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Inhibitory tymidylat syntazy (TS) jsou €asto pouzivany pfi Iécbé nadorovych onemocnéni. Lé€iva s inhibiénim Géinkem na
tymidylat syntazu Ize rozdélit na dvé hlavni skupiny: fluoropyrimidinové derivaty a analoga kyseliny listové. Tyto inhibitory
jednak ovliviuji enzymatickou aktivitu TS, jednak dochazi k metabolizaci téchto inhibitorl riznymi enzymy. Interindi-
vidualni rozdily v expresi a aktivité TS a metabolizujicich enzym{ by mohly byt vyuzity pii pfedpovédi rezistence na jednot-
liva cytostatika. Ziskané znalosti o expresi a aktivité jednotlivych enzymil by pak mohly byt vyuzity pfi navrhovani cilené
individualni protinadorové terapie.

Bohuzel rezistenci na cytostatika ovliviiuji stovky gend. Pro pfesnou predpovéd rezistence pravdépodobné nebude staéit
stanoveni nékolika markerti. Pro takovou pfedpovéd bude ziejmé nutné rutinni zavedeni metod pro sledovani exprese de-
sitek nebo stovek genti a jejich proteinovych produkti.
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THE INDIVIDUALISED PHARMACOTHERAPY OF GASTROINTESTINAL CANCER BASED ON THYMIDYLATE SYNTHASE
INHIBITORS

The inhibitors of thymidylate synthase (TS) are frequently used as anticancer drugs. These drugs can be divided into
two principal groups: the fluoropyrimidine derivatives and folic acid analogs. All these inhibitors change enzymatic
activity of TS, and at the same time they are also metabolizeded by different enzymes. The interindividual differences
in the expression and activity of TS and of other enzymes can be exploited in the design of targeted individual anti-
cancer therapy.

Unfortunately the drug resistance is influenced by hundreds of genes. If we would like to predict the drug resistance,
the determination of as little as several markers would not be probably efficient. The routine establishment of methods
of screening expression of tens or hundreds of genes and their protein products will be probably necessary for such
prediction.

Key words: thymidylate synthase, fluoropyrimidine derivatives, antifolates, complex profiles of gene expression.

Uvod

Tymidylat syntdza (TS) predstavuje
klicovy enzym pfi syntéze DNA (9). Proto
jsou inhibitory tymidylat syntazy ¢asto pouzi-
vany pfi 1é¢bé nadorovych onemocnéni (12).
Lé¢iva s inhibiénim déinkem na tymidylat
syntazu lIze rozdélit dle mechanizmu U¢inku
na dvé hlavni skupiny (31): fluoropyrimidi-
nové derivadty a analoga kyseliny listové.
Fluoropyrimidinové derivaty se metabolicky
aktivuji na 5-fluoro-deoxyuridin-monofosfat
(FAUMP), ktery spoleéné s kyselinou N5,
N10 metylen-tetrahydrolistovou a tymidylat
syntazou vytvareji stabilni ternarni komplex
(8). V inhibi¢nim komplexu navazana tymidy-
lat syntdza pak nem(ze syntetizovat tymidin
monofosfat. Tim je blokovana syntéza a repli-
kace DNA. Kyselina metylentetrahydrolistova
je nezbytnym kofaktorem pro enzymatickou
aktivitu tymidylat syntazy (9). To vysvétluje,
pro¢ inhibuji tento enzym antifolaty neboli
analoga kys. listové.
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fluoropyrlmldmovych inhibitora
tymidylat syntazy

Nejcastéji pouzivanym cytostatikem této
fady je 5-fluorouracil (1) (obrazek 1). Do bunék
vstupuje snadno mechanizmem usnadnéného
transportu uracilu (2). Ostatni uvedena cy-
tostatika, jako tegafur nebo kapecitabin (ob-
razky 1, 3) vstupuji do buiiky nukleosidovymi
transportnimi systémy (3).

1.1 Metabolickd aktivace

V&echny fluoropyrimidinové derivaty pod-
stupuji intracelularni aktivaci na FAUMP, ktery
vytvafi terndmi inhibiéni komplex s tymidylat
syntazou. Cést fluorovanych metaboliti se déle
méni na fluorouridin trifosfat (FUTP) a fluorode-
oxyuridin trifosfat FAUTP, které se zalenuiji do
RNA nebo DNA dle schématu na obrazku 2 (4).

Peroraini cytostatikum kapecitabin (Xe
loda), které je pfed aktivaci pomémé mélo

Obrazek 1. Chemicka struktura nékterych fluoropyrimidinovych lé¢iv
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Obrazek 2. Metabolicka aktivace a mista tcinku 5-fluorouracilu (TS 150 tymidylat syn-
taza, TK - tymidin kinaza, TP - tymidin fosforylaza, UP - uridin fosforylaza, UK - uridin

kinaza, OPRT - orotat fosforibozyltransferaza, RR - ribonukleotid reduktaza). Naznacena
je i hlavni degradacni draha pres dihydropyrimidin degydrogenazu (DPD) na inaktivni

dihydroflourouracil (DHFU)
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Obrazek 3. Kapecitabin
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Obrézek 4. Normalni funkce timidylat syntazy
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toxické pro nenadorové burky, pfed vstupem
do nadorové tkané podstupuje aktivaci v jat-
rech dle schématu na obrazku 3. Prvni krok
uvedeného schématu probihd vyluéné v jat-
rech (5), aktivace cytidin deamindzou probihd
v jétrech i v nadorové tkani. DalSim krokem je
pfeména na vlastni 5-fluorouracil, ktery je ddle
metabolizovan dle jiz uvedeného schématu na
obrazku 2. Protoze hladiny cytidin deaminazy
a tymidin fosforylazy jsou velmi éasto zvySeny
v nadorech oproti okolni tkani, dochazi k selek-
tivni aktivaci na cytotoxické metabolity pravé
v nadorové tkéni Toto selektivm’ plsobeni Xe-

nékterych lécebnych rezim{ s Xelodou (6).

1.2. Mechanizmus G¢inku
Uginky fluoropyrimidinovych cytostatik roz-
délujeme na RNA toxické a DNA toxické. DNA

Obrazek 5. Chemicka struktura dvou ¢asto

pouzivanych antifolatt
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toxické ucinky zahrnuji i nejlépe prozkoumany
mechanizmus inhibice tymidylat syntazy. Kro-
mé toho fluoropyrimidiny béhem svych metabo-
lickych pfemén indukuiji glykosylaci bunéénych
proteind (7) a tim mohou narusit rovnovahu
nékterych biochemickych reakci, véetné reakci
souvisejicich s modulaci chemorezistence.

1.2.1. Tymidylat syntaza

Tymidylat syntaza (TS) je kliCovy enzym
v biosyntéze pyrimidinovych nukleotidd, kata-
lyzujici konverzi dUMP na dTMP, tzn. zavedeni
metylové skupiny do molekuly dUMP (8) (ob-
razek 4).

Nejvyznamné;jsi DNA toxicky Ucinek, ktery
Ize kvantifikovat nejpfesnéji, je pravé inaktiva-
ce tymidylat syntazy fluorodeoxyuridylatem
(9). FAUMP je tvofen jednak prostiednictvim
tymidin kindzy z FdUrd, ale pfedevsim redukci

FUDP ribonuklotid reduktdzou a ndslednou
defosfoforylaci (obrazek 2). Inhibice tymidin
syntazy je zplsobena tvorbou velice stabilni-
ho ternarniho komplexu TS-FAUMP-N5,N10-
-metylentetrahydrofolat (9). Disledkem tvorby
tohoto komplexu je inhibice TS pfi konverzi
nukleotidu, coz vyvolda nedostatek dTTP
nutného pro biosyntézu DNA a nadmérmou
akumulaci dUMP.

Inkorporace dUTP a FAUTP do DNA mlze
vyUstit v tvorbu DNA zlomd pfi chybné excizni
reparaci uracil-N-glykosylazou s néslednym
spusténim apoptotické kaskady (10).
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folutovych inhibitora tymidylat
syntazy

Tyto inhibitory, jak uz bylo napsano v tvo-
du a jak plyne z obrazku 4, inhibuji aktivitu
tymidylat syntazy tim, ze omezuji dostupnost
dalezitého kofaktoru — 5,10metylentetrahyd-
rofolatu. Dle toho, jak jsou antifolaty metabo-
lizovany v burice, se jesté déli na antifolaty,
které jsou vyrazné aktivovany polyglutamaci
a na antifoldty bez aktivace polyglutamaci.
Reprezentantem prvni skupiny je raltitrexed
(Tomudex), reprezentantem druhé skupiny je
napf. ZD9331 (11) (obrazek 5).

Raltitrexed i ZD9331 se zkouSeji pfi 1éCbé
kolorektalniho karcinomu, karcinomu Zaludku
aprsu (12). ZD9331 se téz zkousi u karcinomu
ovaria (11). Pozitivni u€inek polyglutamace
spociva v tom, Ze polyglutamované antifolaty
zlistavaji v burice dlouho zadrZovany (u raltit-
rexedu az 24 hodin (13)) a zvySuje se tak prav-
dépodobnost, Ze v burice probéhne bunéény
cyklus a inhibiéni U¢inek antifolatu na syntézu
DNA se tak bude moci projevit (11, 12).

Antifolaty pfedstavuji pomérné rozsah-
lou skupinu cytostatik. Patfi sem také napf.
metotrexat pouzivany pfi 1éCbé akutnich leu-
kemii, lymfomG a sarkomi (29), nebo peme-
trexed - MTA (MTA = multi-target antifolate)
pouzivany pfi lé¢bé kolorektalniho karcinomu
a karcinomu pankreatu (14). Pemetrexed-MTA
ma kromé inhibice TS takeé inhibi¢ni uinky na
dihydrofolat reduktdzu a ribonukleotid formyl
transferazu (14).

Diskuze - raciondlni
podklady pro individualizaci
farmakoterapie

Lidsky organizmus exprimuje pfiblizné
20000 genl a jejich alternativnich transkrip-
td (15). Mnohé geny nesou polymorfizmy,
které maji vliv na hladinu exprese, regulacni
mechanizmy nebo vlastnosti jimi kédovanych
proteind resp. enzymd (16). To se projevuje
individudlnimi rozdily v expresi jednotlivych
gend, individudlnimi rozdily v reaktivité na
vnéjsi podnéty (napf. UV zafeni ) nebo indi-

Klin Farmakol Farm 2004; 18: 149-152



vidudlnimi rozdily v aktivité uréitych enzymu
(30). Mimo to existuji rozdily trovné expre-
se nebo enzymové aktivity mezi nadorem
a zdravou tkani (17). Uvedenych poznatki
midzeme vyuzit k raciondlnimu ndvrhu che-
moterapie.

Je zndmo, ze folylpolyglutamat syntaza
(FPGS) ma vyssi aktivitu v nadorovych bun-
kach nez ve zdravé tkani. Tento enzym pro-
vadi polyglutaminaci nékterych antifolatd a tim
je aktivuje nebo zvySuje jejich Ucinek. Proto
Ize pfedpoklddat, ze na lécbu budou dobie
reagovat ty nadory, kde je FPGS vysoka. Bo-
huzel aktivita FPGS je kromé nador( vysoka
téz v jatrech a v kmenovych burikéch kostni
dfené. Dlsledkem je vy$S$i toxicita uvedenych
folatd na tyto tkané. Antifolaty s polyglutama-
tovou aktivaci se bézné pouzivaji pfi IéChé
nadorovych onemocnéni krvetvorby a pfi
|éCbé jaternich metastéz (29).

Nebude mit smysl podavat tyto antifolaty
u nadorl, kde jiz probéhla mutace FPGS
a uvedené antifolaty nebudou v disledku
této mutace aktivovany (11). V pfipadé nizkych
hladin FPGS nebo mutaci je tfeba vybrat cy-
tostatikum, které nepotfebuje aktivaci polyglu-
taminaci. V sou¢asné dobé probihaji zkousky
antifolatového cytostatika ZD9331, které tento
pozadavek splfiuje a je zaroven silnym inhibi-
torem TS (11).

Raciondlni  vybér fluoropyrimidinovych
cytostatik, pfipadné jejich ndhrada napf.
irinotecanem - inhibitorem topoisomerazy |,
nebo oxaliplatinou - zavisi na stanoveni
aktivity  dihydropyrimidin ~ dehydrogenézy
v krvi nebo jatrech (18). DPD je katabolizujici
enzym (obrazek 2), jehoz deficit maze vy-
volavat hromadéni 5-FU v organizmu a vést
k toxickym staviim ohrozujicim Zivot (18). Asi
3% populace jsou stizena ¢asteénym nebo
Uplnym deficitem tohoto enzymu (19). Bohu-
Zel ke stanoveni aktivity DPD je standardné
pouzivano radioaktivniho znageni. Proto neni
toto vySetfeni u nés bézné dostupné.

Dal$im kritériem vybéru by mohla byt hla-
dina tymidin fosforylazy. Je zndmo, ze nadory
Casto obsahuji vy3i hladiny tohoto enzymu
nez okolni tkan. V pfipadé vysokych hladin TP
je vhodné pouzit kapecitabin (Xelodu), ktery je
pomérné specificky aktivovan pravé v nddoru
zvySenymi hladinami tymidin fosforylazy (ob-
razky 2, 3) (5).

Vyznam hladin TS pro predikci odpovédi
na fluoropyrimidiny je sporny, existuji vysledky
potvrzujici pfitomnost vysokych hladin TS
u nadorl rezistentnich na fluoropyrimidiny
(20, 21) a jini autofi nenalezli shodu mezi
vysokymi hladinami a rezistenci na 5-FU (22).
Néktefi autofi naopak nalezli shodu mezi dob-
rou progndzou a vysokymi hladinami TS (23).
Dle naSich zkuSenosti jsou rozdily hladin TS
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mezi nddory odpovidajicimi na lé¢bu a nadory
neodpovidajicimi statisticky nevyznamné v kav-
kazské populaci (24). Neshody v hodnoceni
vyznamu TS jsou zpdsobeny mimo jiné rozdily
v metodikach, etnickou variabilitou a v rozdil-
né expresi TS v nddorové a okolni tkani. Dal$i
skute¢nosti, ktera ma ,na svédomi“ rozporupl-
né vysledky, je komplexnost bunécnych déju -
kazdy zasah do buiiky ma za nasledek zmény
v expresi mnoha gen. Tyto zmény mohou mit
individudlni rozdily dané sekvenénimi rozdily
individudlnich genom(. Odrazem této kom-
plexnosti je skuteénost, Ze dle studii profill
genové exprese s vyuzitim cDNA microarrays,
pfidavek uritého cytostatika vyvola vyrazné
zmény v expresi fadové stovek gend (25, 26).
Lze proto pfedpokladat, ze rezistenci na urcité
cytostatikum nebude mozné spolehlivé pred-
povédét pomoci nékolika malo markerd.

Zavér

Dle nékterych autor(i jsou vysoké hladiny
TS asociovany s rezistenci na inhibitory TS.
Dle zjednoduSenych pfedstav by rezistence
méla byt disledkem toho, Ze pfi vysokych hla-
dinach TS inhibitory nejsou schopny dcinné
inhibovat veSkerou aktivitu TS a nemohou te-
dy ucinné zablokovat syntézu DNA a replikaci.
Dle téchto pfedstav by vysoka hladina TS méla
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