szama, az életkor, test-
suly paraméterek befolyasoljak-e a TS-genotipusok
megoszlasat. Az eredmények azt mutattak, hogy
nincs szignifikans dsszefiiggés a fent emlitett para-
méterek és a genotipus megoszlasa kozott.

A fenti eredmények megerésitik azt az elképze-
lést, hogy a timidilatszintaz-promoterpolimorfiz-
mus prognosztikai paraméter lehet a fej-nyaki da-
ganatok radiokemoterapias hatékonysaganak elé-
rejelzésében. Tovabba az eredmények alatamaszt-
jak azt a korabbi megfigyelést is, hogy a megemel-
kedett bazalis timidilatszintaz-expresszio prediktiv
lehet az 5-FU-alapu gyogyszerekre adott gyengébb
valaszreakcio el6rejelzésében.

Megbeszélés

Az elmult 40 év alatt az 5-fluorouracil-szairmazé-
kokrol illetve az antifolatokrdl deriilt ki, hogy gatol-
jak a timidilatszintaz enzim mtikodését. Az ilyen
kémiai természetl anyagok koziil az 5'-fluoro-2"-de-
zoxiuridin-5-monofoszfat (Fd-UMP) a fluoropirimi-
dinek aktiv metabolitja. Az Fd-UMP hatdsmecha-
nizmusa soran kompeticié alakul ki az Fd-UMP és
a dezoxiuridin-monofoszfat (dAUMP) kozott azért a
metilcsoportért, amelyet az 5,10-metilén-tetrahid-
rofolsav szolgaltat és nélkiilozhetetlen a dUMP-
dTMP atalakulashoz. A reakcio kovetkeztében a ti-
midilatszintaz nem képes a dUMP metilacidjat el-
végezni az 5,10-metilén-tetrahidrofolsav (Fd-UMP-
FURA) komplexben. A timidilatszintaz-blokad
eredménye, hogy a sejtben csokken a dTMP, rako-
vetkezéen a dTTP koncentracidja, és felhalmozo-
dik a dUTP. A dUTP vagy az FAUTP hibas beéptilé-
se a DNS-be a molekula toréséhez és a sejt halla-
hoz vezet (4).

A timidilatszintaz inaktivalasanak masik lehet-
séges Utja az, amikor az 5,10-metilén-tetrahidrofol-
sav strukturalis analogjat hasznaljak inhibitorként,

genotipus fiiggvényében amely kompetitora az 5,10-metilén-tetrahidrofol-
Vélaszreakcio
Genotipus PR SD
30 beteg 17 beteg (3 beteg
elhalalozott)

2R/2R 22 (73,3%) 5(29,4%) -

2R/3R 2 (6,7%) 3(17,7%) -

3R/3R 6 (20,0%) 9 (52,9%)
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savnak. Ez a kompetitor molekula kotédik a timidi-
latszintaz enzim aktiv centrumaba, igy inaktivalja
azt, megakadalyozva a dUMP metilacigjat (15).

A p53 és a bcl-2 fehérjékrdl, mint a programo-
zott sejthalal molekularis motorjairél feltételezhe-
t6, hogy informaciot szolgaltathatnak a kiilonb6zé
gyogyszerekre adott valaszreakciokrol. Azonban az
altalanos érzékenységen til a p53 és bcl-2 génex-
presszios vizsgalatok semmi specifikus informaciot
nem mutattak (6, 14).

Etienne és mtsai 103 metasztatikus colorectalis
daganatban szenvedd beteget figyeltek meg, hogy
kideritsék, vajon a primer tumor és metasztazis ti-
midilatszintaz-expresszidjanak vizsgalata alkalmas-
e prognosztikus eldrejelzésre, valamint a fluoropiri-
midin-alapt kemoterapiara val6 reagalas kiderité-
sére (6). A timidilatszintaz enzim aktivitdsanak mé-
rése olyan paraméter, amely szignifikdnsan 6ssze-
fiiggésbe hozhat6 a tumorvalasszal, miszerint a ke-
zelésre reagalok alacsonyabb TS enzimaktivitdssal
rendelkeznek, mint a nem reagdlé betegek. A
gyogyszerrezisztencia kialakulasanak ugyan sza-
mos oka lehet, melyek koziil az egyik elképzelés az,
hogy a timidilatszintaz enzim olyan mennyiségben
van jelen, hogy a gatlas ellenére funkcionalisan ak-
tiv molekuldk maradhatnak a sejtben (7). A gyogy-
szerre nem reagdlok esetében a gyogyszer altal ki-
valtott timidilatszintaz enzimindukcio a TS gén tal-
expresszigjanak kovetkezménye is lehet, amib6l az
is kovetkezik, hogy a TS genotipus nemcsak a gén-
expressziot befolyasolhatja, hanem a gyogyszer
okozta enzimindukcio mértékét is (8, 11). Ezzel el-
lentétben olyan vélemény is van, amely szerint az
egyetlen szignifikans elérejelz6 csakis a TS-aktivi-
tasmérés metasztatikus tumorszovetbdl, és ez nem
helyettesithet6 a genotipizalassal (6).

Ugyan a sugarterapia és a kemoterapia szimul-
tan alkalmazasanak terapids elénye mar korabbi
tanulmanyokban bizonyitast nyert (17), mégis az
észlelt megnovekedett toxicitas (1, 3, 5, 10) gatolja
azt, hogy minden egyes beteget e séma alapjan ke-
zeljlink. Az irodalmi adatokkal megegyezve (9) a
sajat terapias eredményeink azt mutattak, hogy az
alacsony dozisi monokemoterapiaval és sugartera-
piaval kezelt elérehaladott stadiumu fej-nyaki ra-
kos betegek terapias valaszreakcigja nem volt rosz-
szabb, mint a nagyobb dézisu polikemoterapiat és
sugarkezelést kapo betegek eseteiben (13). A keze-
lések soran sulyos, felesleges toxicitds nem volt
megfigyelhet6 (13). Szikséges tanulmanyozni,
hogy az akar minimalis tobblet-toxicitast okozo ke-
moterapiat mikor érdemes alkalmazni a kezelés
soran. Ezért alapvetd fontossagi a két modalitas
kozotti interakciok megértése és mind a beteg ge-
nomikai, mind a tumor jellemz6 tulajdonsagainak
tekintetbe vétele.

Mivel preklinikai vizsgdlatunk (13) arra utalt,
hogy csak a kis dézisu kemoterapia bir az esetek
egy részében a sugarterapiat erdsit6 hatassal és az
additiv hatas csak a kemoszenzitiv tumoroknal ki-
fejezett, ezért fontos elemezni ezen esetek geneti-
kai hatterét.

Vizsgalatunk célja az volt, hogy értékeljiik a kis
dozisu kemoterapia (Tegafur, amely az 5-fluorour-
acil transzport formdja) és a sugarterapia egytittes
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alkalmazasanak hatékonysagat és toleralhatosagat
a timidilatszintaz gén promoterpolimorfizmusanak
titkkrében.

Az a tény, hogy a betegjellemz6k és a terapia ki-
menetele kozott nem talaltunk korrelaciot, viszont
talaltunk a genotipus és terapias valasz kozott, azt
bizonyitja, hogy a tumorvalaszt leginkabb a beteg
genomikai adottsagai hatdrozzak meg. Mivel a fej-
nyaki tumorok kemoradioterapidra adott valasza
nem homogén, ésszeri mar a kezelés megkezdése
el6tt tudnunk, hogy vajon érzékenyek lesznek-e a
kezelésre. A timidilatszintaz gén genotipusanak
meghatarozéasa egy potencialis eszkoz lehet a ke-
moterapias kezelés individualis kialakitasaban.
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