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STRESZCZENIE

Radioterapia odgrywa wazna rolg w leczeniu chorych na nowotwory. Niejednokrotnie jednak obserwuje
sie niepowodzenia leczenia pod postacig progresji miejscowej i/lub regionalnej. Nadmierna aktywnosc
szlaku przekaznictwa wewngtrzkomorkowego zaleznego od funkgji receptora czynnika wzrostu naskorka
(EGFR) przyspiesza progresje nowotworu i przyczynia sie do opornosci na dziatanie promieniowania
jonizujgcego. Strategie terapeutyczne polegajgce na interferowaniu z funkcjg EGFR stanowig atrak-
cyjng perspektywe w kontekscie zwigkszenia wrazliwosci komorek nowotworowych na cytotoksyczne
dziatanie promieniowania jonizujgcego. W licznych badaniach eksperymentalnych zidentyfikowano
rozne mechanizmy lezgce u podstaw poprawy miejscowej kontroli nowotworu po zastosowaniu radiote-
rapii w skojarzeniu z terapig anty-EGFR, migdzy innymi bezposredni efekt toksyczny inhibitorow EGFR
w stosunku do nowotworowych komoérek macierzystych, efekt radiouczulajgcy poprzez zmodyfikowanie
przekaznictwa wewngtrzkomaorkowego, zahamowanie naprawy uszkodzer DNA wywotanych dziataniem
energii jonizujgcej, zmniejszenie repopulacji komoérek nowotworowych czy poprawe ich utlenowania
pod wptywem radioterapii frakcjonowanej. Efekty kliniczne kojarzenia radioterapii i leczenia interferujg-
cego z aktywnoscig EGFR sg zroznicowane w zaleznosci miedzy innymi od typu histopatologicznego
nowotworu, rodzaju zastosowanego leku, jego dawki oraz sekwencji leczenia. Dotychczas w petfni nie
poznano mechanizmoéw tych odrebnosci. Brakuje tez czynnikow predykcyjnych odpowiedzi na wymienione
leczenie. Istnieje potrzeba przeprowadzenia dalszych badan nad skuteczno$cig tej terapii skojarzonej,
w ktérych punktem koncowych bytaby miejscowa kontrola nowotworu. Ponadto wazne jest petne poznanie
mechanizmoéw interferowania obu metod leczenia oraz potencjalnej toksycznosci tej terapii w stosunku
do prawidfowych tkanek.

Stowa kluczowe: EGFR, radioterapia, naprawa DNA

ABSTRACT

Radiotherapy plays an import ant role in the treatment of cancer patients. Frequently failure of the treatment
(locoregional progression) is observed. Overactivity of EGFR-depentent intracellular signaling contributes to
tumor progression and radioresistance. Therapeutic strategies aimed at inhibition EGFR activity are an
attractive perspective in terms of increasing radiosensitivity of neoplastic cells. Numerous experimental
studies allowed for identification of several mechanisms underlying local tumor control after combina-
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tion of radiotherapy and therapy directed to EGFR inhibition, including: direct kill of cancer stem cells by

EGFR inhibitors, cellular radiosensitization through modified signal transduction, inhibition of radiation

induced-DNA damage repair, reduced repopulation or improved reoxygenation of tumor cells during frac-

tionated radiotherapy. Clinical effects of the combined treatment are heterogeneous and depend among

others on histopathological type of cancer, type of administered EGFR inhibitor, its dosage, and treatment

sequence. To date, mechanism underlying these variations are not well understood. Predictive factors of

such combined treatment are scant. Additional studies aimed at better understanding of efficacy and

mechanisms of activity of radiotherapy combined with EGFR inhibitors with local control as an endpoint

are warranted. Potential toxicity towards normal tissues of such treatment should be also assessed.

Key words: EGFR, radiation therapy, DNA repair
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Wstep

Radioterapia jest metoda z wyboru w radykalnym
leczeniu chorych na rézne nowotwory ztosliwe, stosuje
si¢ ja takze w leczeniu paliatywnym chorych w IV sta-
dium choroby nowotworowej. Niestety, w przypadku
wielu nowotwordw, szczegdlnie rozpoznawanych
w zaawansowanym stadium, wyniki leczenia chorych
nie sa zadowalajace. W zwiazku z tym poszukuje si¢
sposobdw zwigkszenia skutecznosci radioterapii. Sko-
jarzenie jej z zastosowaniem lekéw cytotoksycznych
poprawilo wyniki leczenia u cze¢sci chorych (m.in. na
nowotwory ztoSliwe okolicy glowy i szyi, raka szyjki ma-
cicy, niedrobnokomérkowego i drobnokomdérkowego
raka ptuca, glejaka wielopostaciowego). Od 1962 roku,
kiedy to zidentyfikowano receptor czynnika wzrostu
naskorka (EGFR, epidermal growth factor receptor),
trwaja intensywne badania nad poznaniem jego roli
W rozwoju nowotworow, opornosci na zastosowane
leczenie konwencjonalne i mozliwoSci interferowania
z jego aktywnoscia w celu poprawy wynikéw leczenia
chorych na nowotwory. W 2006 roku Bonner i wsp. [1]
w wieloosrodkowym badaniu III fazy udokumentowali
skuteczno$¢ kliniczng dolaczenia przeciwciata mono-
klonalnego skierowanego przeciwko EGFR (cetuk-
symabu) do frakcjonowanej radioterapii u chorych na
zaawansowane miejscowo i/lub regionalnie nowotwory
okolicy glowy i szyi. Zachecajace wyniki tego przetomo-
wego badania sprawily, ze podjeto kolejne, liczne proby
interferowania z aktywno$cia EGFR w skojarzeniu
z radioterapig lub radiochemioterapia. Jednak badania
I i II fazy nie dostarczyly sp6jnych informacji co do
zasadnosci takiego polaczenia metod leczenia. W ba-
daniu II fazy po dodaniu cetuksymabu do standardowe;j
radiochemioterapii opartej na cisplatynie u chorych na
nowotwory okolicy glowy i szyi uzyskano wprawdzie
obiecujace wyniki — poprawe przezycia calkowitego
(76%) i kontrole miejscowa (71%) w okresie 3 lat, przy
czym 2 przypadki zgondw odnotowane w trakcie jego
realizacji (1 z powodu zapalenia ptuc, 2 z nieznanych
przyczyn) staly si¢ powodem przedwczesnego zakoncze-

nia badania [2]. P6zniejsze analizy obserwowanej tok-
sycznosci wykazaly, ze nie wynikala ona jednoznacznie
z dolaczenia cetuksymabu do radiochemioterapii, stad
nadal trwaja badania dotyczace tego zagadnienia. Nie-
mniej jednak zwrécono uwage, ze ostateczne efekty ta-
kiego skojarzenia metod leczniczych moga nie przynosi¢
korzysci chorym z powodu potencjalnego ,,naktadania
si¢” dziatan (overlapping effects) lub ich wzajemnego
»,znoszenia” (counteracting effects) oraz pojawiania si¢
nieakceptowalnych dziatan niepozadanych. Podobne
sytuacje kliniczne obserwowano juz w przypadku koja-
rzenia terapii anty-EGFR z leczeniem cytotoksycznym.
Monoterapia inhibitorami kinazy tyrozynowej EGFR
(erlotynib, gefitynib) u chorych na niedrobnokomoérko-
wego raka ptuca prowadzita do zwickszenia odsetka od-
powiedzi na leczenie i wydtuzenia przezycia catkowitego
[3], zas dotaczenie tych lekéw ukierunkowanych na cele
molekularne do chemioterapii opartej na cisplatynie,
gemcytabinie czy paklitakselu w tej populacji chorych
nie poprawito wynikdw leczenia w poréwnaniu z wylgcz-
na chemioterapia [4-7]. Podobnie w badaniach I/II fazy
dotaczenie cetuksymabu do radiochemioterapii przed-
operacyjnej opartej na kapecytabinie i oksaliplatynie
[8] czy kapecytabinie [9] wiazalo si¢ z pogorszeniem
wynikéow odpowiedzi patologicznej w poréwnaniu
z rezultatami badan historycznych w przypadku lecze-
nia neoadiuwantowego bez uzycia cetuksymabu [10].
Na uwage zastuguje tez problem wtasciwej sekwencji
zastosowanego leczenia skojarzonego. Aktualnie
podejmuje si¢ liczne préby taczenia chemioterapii,
radioterapii i terapii interferujacej z funkcja EGFR.
Radioterapia stosowana jednocze$nie z cetuksymabem
po chemioterapii indukcyjnej opartej na docetakselu
i cisplatynie u chorych na niedrobnokomérkowego raka
phuca w III stadium zaawansowania choroby wigzala si¢
z uzyskaniem zachecajacych wynikow w badaniu 11 fazy
[11]. Podejmuje si¢ tez proby oceny efektywnosci inhibi-
torow EGFR w terapii podtrzymujacej po zakoficzeniu
radioterapii lub radiochemioterapii [12, 13].
Whikliwe poznanie patofizjologicznych mechani-
zmow lezacych u podstaw kojarzenia leczenia interfe-
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rujacego z aktywnoscia EGFR z radioterapia lub ra-
diochemioterapig jest wigc warunkiem niezbednym dla
optymalnej terapii chorych na nowotwory, ktérej celem
zjednej strony jest poprawa wynikow leczenia, z drugiej
za§ — ochrona prawidtowych tkanek. Nalezy réwniez
zwréci¢ uwage na fakt, ze wyniki leczenia z zastosowa-
niem terapii anty-EGFR zalezg od typu nowotworu i od
rodzaju stosowanego leku interferujacego z aktywnoscia
EGFR. Aktualnie trwajg badania z wykorzystaniem
przeciwcial skierowanych przeciwko EGFR (cetuksy-
mab, nimotuzumab), drobnoczasteczkowych inhibitoréw
kinazy tyrozynowej EGFR (erlotynib, gefitynib) oraz
inhibitoréw wielu kinaz (lapatynib, desytynib) [11, 12,
14-19]. Ponadto poszukuje si¢ czynnikéw predykcyjnych
na stosowane leczenie skojarzone [14].

Skutecznos$é radioterapii

Guz nowotworowy zbudowany jest z nowotworo-
wych komdrek macierzystych, charakteryzujacych si¢
zdolnoScia do nieograniczonego rozplemu i tworzenia
heterogennych szeregéw komoérek potomnych oraz ko-
moérek nowotworowych, ktére co prawda tworza mase
guza, ale nie przejawiaja potencjatu proliferacyjnego
[20-22]. Nowotworowe komdrki macierzyste stanowia
nie tylko odrebna subpopulacje komoérek w obrebie guza
nowotworowego, ale sa prawdopodobnie bardziej opor-
ne na dziatanie lekdéw czy promieniowania jonizujacego
[20-22]. Zgodnie z zatozeniami radioterapii radykalne;j
nalezy dazy¢ do eliminacji wszystkich nowotworowych
komorek macierzystych, co jest warunkiem niezbg¢dnym
uzyskania trwatej miejscowej kontroli nowotworu (LC,
local control). Nalezy pamigtaé, ze nawet jedna prze-
trwata nowotworowa komorka macierzysta stanie si¢
w przysztosci przyczyng wznowy miejscowej. Kontrola
miejscowa jest wigc podstawowym parametrem, ktory
powinno si¢ ocenia¢ w badaniach nad skutecznos$cia
radioterapii i ewentualnym kojarzeniem jej z innymi
metodami leczenia. Mniej wazny jest wplyw radioterapii
i ewentualnego leczenia skojarzonego na ogdlng mase
guza nowotworowego, co w badaniach eksperymen-
talnych ocenia si¢ za pomoca takich parametréw, jak
regresja guza (tumor regression) czy opdznienie wzrostu
nowotworu (tumor growth delay). Nie odzwierciedla
to bowiem inaktywacji wszystkich nowotworowych
komérek macierzystych. Przyktadem moga by¢ proby
zastosowania inhibitoréw kinazy tyrozynowej EGFR
przed frakcjonowana radioterapia, w jej trakcie i po
niej, ktére wykazywaly opdzZnienie wzrostu guza, jednak
nie uzyskiwano kontroli miejscowej nowotworu [23-25].
Z wielka ostrozno$cig nalezy rowniez interpretowad
wyniki badan in vitro. Oceniaja one potencjat klono-
genny komoérek nowotworowych, czyli ich zdolnos¢ do
tworzenia komoérek potomnych (zdolno$¢ tworzenia

kolonii komérkowych), co w warunkach in vivo odpo-
wiadatoby wznowie miejscowej. O ile wydawatoby sig,
ze inaktywacja komoérek klonogennych w warunkach
in vitro odpowiada inaktywacji nowotworowych komo-
rek macierzystych w warunkach in vivo, to jednak nie
odzwierciedla zawarto$ci nowotworowych komdrek
macierzystych w guzie ani ich przetrwania w warunkach
in vivo [26]. Dlatego tez badania in vitro wykorzystuje
si¢ jedynie do wyjSciowej oceny mozliwosci zastosowania
lek6éw ukierunkowanych na cele molekularne w potacze-
niu z radioterapia. Zaréwno budowa, jak i fizjologiczne
uwarunkowania aktywnosci EGFR wyczerpujaco opi-
sano w innym artykule w biezacym wydaniu Onkologii
w Praktyce Klinicznej [27].

Bezposredni efekt toksyczny
interferowania z aktywnoscia
EGFR w skojarzeniu z radioterapig
w stosunku do nowotworowych
komoérek macierzystych

Przyczyna wznowy miejscowej po radykalnej radio-
terapii frakcjonowanej sa przetrwate nowotworowe
komorki macierzyste [26, 28]. Dlatego proby zniszcze-
nia dodatkowo nawet niewielkiej liczby tych komoérek
moga poprawi¢ wyniki leczenia chorych. Wykazano,
ze hamowanie aktywnosci EGFR w warunkach in
vitro i in vivo prowadzito do apoptozy komérek no-
wotworowych [23, 29-33]. Jednak udziat tego procesu
w ostatecznym efekcie po zastosowaniu radioterapii
jest wcigz kontrowersyjny. W badaniach przeprowa-
dzonych in vitro nie stwierdzono bezposredniego efektu
uszkadzajacego komérki klonogenne pod wplywem
cetuksymabu [34]. Jednak w badaniach in vivo nad
nowotworami wywodzacymi si¢ z komorek linii A431
w warunkach prawidtowego utlenowania podanie tego
przeciwciala przed zastosowaniem pojedynczej frakcji
promieniowania prowadzito do nieznacznej poprawy
kontroli miejscowej, za$§ kontynuacja podawania tego
leku istotnie poprawiata ten parametr [35]. Ponadto
stosowanie cetuksymabu w trakcie frakcjonowane;j
radioterapii oraz po jej zakoficzeniu zwigksza kontrole
miejscowa nowotworu w poréwnaniu z wytaczna radio-
terapia czy podawaniem tego leku jedynie podczas ra-
dioterapii [36]. Réwniez zastosowanie cetuksymabu
przed napromienianiem pojedyncza dawka komoérek
raka ptaskonabtonkowego w warunkach niedotleno-
wania prowadzilo do poprawy kontroli miejscowej,
przy czym nie obserwowano tego efektu w przypadku
kontynuacji podawania cetuksymabu po radioterapii
[28]. Wyniki badan przeprowadzonych in vivo sugeruja
bezposredni addytywny efekt cytotoksyczny skojarzenia
radioterapii z przeciwcialami skierowanymi przeciw-
ko EGFR w stosunku do nowotworowych komorek
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macierzystych. Z kolei w odniesieniu do inhibitoréw
kinazy tyrozynowej istnieje niewiele danych, zas do-
stepne informacje nie potwierdzaja, by bezposSredni
efekt cytotoksyczny tej grupy lekéw poprawiat kontrole
miejscowa po zastosowaniu radioterapii [23, 24, 37].

Interferowanie z aktywnoscig EGFR
a radiowrazliwosé

Przytaczenie ligandu do EGFR prowadzi do dime-
ryzacji receptoréw, autofosforylacji kinazy tyrozyno-
wej i aktywacji szlakéw przekaznictwa wewnatrzko-
morkowego, ktére reguluja proliferacje komoérkowa,
przezycie komorki, adhezje, migracje i réznicowanie
komorek [38]. Do aktywacji EGFR dochodzi réwniez
po zadzialaniu promieniowania jonizujacego i dzieje
si¢ to bez udziatlu liganda [27, 39]. Konsekwencja
powyzszego zjawiska w komdrkach nowotworowych
charakteryzujacych si¢ nadmierna ekspresja EGFR
jest aktywacja sygnatow przezycia, proliferacji i ra-
dioopornosci [38].

Wyniki niektérych badan wskazuja, ze interferowa-
nie z aktywnoscia EGFR prowadzi do zahamowania
progresji komoérek w cyklu komérkowym i co si¢ z tym
wiaze — zahamowania proliferacji [39]. Inne dane
sugeruja pobudzenie apoptozy i uposledzenie mecha-
nizméw odpowiedzialnych za przezycie komorek [40,
41]. Wyniki ostatnio przeprowadzonych badan wska-
zuja, ze w mechanizmie zwigkszania radiowrazliwosci
komérek nowotworowych pod wptywem blokowania
funkcji EGFR hamowanie proliferacji i nasilanie
apoptozy nie odgrywa tak istotnej roli, jak uprzednio
sadzono [42, 43]. Podnosi si¢ za$ role mutacji EGFR
jako czynnika indukujacego radiowrazliwo$¢ komo-
rek. Miedzy innymi wykazano, ze komdrki nowotwo-
rowe charakteryzujace si¢ nadmierng ekspresja EGFR
i zmutowang forma biatka K-RAS, poddane dziataniu
inhibitora kinazy tyrozynowej EGFR (BIB1382BS),
sa bardziej wrazliwe na dziatanie promieniowania
jonizujacego [44, 45]. Ponadto mutacja gendéw odpo-
wiedzialnych za syntez¢ domeny o aktywnoSci kinazy
tyrozynowej] EGFR prowadzi do wigkszej radiow-
razliwo$ci komoérek nowotworowych [46]. Natomiast
wystepowanie mutacji typu EGFRvVIII odpowiada
za promieniooporno$¢ [47, 48]. Ma to szczegdlne
znaczenie w przypadku obecnosci tej zmutowanej
formy EGFR w jadrach komérek nowotworowych,
np. w glejakach [47, 48].

W ciagu ostatnich lat uwage badaczy zwrdcita rola
EGFR w naprawie uszkodzen popromiennych w ko-
moérce nowotworowej, za$ interferowanie z tg funkcja
receptora wydaje si¢ aktualnie gtéwna sktadowa osta-
tecznego efektu uwrazliwiajacego komorke na dziatanie
promieniowania jonizujacego.

Interferowanie z aktywnoscia EGFR
a naprawa DNA

Zastosowanie promieniowania jonizujacego
prowadzi do powstania wysokoenergetycznych rodni-
kéw, ktore chemicznie reaguja z DNA, co powoduje
jego uszkodzenie [uszkodzenie zasad; uszkodzenie
pojedynczej nici DNA (SSB, single-strand break);
uszkodzenia podwdjnej nici DNA (DSB, double-strand
break)] [49]. Mimo ze najcze¢sciej dochodzi do uszko-
dzenia zasad i SSD, nie doprowadzaja one zazwyczaj
do skutku letalnego, poniewaz sa efektywnie i szybko
naprawiane [50]. Pod wzgledem efektywnoSci ra-
dioterapii najwazniejsze sa DSB, ktére naprawiane
sa powoli, a skutkuja powstaniem delecji, translo-
kacji i dezorganizacji materiatu chromosomalnego
w komoérce nowotworowej, a w konsekwencji zatrzy-
maniem cyklu komérkowego, apoptozy komoérek
nowotworowych, inaktywacji genéw i stala utrata
zdolno$ci do nieograniczonego rozplemu [51]. Istnieja
dwa odrgbne mechanizmy naprawy DSB, mianowicie:
rekombinacja homologiczna (homologous recombi-
nation) i niechomologiczne taczenie koncow (NHEJ,
nonhomologous end-joining), z ktérych ten ostatni
jest dominujacym sposobem naprawy DSB po zasto-
sowaniu radioterapii [52]. Niehomologiczne taczenie
koncow katalizowane jest przez cztery bialka: kinazy
biatkowe zalezne od DNA (DNA-PK), XRCC4,
ligaze DNA IV i ARTEMIS (prowadzace do fizycz-
nego potaczenia obu koficow). DNA-PK sktada si¢
z trzech podjednostek: podjednostki katalitycznej
(DNA-PKcs, catalytic subunit) i dwéch podjednostek
regulatorowych — Ku70 i Ku80 [52]. Powstanie DSB
prowadzi do aktywacji (poprzez fosforylacj¢) DNA
-PKcs, ktéra — tacznie z podjednostkami regulato-
rowymi (Ku70 i Ku80) — stabilizuje DNA w miejscu
przerwania, za§ pozostale wymienione biatka tacza
przerwane konce DNA. Co wazne, juz niewielkiego
stopnia zmniejszenie aktywno$ci DNA-PK prowadzi
do ograniczenia zdolnoSci naprawczej komorek, za$
zmniejszenie tej zdolnosci zaledwie o kilka procent
istotnie zwigksza radiowrazliwo$¢ komérki [53].

Waznym biatkiem bioracym udziat w procesach na-
prawy uszkodzeft DNA jest rowniez ATM (ataxia telean-
giectasia mutated) [54]. Reguluje ono zatrzymanie cyklu
komoérkowego w tak zwanych punktach kontrolnych
(check points) w efekcie uszkodzenia DNA. Powstanie
DSB prowadzi bowiem do dimeryzacji ATM i jego au-
tofosforylacji, a w konsekwencji do fosforylacji licznych
bialek bioracych udziatw NHEJ, homologicznej rekom-
binacji i w aktywnoSci sygnatowej odpowiedzialnej za
naprawe¢ DNA w punktach kontrolnych (m.in. histonéw
H2AX). Biatko ATM bezpoSrednio lub posrednio bierze
tez udziat w fosforylacji innych biatek uczestniczacych
w naprawie uszkodzef DNA, czyli Rad51 i BRCA1 [52].
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W licznych badaniach przeprowadzonych na prze-
strzeni ostatnich 15 lat wykazano, ze EGFR w odpo-
wiedzi na rézne czynniki (m.in. na promieniowanie
jonizujace, przytaczenie ligandu prowadzacego do
aktywacji receptora, dziatania cisplatyny) nie podlega
zinternalizowaniu i degradacji, ale przedostaje si¢ do
jadra komoérkowego [przeglad piSmiennictwa w 52].
Jadrowy EGFR jest nieuszkodzony, ufosforylowany
i zazwyczaj zwiazany z ligandem [52]. Okazuje sig, ze
EGFR jest obecny nie tylko w blonie komdrkowej, ale
tez po wewnetrznej stronie blony jadrowej [55]. Promie-
niowanie jonizujace prowadzi do przemieszczenia si¢
EGFR do kariolimfy (nukleoplasma) [43, 56]. Istnieja
tez doniesienia o stalym wystepowaniu EGFR w jadrze
komoérkowym [52]. Ponadto zaobserwowano obecnosé
zmutowanego, stale aktywnego EGFR (wariant III
mutacji, EGFRvIII) w jadrach komoérek glejakow
moézgu i glejakéw wielopostaciowych [47]. Co wazne,
w jadrze komoérkowym jadrowy EGFR taczy si¢ zaréwno
z DNA-PKGcs, jak i obiema podjednostkami regulatoro-
wymi (Ku70 i Ku80), sprzyjajac naprawie DSBw DNA,
w konsekwencji zwigkszajac opornos¢ komoérek nowo-
tworowych na dziatanie promieniowania jonizujacego
[43, 56]. Z kolei zastosowanie cetuksymabu prowadzito
do 75-procentowego zmniejszenia aktywno$ci DNA-PK
w jadrze komodrkowym [57], natomiast skojarzone za-
stosowanie tego przeciwciata monoklonalnego i radio-
terapii prowadzito do redystrybucji DNA-PKcs z jadra
komérkowego do cytoplazmy [58]. Poniewaz aktywnos¢
DNA-PKcs jest kluczowa dla naprawy DSB, zmniejsze-
nie zawartosci tego biatka w jadrze moze wskazywac na
radiouwrazliwiajacy efekt cetuksymabu. Co ciekawe,
zastosowanie tego przeciwciata przed radioterapia
hamowato transport EGFR do jadra komodrkowego
i zmniejszato aktywno§¢ DNA-PK [43]. Ponadto nalezy
wspomnied, ze jadrowa obecno$¢ EGFR w komérkach
nowotworowych jest odpowiedzialna za ich opornos¢
na zwiazek alkilujacy DNA — cisplatyng, ktdora czgsto
stosuje si¢ w skojarzeniu z radioterapia (np. u chorych
na nowotwory okolicy glowy i szyi, nowotwory szyjki
macicy, nowotwory ptuc) [59].

Obecnos¢ mutacji genéw kodujacych domeng kinazy
tyrozynowej EGFR w rakach niedrobnokomérkowych
ptuca wiaze si¢ ze spektakularnym zwigkszeniem wraz-
liwosci komorek nowotworowych na dziatanie promie-
niowania jonizujacego w hodowlach komérkowych
w poréwnaniu z komdrkami zawierajacymi prawidtowa
forme tego receptora [46]. Co ciekawe, wykazano, ze
obecnos¢ tej mutacji uniemozliwia translokacje EGFR
do jadra komérkowego, co moze sprzyjaé opisywane;j
radiowrazliwo$ci komérek nowotworowych [60].

Dotychczasowe dane dotyczace potencjalnego
uwrazliwienia komoérek nowotworowych na dzialanie
promieniowania jonizujacego pod wplywem stosowania
inhibitoréw kinazy tyrozynowej EGFR sg sprzeczne.

W przeciwiefistwie do cetuksymabu tyrfostin A9 nie
wplynat na interakcje pomiedzy EGFR a DNA-PK [56].
Z kolei Friedman i wsp. [61] zaobserwowali zmniejszenie
zawarto$ci DNA-PK w jadrze komoérek raka piersi wzra-
stajacych w hodowlach komérkowych po zastosowaniu
gefitynibu w wysokim stezeniu. Natomiast w hodowlach
ptaskonabtonkowego raka pochodzacego z okolicy glo-
wy i szyi i modelach tego nowotworu in vivo 10-krotnie
mniejsze dawki gefitynibu prowadzily do zmniejszenia
w jadrach komérkowych zawartosci DNA-PK, Ku70
i Ku80 po radioterapii [62]. To samo stgzenie gefinty-
nibu nie mialo jednak wptywu na zawarto§¢ DNA-PK
w jadrach komoérek raka niedrobnokomérkowego
w warunkach in vitro [63]. Wydaje si¢ wigc, ze efekt ten
moze zaleze¢ od typu komérek poddanych dziataniu in-
hibitora kinazy tyrozynowej, rodzaju uzytego inhibitora
ijego stezenia.

Aktywno$¢ poszczegdlnych biatek uczestniczacych
w szlakach przekaznictwa wewnatrzkomérkowego
PI3K/AKT i Ras/Raf/MEK/ERK zaleznych od funkcji
EGFR moze oddzialywaé na wrazliwo$¢ komérek nowo-
tworowych na promieniowanie jonizujace poprzez wptyw
na transkrypcje genéw kodujacych biatka zaangazowane
w procesy naprawy DNA. Wykazano mig¢dzy innymi, ze
promieniowanie jonizujace prowadzi do zwickszonej
aktywnosci MEK i zwigkszonej ekspresji biatka biora-
cego udzial w naprawie DNA — XRCCI1 [64]. Biatko to
odgrywa role w naprawie DNA polegajacej na usunigciu
uszkodzonej zasady (base excission repair) i taczeniu prze-
rwanego pojedynczego taficucha DNA (SSB). Chociaz
SSB nie prowadza bezposrednio do efektu letalnego, to
akumulacja tych uszkodzen moze przyczynic si¢ do po-
wstania DSB. Zahamowanie szlaku Ras/Raf/MEK/ERK
przez inhibitory EGFR prowadzito do braku ekspresji
XRCCI1 po zadzialaniu promieniowania jonizujacego
[65]. Co ciekawe, wykazano, ze ten ostatni szlak przekaz-
nictwa wewnatrzkomaérkowego odpowiada za zwigkszenie
aktywnosci XRCC1 indukowanej radioterapia, natomiast
szlak PI3K/AKT odpowiada za podstawowe stezenie tego
bialka naprawiajacego DNA [66].

Zaobserwowano, ze EGFR kontroluje rowniez
aktywacj¢ biatek naprawy DNA wywotang dziataniem
promieniowania jonizujacego. Biatka, takie jak DNA-
-PKcs, ATM, H2AX, musza zosta¢ ufosforylowane
w specyficznych miejscach w celu ich aktywacji. Ot6z
zastosowanie inhibitora kinazy tyrozynowej (BIBX),
inhibitora PI3K (LY294002) czy tez inhibitora AKT
(API-59CJ-oh) prowadzito do zahamowania fosforylacji
DNA-PKcs stymulowanej dzialaniem energii jonizujacej
i zwickszenia wrazliwosci komérek nowotworowych na
dziatanie promieniowania jonizujacego w warunkach in
vitro [45, 67]. Efekt ten widoczny byt tylko w komérkach
ze zmutowanym genem K-Ras, nie obserwowano go
w komorkach, w ktérych nie stwierdzono mutacji tego
genu [45, 67]. W hodowlach glejakéw charakteryzuja-
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cych si¢ obecnoscig zmutowanej formy EGFR (stale
aktywnej — EGFRVIII) obserwowano stymulowanie
zaréwno rekombinacji homologicznej, jak i NHEJ,
za$ zastosowanie inhibitoréw AKT i ERK hamowatlo
NHE]J [68, 69].

Powyzsze obserwacje wskazuja na wielopoziomowy
wplyw biatek szlaku aktywowanego stymulacja EGFR.
Ponadto pobudzenie naprawy DSB przez EGFRVIII
moze, przynajmniej cze¢§ciowo, wyjasnia¢ opornosé
glejakéw na dziatanie energii jonizujacej w przypadku
nosicielstwa tej mutacji.

Warto podkreslié, ze nie tylko aktywacja EGFR
prowadzi do pobudzenia wewnatrzkomérkowych szla-
kéw sygnatowych PI3K/AKT i Ras/Raf/MEK/ERK.
Mianowicie, inne receptory o aktywnosci kinazy tyro-
zynowej, np. IGF1IR czy c-MET, aktywuja te szlaki. In-
terferowanie z aktywnoScia tych receptoréw prowadzito
do zwigkszenia wrazliwosci komérek nowotworowych
w warunkach in vitro oraz hamowania aktywnosci biatek
bioracych udziat w naprawie DNA (m.in. ATM, Rad51)
[70 — przeglad piSmiennictwa].

Interferowanie z aktywnoscia
EGFR a redystrybucja komérek
nowotworowych w cyklu
komérkowym

Zaréwno inhibitory kinazy tyrozynowej EGFR, jak
i przeciwciata monoklonalne skierowane przeciwko
temu receptorowi zatrzymuja komoérki nowotworowe
w fazie GO/G1 cyklu komoérkowego [30, 31, 58, 71].
Wskutek skojarzonego dzialania inhibitoréw EGFR
i radioterapii dochodzi do zahamowania cyklu komér-
kowego w fazie G2 (indukowanego dzialaniem promie-
niowania jonizujacego), co w konsekwencji zmniejsza
liczbe komoérek znajdujacych sie¢ w promienioopornej
fazie S [30, 58]. Dotychczas jednoznacznie nie okre§lono
ostatecznego efektu biologicznego takiego skojarzenia
metod terapeutycznych. Teoretycznie moze dochodzié
do zmniejszenia repopulacji komérek nowotworowych
oraz uwrazliwienia nowotworu na dzialanie promie-
niowania jonizujacego (zmniejszenie frakcji komorek
bedacych w radioopornej fazie S). Jednak nie mozna
pomina¢ ewentualnego wplywu zmniejszajacego wraz-
liwo$¢ guza na napromienianie, poniewaz komorki
nowotworowe znajdujace si¢ w fazie G1 sa Srednio
wrazliwe na napromienianie [72]. Co ciekawe, wykazano,
ze w hodowlach komoérek nowotworowych charaktery-
zujacych si¢ nadmierng ekspresja EGFR zastosowanie
radioterapii i hamowania funkcji EGFR odmiennie
wplywa na komorki bedace w spoczynku w poréwnaniu
z komérkami proliferujacymi, za§ wypadkowy efekt
biologiczny zalezy od warunkéw hodowli oraz zastoso-
wanego inhibitora EGFR [73].

Interferowanie z aktywnoscia
EGFR a repopulacja komérek
nowotworowych

W wielu badaniach eksperymentalnych udowodnio-
no, ze zaréwno przeciwciala monoklonalne skierowane
przeciwko EGFR, jak i inhibitory kinazy tyrozynowej
tych receptoréw hamuja proliferacj¢ komoérek nowo-
tworowych [27], cow praktyce klinicznej moze oznaczaé
zahamowanie rozwoju nowotworu i osiggni¢cia jedynie
efektu paliatywnego terapii. W kontekscie frakcjonowa-
nej radioterapii radykalnej (ktorej celem jest catkowite
zniszczenie nowotworu) istotny jest wplyw leczenia
molekularnego na potencjalne zahamowanie repopu-
lacji nowotworowych komorek macierzystych, bedacej
wypadkowa ich namnazania i ubytku. Wydtuzenie czasu
radioterapii wiaze si¢ z wicksza repopulacja macierzy-
stych komoérek nowotworowych i wplywa niekorzystnie
na wyniki leczenia, szczegdlnie w rakach ptaskonabton-
kowych [27]. Skrécenie catkowitego czasu radioterapii
ogranicza czas, w ktérym dochodzi do namnazania
nowotworowych komoérek macierzystych, co poprawia
kontrole miejscowa nowotworu [27, 74]. Wyniki badan
przedklinicznych wskazuja, ze repopulacja w czesci
guzéw nowotworowych zalezy od nasilenia ekspres;ji
EGFR w komoérkach nowotworowych [75, 76]. Réwniez
dane z badan klinicznych u chorych na nowotwory oko-
licy glowy i szyi wskazuja, ze nasilona ekspresja EGFR
w komérkach nowotworowych wiaze si¢ z pogorszeniem
kontroli miejscowej w przypadku dtuzszego catkowitego
czasu napromieniania [77, 78]. Powyzsze dane sugeruja,
ze EGFR moze bra¢ udzial w przyspieszonej repopulacji
komodrek macierzystych nowotworu, za§ hamowanie
funkcji EGFR moze przyczyniac si¢ do zniesienia tego
efektu prowadzacego do opornosci na radioterapig.
W badaniach eksperymentalnych wykazano, ze jed-
noczasowe zastosowanie cetuksymabu i radioterapii
(30 frakcji/6 tygodni) poprawialo kontrole miejscowa
ludzkiego raka ptaskonablonkowego w poréwnaniu z wy-
faczna radioterapia [79]. Efekt ten wynikal z zahamo-
wania repopulacji, ale nie zaobserwowano calkowitego
wyeliminowania tego zjawiska [24]. Nalezy dodacd, ze
dotychczas nie prowadzono takich badan z inhibitorami
kinazy tyrozynowej EGFR.

Interferowanie z aktywnoscia EGFR
a utlenowanie

Komoérki nowotworowe utlenowane sg bardziej wraz-
liwe na dziatanie energii jonizujacej niz znajdujace si¢
w stanie niedotlenienia. W latach 80. ubiegtego stulecia
zaobserwowano, ze w warunkach hipoksji dochodzi
do uwrazliwienia fibroblastéw na mitogenny wptyw
surowicy krwi [80]. Efekt ten thumaczono nasilong syn-
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teza DNA w odpowiedzi na dzialanie czynnika wzrostu
naskdrka (EGF, epidermal growth factor) oraz brakiem
hamowania wigzania EGF przez EGFR [81]. To ostatnie
wynikato z kolei z braku zmniejszania ekspresji EGFR
obserwowanego w warunkach niedotlenowania [81].
W niekt6rych badaniach wykazano zwigkszong synteze
EGFR w komérkach niedotlenowanych [82], przy czym
w innych nie potwierdzono tej obserwacji [83].

Na uwagg zashuguje potencjalny wptyw EGFR na pro-
ces angiogenezy. Wykazano, ze zastosowanie czynnikéw
interferujacych z aktywnoscia tego receptora prowadzi
do hamowania angiogenezy w warunkach eksperymen-
talnych [84]. W warunkach in vitro podanie cetuksymabu
czy tez gefitynibu prowadzito do zmniejszenia syntezy
najwazniejszego czynnika stymulujacego angiogeneze
— czynnika wzrostu Srodbtonka naczyn (VEGE, vascular
endothelial growth factor) [przeglad piSmiennictwa w 27].
W warunkach in vivo zaobserwowano zmniejszenie gesto-
$ci naczyn krwiono$nych zaopatrujacych guz nowotworo-
wy po podaniu przeciwciala monoklonalnego przeciwko
EGFR lub inhibitora kinazy tyrozynowej tego receptora
[27,58, 84]. Powyzszy efekt utrzymywat si¢ po skojarzeniu
blokowania funkcji EGFR i radioterapii [58]. Poniewaz
dziatanie antyangiogenne moze nasili¢ lub zmniejszy¢
utlenowanie nowotworu i efekt radioterapii [przeglad
piSmiennictwa w 84], konieczne jest przeprowadzenie
dalszych badan w celu opracowania optymalnego koja-
rzenia tych metod postgpowania.

Wptyw na tkanki prawidiowe

Biatka z rodziny EGFR odgrywaja wazng role
W rozwoju organizmu, wplywajac na morfogeneze
i r6znicowanie tkanek [37]. U oséb dorostych do kofica
nie poznano roli EGFR w prawidtowych tkankach.
W tkankach odnawiajacych si¢ (naskdrek, nabtonek
wyScietajacy Sciang przewodu pokarmowego) EGFR jest
istotny w regulacji proliferacji komoérek [85]. Tkanki te
charakteryzuja si¢ stala ekspresja EGFR [85]. W bada-
niach przedklinicznych i obserwacjach klinicznych nad
efektem stosowania lekow interferujacych z aktywnoscia
EGFR stwierdzono powstawanie toksycznosci skornej
i dziatan niepozadanych ze strony jelit [1, 86]. W warun-
kach in vitro promieniowanie jonizujace prowadzi do
aktywacji EGFR w fibroblastach [87]. Zaobserwowano
rowniez zwigkszenie ekspresji EGFR w komoérkach bto-
ny §luzowej jamy ustnej po zadziataniu promieniowania
jonizujacego [88], przy czym w trakcie frakcjonowanego
napromieniania dochodzito do zmniejszenia mRNA
odpowiedzialnego za synteze tego receptora (RT-PCR),
co wskazuje na stabilizacj¢ ekspresji EGFR w trakcie ra-
dioterapii [88]. Mozna domniemywacé, ze EGFR wplywa
na proliferacje komoérek prawidtowych, a tym samym
na tolerancje w trakcie frakcjonowanej radioterapii

[88]. Jednak w badaniach z zastosowaniem inhibitora
kinazy tyrozynowej nie potwierdzono obecnosci takiego
mechanizmu [89].

Co ciekawe, ekspresje jadrowego EGFR uwidocz-
niono w keratynocytach [90]. W przeciwienstwie do
negatywnego wptywu EGFR na komérki nowotworowe
obecno$¢ tego receptora w komodrkach prawidlowych
moze sprzyjac¢ ochronie tkanek prawidlowych (np. po-
przez naprawe uszkodzen DNA) przed toksycznym
dzialaniem promieniowania jonizujacego lub ultrafio-
letowego. Wykazano bowiem, ze w ludzkich keratono-
cytach promienie ultrafioletowe indukuja translokacje
EGFR do jadra komérkowego [91]. Dotychczas nie
poznano mechanizméw naprawy DNA zaleznych od
EGFR jadrowego w prawidtowych komdrkach. Niemniej
jednak wykazano, ze biatko to wiaze si¢ z p53 i biatkiem
MDC1, ktdrego rola jest istotna w naprawie DNA po
zastosowaniu promieniowania i czynnika radioprotek-
cyjnego [92].
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