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STRESZCZENIE

Najczestszymi nowotworami mézgu u dorostych sg glejaki, glownie gwiazdziaki G IV wedtug WHO.
Amplifikacje genu odpowiedzialnego za synteze EGFR Iub nadmierng ekspresje tego biatka stwierdza
sie w 40-60% przypadkow glejakow wielopostaciowych, natomiast zaburzenia te rzadko spotykane sg
w glejakach o nizszym stopniu ztosliwosci. W okoto 40% przypadkow glejakow charakteryzujacych sie
amplifikacjg EGFR stwierdza sie rowniez wystepowanie mutacji tego genu (EGFRVIII), ktérej produkt
wystepuje w komorkach najczesciej wraz z niezmieniong forma tego receptora (wild type EGFR) i wyka-
zuje wiekszg onkogennos$¢ od prawidiowej formy EGFR. Jedng w gtéwnych metod leczenia chorych na
glejaki jest radioterapia, ktora prowadzi do powstawania uszkodzen DNA, za$ EGFR odgrywa wazng role
w procesie naprawy tych uszkodzen (szczegolnie uszkodzen podwaijnej nici DNA — DSBs), co prowadzi
do radioopornosci nowotworéw. Zastosowanie przeciwciat skierowanych przeciwko EGFR lub drobnocza-
steczkowych inhibitoréw kinazy tyrozynowej EGFR moze zwigkszac wrazliwo$¢ komorek nowotworowych
na dziafanie promieniowania jonizujgcego. Najczesciej testowanymi lekami w terapii celowanej chorych
na glejaki wielopostaciowe sg drobnoczasteczkowe inhibitory kinazy tyrozynowej — erlotynib (hamuije
aktywnos¢ zarowno EGFR, jak i EGFRUVIII) i gefitynib (inhibitor jedynie EGFR). Pomimo zachecajacych
wynikow badan | fazy wyniki badan Il fazy nie sg zbyt optymistyczne. Z kolei przeciwciata przeciwko
EGFR i/lub EGFRVIII (np. cetuksymab i nimotuzumab) charakteryzuja sie duzg masg czasteczkowa,
stad tez moga byc¢ nieefektywne ze wzgledu na istnienie bariery krew-mazg. Prowadzi sig proby uzycia
antysensownych RNA, rybozymaow i interferencji z RNA. Przyszie badania nad hamowaniem aktywnosci
szlakow wewnatrzkomaorkowych w glejakach powinny koncentrowac sie na lepszym poznaniu tak zwanego
»podpisu genetycznego” poszczegodlinych podtypdw glejakéw wielopostaciowych i kojarzeniu metod
leczenia celowanego i konwencjonalnego.

Stowa kluczowe: EGFR, EGFRUVIII, receptor czynnika wzrostu naskorka, glejaki mozgu, leczenie celowane

ABSTRACT

Glial neoplasms (mainly — astrocytomas GIV acc. to WHO classification) are the most often diagnosed
malignant brain tumors in adults. EGFR amplification or overexpression of the protein is observed in
40-60% of glioblastoma multiforme, while such abnormalities are rarely detected in glial neoplasms of lower
degree of malignancy. In approx. 40% of cases of glial tumors with EGFR amplification, EGFR mutation
variant Il (EGFRVII) is also detected. EGFRVIIl is usually coexpressed with wild type EGFR. EGFRuvIII is
more oncogenic than EGFR. One of the main methods of treatment of glioblastoma multiforme patients
is radiotherapy, which leads to DNA damage. EGFR activity exerts an important role in DNA repair (par-
ticularly in double strand breaks — DSBs), which results in radioresistance. Administration of antibodies
directed to EGFR or tyrosine kinase inhibitors leads to increased radiosensitivity. Erlotinib (inhibiting the
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activity of both EGFR and EGFRUVIII) as well as gefitinib (counteracting exclusively EGFR activity) are the

most often tested novel, EGFR-directed options of targeted therapy in patients suffering from glioblastoma

multiforme. Despite encouraging data obtained from phase | studies, results of phase Il studies are not so

optimistic. In turn, monoclonal antibodies directed to EGFR and/or EGFRVIII (eg. cetuximab, nimotuzumab)

are characterized by large molecular weight, therefore their administration in glial neoplasm patients may

be ineffective due to blood-brain barrier. Preclinical studies testing antisense RNA, ribozimes and RNA

interference are ongoing. Future experimental directions should focus on better understanding of genetic

signature of different types of glial neoplasms as well as possibilities of combining molecularly directed

therapy with conventional anticancer treatment.
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Wstep

Najczestszymi nowotworami mézgu u dorostych
sa glejaki, za$§ sposrdd nich — glejaki wieloposta-
ciowe klasyfikowane jako gwiazdziaki G IV wedtug
Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO, Wolrd Health
Organisation) [1]. W leczeniu radykalnym stosuje
si¢ leczenie chirurgiczne, uzupetnione radioterapia
frakcjonowana, skojarzong z jednoczasowo i sekwen-
cyjnie podawanym temozolomidem [1]. Jednak wyniki
leczenia w tej grupie chorych sg wysoce niezadawa-
lajace, gdyz mediana przezycia wynosi zaledwie 14,
6 miesigca [2].

Od wielu lat trwaja intensywne badania nad biologia
receptora czynnika wzrostu naskorka (EGFR, epidermal
growth factor receptor). Dzieje si¢ tak z kilku powodow.
Mianowicie odgrywa on istotng role w patogenezie
nowotworéw ztosliwych, przyczynia si¢ do opornosci
na leczenie przeciwnowotworowe oraz jest atrakcyj-
nym punktem uchwytu terapii ukierunkowanej na cele
molekularne. Aktywacja tego receptora prowadzi do
pobudzenia proliferacji i wywiera efekt troficzny na
szereg komorek [3].

Klinicznie i cytogenetycznie wyrdznia si¢ dwa typy
glejakéw wielopostaciowych — rozwijajace si¢ de novo
(pierwotne) lub tak zwane wtorne, powstajace z powoli
wzrastajacych (ok. 4-5 lat) glejakéw o nizszym stopniu
ztosliwosci histopatologicznej. Te ostatnie zazwyczaj
stwierdza si¢ u mlodszych oséb (ok. 45. roku zycia),
a komorki tych guzow charakteryzuja si¢ miedzy innymi
wystepowaniem aberracji gendw kodujacych receptor
czynnika wzrostu pochodzenia plytkowego (PDGFR,
platelet derived growth factor receptor) i TP53 [4]. Nato-
miast genom pierwotnych glejakéw wielopostaciowych,
ktére rozwijaja sie szybko (objawy kliniczne pojawiaja
sic ok. 6 miesigcy przed rozpoznaniem) i dotycza lu-
dzi starszych (ok. 60 rz.), zawiera mutacje w genach
kodujacych EGFR, inhibitor 2A kinaz zaleznych od
cyklin (CDKN2A, cyklin-dependent kinase inhibitor
2A) i charakteryzuje si¢ utratg heterozygotycznosci
(LOH, loss of heterozygosity) na chromosomie 10q25,

na ktérym znajduja si¢ geny PTEN (phosphatase and
tensin homolog) [5].

Amplifikacj¢ genu odpowiedzialnego za synteze
EGFR Iub nadmierna ekspresj¢ tego biatka stwierdza
sic w 40-60% przypadkow glejakow wielopostaciowych,
natomiast w ok. 40% przypadkéw tych nowotwordw
charakteryzujacych sie¢ amplifikacja EGFR stwierdza si¢
réwniez wystepowanie mutacji tego genu [6]. Jedynie
w 5% glejakow wielopostaciowych wystepuje ekspresja
EGFR bez wspdtistniejacej amplifikacji genu koduja-
cego synteze tego receptora, jednak we wszystkich tych
przypadkach forma zmutowana receptora wspotistnieje
z prawidlowa jego wersja [7]. Co ciekawe, amplifikacja
i nadmierna ekspresja EGFR czesto charakteryzuja ko-
morki glejakow wielopostaciowych, natomiast sa rzadkie
w glejakach o nizszym stopniu ztosliwosci [8, 9]. Najczes-
ciej wystepujaca mutacja genu odpowiedzialnego za syn-
teze EGFR jest mutacja typu Il (EGFRvIII, EGFR-vIII)
[8,9]. Ta forma EGFR powstaje wskutek delecji eksonéw
2.—7. genu kodujacego synteze¢ EGFR, co skutkuje bra-
kiem 267 aminokwaséw domeny zewnatrzkomorkowej
receptora [3, 8, 10]. Traci on wowczas zdolno$¢ wiazania
fizjologicznych ligandéw i jest stale aktywny, prowadzac
do ciaglej aktywacji szlakéw odpowiedzialnych za wzrost
(RAS/RAF/MAPK) i przezycie komorek (PI3K) [6]. Co
wazne, w komoérkach glejakéw wielopostaciowych EG-
FRVIII wystepuje najczesciej wraz z niezmieniona forma
tego receptora (wild type EGFR) [8, 10]. W komdrkach
okoto 55% tych nowotworéw wystepuje niezmieniona
forma EGFR, podczas gdy w okolo 30% istnieja obie
jego formy (niezmieniona i zmutowana) [11]. Zaobser-
wowano réwniez wspotwystepowanie EGFR i ligandéw
wiazacych si¢ z tym receptorem, co wskazuje na auto-
krynne i parakrynne szlaki aktywacji EGFR sprzyjajace
progresji nowotworu [8-10, 12-14]. Wyniki licznych badan
wskazuja, ze zmutowana posta¢ EGFR (tj. EGFRVIII)
jest bardziej onkogenna niz niezmieniona forma tego
receptora (EGFR) [15-18]. Aktywno$¢ EGFRvIII moze
wplywac na przezycie komarek, ich proliferacj¢, mobil-
noSs¢ i inwazyjnosé, jak tez na opornos¢ na zastosowane
leczenie przeciwnowotworowe [17, 19-22].
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Istnieje klika podtypéw histologicznych glejakéw
wielopostaciowych: pleomorficzny (pleomorphic cell
GMF), gemistocytarny (gemistocytic GMF), z kompo-
nentem ologodendroglioma (GMF with oligodendroglio-
ma component), drobnokomdrkowy (small cell GMF),
glejakomiesak (gliosarcoma), wielkokomorkowy (giant
cell GMF) oraz wariant mieszany tego nowotworu [23].
Okazuje sig, ze poszczegodlne podtypy histologiczne gle-
jaka wielopostaciowego r6znia si¢ migdzy sobg stanem
EGFR. W glejakach drobnokomérkowych amplifikacja
genu kodujacego EGFR jest stosunkowo czesta (69%
przypadkéw), za§ w wielkokomodrkowych — rzadka (6%
przypadkéw) lub nie wystepuje weale, jak to ma miejsce
w glejakomigsakach [24-27]. Podobnie ekspresja EGFR
i EGFRVIII jest czgstsza w drobnokomérkowych gleja-
kach wielopostaciowych niz w innych typach tego no-
wotworu (odpowiednio 83% 135% vs. 50% 121%) [25].
Co ciekawe, w niektérych glejakach wielopostaciowych
prawie wszystkie komoérki nowotworu charakteryzuja
si¢ obecnoscia amplifikacji genu kodujacego EGFR,
za$ w innych — tylko cze$¢ z nich (10-60%), zlokalizo-
wanych w réznych okolicach nowotworu, zazwyczaj na
jego obrzezach [28, 29].

EGFR a rokowanie

Wykazano, ze w glejakach wielopostaciowych
(glejaki G IV) obecno$¢ EGFRVIII nie ma wplywu na
rokowanie [7]. Z kolei w glejakach anaplastycznych
(G III), cho¢ wystepowanie EGFRVIII jest zdecydowa-
nia rzadsze nizw glejakach G IV (6% vs. 31%), koreluje
ono z zachowaniem nowotworu podobnym do glejakow
wielopostaciowych [7, 25]. Stad tez uwaza si¢, ze taka
sytuacja kliniczna przedstawia raczej bledne rozpoznanie
wynikajace ze zbadania zbyt skapego materiatu histopa-
tologicznego i niedoszacowania ztosliwosci nowotworu.
Amplifikacje genu kodujacego EGFR w komérkach
glejakéw uznaje si¢ za ceche patognomiczng glejaka
wielopostaciowego, co moze stac si¢ przydatnym narze-
dziem w neurodiagnostyce. W ogdlnej populacji chorych
na glejaka wielopostaciowego obecnos$¢ amplifikacji
EGFR czy nadmiernej ekspresji EGFR nie ma wartosci
rokowniczej. Natomiast w grupie mlodszych chorych
amplifikacja EGFR wiaze si¢ z gorszym rokowaniem,
za$ u 0s0b starszych — z lepszym [28, 30-33].

Przekazywanie sygnatu
wewngtrzkomdérkowego w glejakach

Wigksza onkogenno$§¢ EGFRVIII w stosunku do
EGFR przypisuje si¢ zmienionej kinetyce przekazywa-
nia sygnatéw wewnatrzkomoérkowych. O ile EGFRvVIII
nie posiada petnej domeny zewnatrzblonowej wiazacej

ligand, a wigc nie ma zdolnoSci jego wiazania, to do-
meny wewnetrzne obu form receptorédw sg identyczne.
W przypadku niezmutowanej formy EGFR przytaczenie
ligandu do domeny zewnetrznej receptora skutkuje
szybka jego internalizacja, a nast¢pnie defosforylacja
idegradacja lub recyklingiem receptora na powierzchnig
btony komérkowej [34]. Mutacja typu III EGFR pro-
wadzi do stalej fosforylacji kinaz tyrozynowych domeny
wewnatrzkomoérkowej receptora. Poniewaz EGFRVIII
nie wiaze si¢ z ligandem, jego internalizacja przebiega
powoli, co sprzyja stalemu, cho¢ stabemu wzbudzaniu
przewodnictwa wewnatrzkomdrkowego na poziomie
btony komérkowej [35]. Przewlekte utrzymywanie si¢
aktywnoSci receptoréw btonowych jest silnie mitogen-
ne [36]. Nie jest wykluczone, ze odmienna kinetyka
aktywacji EGFRVIII wynika z pobudzania innych niz
w przypadku EGFR szlakéw wewnatrzkomorkowych.
Wykazano migdzy innymi stala aktywacje szlaku
PI3K/Akt w komoérkach charakteryzujacych si¢ ekspre-
sja EGFRVIII, prowadzaca do zmniejszenia stezenia
biatka p27 w komérce [37-39]. Ponadto raportowano
zalezna od EGFRVIII aktywacje Ras i ERK (extracellular
signal-regulated kinases) [40, 41]. Co ciekawe, zaobser-
wowano, ze SHP2 poprzez dziatanie kinaz aktywowa-
nych mitogenami (MAPK, miotgen-activated protein
kinase) aktywuje jedynie EGFRVIII, a nie EGFR [42].
W komoérkach hodowli komdrkowej US7TMG aktywnos¢
EGFRvllI wiaze si¢ ze zwigkszeniem Bcl-X, i opornosci
na wywotana chemioterapia apoptoz¢ komoérek [43].
Istnieja rowniez doniesienia o istotnej roli aktywacji ki-
nazy fosforylujacej N-terminalng cze$¢ biatka Jun (JNK,
cJun N-terminal kinases) w odpowiedzi na pobudzenia
wywotane EGFRVIII [44].

Receptor EGFR aktywuje réwniez powyzsze szlaki
sygnalowe we wnetrzu komorki, jednak mimo ze cze-
sto stwierdza si¢ jego nadmierna ekspresje, to sygnat
generowany przez ten receptor jest wyhamowywany
bardziej efektywnie, poniewaz laczenie si¢ receptora
z ligandem jest waznym elementem internalizacji re-
ceptora i zakoficzenia jego dziatania [45]. Co ciekawe
jednak, zaobserwowano, ze nadmierna ekspresja EGFR
na powierzchni komoérki prowadzi do przezwyciezenia
mechanizméw prowadzacych do internalizacji, defos-
forylacji i degradacji, co prowadzi do statej aktywnoSci
niezmutowanej formy EGFR [46, 47]. W hodowlach
glejakéw wykazano obecno$é obu form EGFR (nie-
zmutowanej i EGFRVIII) [21]. Indukowanie ekspresji
EGFR w komorkach glejakéw prowadzito do zwigk-
szonej ekspresji licznych (az 93) genéw odpowiedzial-
nych nie tylko za proliferacje, ale tez za zahamowanie
wzrostu, immunomodulacj¢, metabolizm i transkrypcje,
co sugeruje, ze ta forma receptora réwniez moze by¢
stale aktywna [21]. Dodanie EGF do hodowli komér-
kowej glejakdw, charakteryzujacej si¢ wysoka ekspresja
EGFR, prowadzi do pobudzenia transkrypcji kolejnych
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gendw (w sumie 159) [21]. Aktywacja transkrypcji przez
niezmutowany receptor EGFR jest znacznie silniejsza
w poréwnaniu z przewlekla i staba transkrypcja w przy-
padku EGFRVIII. Czesto obserwowana wspolekspresja
EGFR i EGFRUVIII nasuwa pytanie o wystepowanie
interakcji pomiedzy tymi dwiema formami receptora
EGFR w komorkach glejakéw. Okazuje sig, ze te dwie
formy receptora moga faczy¢ si¢ (heterodimeryzacja),
za$ wspotekspresja obu tych form skutkuje wigkszym
nasileniem proliferacji komodrkowej i przezyciem [48].
Ponadto EGFRvIII indukuje ekspresje EGF wiazacego
heparyne (HB-EGE, heparin-binding EGF-like growth
factor) i czynnik wzrostu guza alfa (TGFe, tumor growth
factor alpha), ktore sa ligandami dla niezmutowanego
EGFR, co sugeruje, ze EGFRVIII, wykorzystujac EGFR,
autokrynnie i parakrynnie stymuluje komoérki glejakow
[21]. Powyzsze mechanizmy moga sprzyja¢ osiaganiu
autonomii przez komorki glejakow [49], tym bardziej, ze
wykazano wspotwystepowanie zaréwno EGFR i TGFe,
oraz EGFR i EGF w glejakach charakteryzujacych si¢
amplifikacja EGFR [13, 14]. Ponadto, o ile ekspresja
wylacznie EGFR wiaze si¢ ze Srednio nasilong trans-
formacja komoérek glejakow, to wspdtwystepowanie
tego receptora i jego liganda — TGFa powoduje bar-
dzo nasilong transformacj¢ komoérek [50]. Co wigcej,
postepowanie majace na celu neutralizowanie liganda
— TGFa prowadzi do zahamowania wzrostu guza,
w ktorych zaobserwowano istnienie takich auto- i para-
krynnych zaleznosci [13, 51]. Z kolei eksperymentalne
potwierdzenie istnienia autokrynnych oddziatywan
w odniesieniu do EGFRVIII pochodzi z badan wyka-
zujacych, ze zastosowanie przeciwcial skierowanych
przeciwko HB-EGF (ale nie TGFa) skutkowalo zaha-
mowaniem zaleznej od EGFRVIII proliferacji komérek
glejakéw [21]. Stwierdzono réwniez wspolekspresje
HB-EGF i EGFRVIII w komérkach tych nowotwordw
[21]. Warto nadmieni¢, ze obecno$s¢ EGFRVIII w ko-
morkach glejakéw wiaze si¢ rowniez z wystepowaniem
receptora A, dla EPH (EphA,, ephrin type A receptor 2),
interleukiny-8, MAP4K4, FOSL1 (Fos-related antigen 1),
EMP1 (epithelial membrane protein 1)) oraz DUSP6 (dual
specifity phosphatase 6), ktore sa sktadowymi wewnatrz-
komérkowych szlakéw sygnatowych odpowiedzialnych
za onkogenezg [21].

EGFRvIIl a naprawa uszkodzen DNA
w glejakach

Jedna w gtéwnych metod leczenia chorych na gle-
jaki jest radioterapia, ktéra prowadzi do powstawania
uszkodzenn DNA. Badania przeprowadzone w ostatnim
czasie wskazuja, ze EGFR odgrywa wazna role w pro-
cesie naprawy tych uszkodzen (szczegdlnie uszkodzen
podwdjnej nici DNA (DSBs, double stand breaks), co

prowadzi do radioopornosci nowotworéw [52]. Zasto-
sowanie przeciwciat skierowanych przeciwko EGFR lub
drobnoczasteczkowych inhibitoréw kinazy tyrozynowej
EGFR moze zwicksza¢ wrazliwo$¢ komorek nowotwo-
rowych na dziatanie promieniowania jonizujacego [22,
53-55]. Zastosowanie radioterapii prowadzi do szybkiej
i przejsciowej fosforylacji EGFR [56-59], a takze indu-
kuje translokacje zaktywowanego receptora do jadra ko-
moérkowego [60]. W jadrze EGFR taczy sic z DNA-PKcs
(podjednostka katalityczna kinazy biatkowej 5 zaleznej
od DNA), co prowadzi do aktywacji tej ostatniej [61].
DNA-PKcs jest kluczowym enzymem naprawy pekniec
podwadjnej nici DNA polegajacej na nichomologicznym
faczeniu koncow (NHEJ, nonhomologous end joining)
[62]. Przeciwcialo skierowane przeciwko EGFR — ce-
tuksymab — hamuje translokacje¢ receptora do jadra
komoérkowego i jego interakcje z DNA-PKcs, co zwigk-
sza radiowrazliwo$¢ nowotworu [63]. Zwraca si¢ 16w-
niez uwage na wplyw elementéw szlakéw sygnatowych
PI3K/Akt i MAPK na aktywno$¢ DNA-PK, kwestionujac
jednocze$nie wage bezposredniej interakcji EGFR
zDNA-PK [22, 54, 55, 64—68]. W komdrkach raka ptuca
obecno$¢ mutacji w domenie kinazy tyrozynowej wiaze
si¢ zzahamowaniem DSBs, migdzy innymi poprzez zaha-
mowang translokacj¢ EGFR do jadra komérkowego [54,
55]. Jednak w komérkach glejakéw wielopostaciowych
najczestszg mutacja jest EGFRVIII [69]. Podobnie do
niezmutowanego EGFR ta forma receptora réwniez
ulega fosforylacji pod wplywem promieniowania joni-
zujacego, przy czym aktywacja EGFRVIII jest znacznie
silniejsza niz EGFR [70]. Wykazano, ze EGFRVIII
sprzyja radioopornosci glejakéw wielopostaciowych
poprzez zwigkszong aktywacje DNA-PKcs [22]. Co
ciekawe, w ludzkich komérkach glejakéw lub guzach
mozgu wzrastajacych w modelach zwierzecych nie
zaobserwowano translokacji EGFR pod wplywem pro-
mieniowania jonizujacego [22]. W zwiazku z tym w przy-
padku glejakéw pobudzenie EGFRVIII pod wplywem
promieniowania jonizujacego prawdopodobnie prowa-
dzi do aktywacji pewnych szlakéw sygnatowych, ktérych
elementy wplywaja na skuteczna naprawe DSBs. Mimo
ze przytaczenie liganda do EGFR powoduje aktywacje
szlakéw zaréwno RAS-RAF-MAPK, jak i PI3K-Akt
[69], to aktywno$¢ EGFRVIII prowadzi gléwnie do
pobudzenia przekaznictwa w szlaku PI3K-Akt [70].
Uwaza si¢ wiec, ze radioopornos$¢ wywotana aktywnoscia
EGFRUVIII jest wynikiem aktywnosci szlaku zaleznego
od PI3K [23]. Aktywne bialko Akt zapobiega apoptozie
komoérek poprzez hamowanie proapoptotycznego biatka
BAD (BCL2 antagonist of cell death) i prokaspazy-9,
a takze stymuluje proliferacje komoérek poprzez akty-
wacje mTOR (mammalian target of rapamycin) [71, 72].
Réwniez aktywnemu biatku Akt przypisuje si¢ udziat
w naprawie DNA. Napromienienie komoérek prowadzi
do fosforylacji biatka Akt w miejscach: treoniny w pozycji
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308 i seryny w pozycji 473 tancucha polipeptydowego
[56, 73]. Zahamowanie aktywnosci szlaku PI3K-Akt
poprzez zastosowanie drobnoczasteczkowych inhibito-
row uposledza naprawg DSBs w glejakach wieloposta-
ciowych i zwigksza promieniowrazliwo$¢ [66]. Ponadto
nadmierna aktywno$¢ powyzszego szlaku sygnatowego
wywolana delecja genu odpowiedzialnego za synteze
PTEN takze sprzyja naprawie DSBs i radioopornosci
[66]. Inhibitor PI3K — LY294002 — znosi naprawe
DSBs wywotana nadmierng ekspresja EGFRVIII [22].
Ponadto w astrocytach ekspresja stale aktywnego Akt
na$laduje efekt stymulacji naprawy DSBs wywotanej
przez aktywno$¢ EGFRVIII [22]. Co ciekawe, ostatnio
donoszono, ze Akt pod wplywem promieniowania
jonizujacego przedostaje si¢ do jadra komérkowego
i taczy si¢ z DNA-PK w miejscach naprawy uszkodzen
popromiennych DSNA [74-76]. Aktywacja DNA-PKcs
wymaga fosforylacji reszt serynowo-treninowych [61, 62].
Poniewaz biatko Akt jest kinaza serynowo-treoninowa,
nie jest wykluczone, ze nadmierna aktywno$¢ DNA-PKcs
wywotana stala aktywnoscia EGFRVIII w rzeczywistosci
zalezy od dziatania Akt [23]. Problem ten jednak wymaga
jeszcze doglebnych badan.

Préby klinicznego zastosowania
lekow interferujgcych z aktywnoscia
EGFR w leczeniu chorych na glejaki
wielopostaciowe

Inhibitory kinazy tyrozynowe;

Najczesciej testowanymi lekami w leczeniu chorych
na glejaki wielopostaciowe sg drobnoczasteczkowe inhi-
bitory kinazy tyrozynowej: erlotynib i gefitynib. Nalezy
podkresli¢, ze podczas gdy gefitynib blokuje aktywnos¢
jedynie niezmutowanej formy EGFR, to erlotynib ha-
muje zarowno EGFR, jak i EGFRVIII [77]. Erlotynib
zmniejsza ekspresje EGFRVIII w transformowanych
komoérkach glejakéw i hamuje indukowanie wielu ge-
néw kodujacych bialka stymulujace inwazje nowotworu
[78]. W badaniach eksperymentalnych zaobserwowano,
ze gefitynib wywiera mniejszy niz erlotynib wplyw na
inwazyjno$¢ komoérek wywodzacych si¢ z glejakéw wie-
lopostaciowych [79-82]. Warto pamigtad, ze gefitynib
jest najskuteczniejszy w przypadku obecnos$ci mutacji
punktowej w eksonach 19.121. genu kodujacego synteze
EGFR, za$§ w glejakach wyjatkowo rzadko obserwuje si¢
wystepowanie powyzszych mutacji [80-82]. Oba inhibito-
ry kinazy tyrozynowej charakteryzowaly si¢ korzystnym
profilem bezpieczenstwa w badaniach I fazy przeprowa-
dzonych u chorych na glejaki wielopostaciowe [80, 83].
Warto jednak zaznaczy¢, ze zaobserwowano, iz leki prze-
ciwdrgawkowe, takie jak fenytoina czy karbamazepina,
zwigkszaty metabolizm gefitynibu i erlotynibu. Implikuje

to konieczno$¢ stosowania lekéw przeciwdrgawkowych
trzeciej generacji lub zwickszania dawki inhibitorow
kinazy tyrozynowej u pacjentéw otrzymujacych leki
przeciwdrgawkowe stymulujace enzymy watrobowe
[84]. Pierwsze badanie nad skutecznoscia erlotynibu
u chorych na nawrotowego glejaka wielopostaciowego
byto zachecajace, poniewaz u 25% chorych uzyskano
czgsciowa odpowiedz (PR, partial response) lub stabi-
lizacje choroby (SD, stable disease) [85]. W dotychczas
jedynym randomizowanym, kontrolowanym badaniu II
fazy wykazano, ze tylko u 11,4% pacjentéw leczonych
erlotynibem z powodu nawrotu glejaka wielopostacio-
wego uzyskano 6-miesigczny okres wolny od progres;ji
choroby (PFS, progression-free survival), podczas gdy
u chorych leczonych temozolomidem lub karmustyna
(BCNU) odsetek ten wynosit 24,1% [86]. Ponadto
nie wykazano istotnych réznic w zakresie przezycia
catkowitego w obu badanych grupach (7,7 miesiaca
u leczonych erlotynibem vs. 7,3 miesiaca u pacjentéw
poddanych terapii temozolomidem lub BCNU) [86].
Natomiast u chorych leczonych gefitynibem PFS po-
wyzej 6 miesigcy stwierdzono u 13% pacjentow [87],
lecz nie zaobserwowano obiektywnych odpowiedzi,
ani istotnej poprawy w przezyciu calkowitym lub PFS
w poréwnaniu z wynikami badan historycznych [88].
W innym badaniu, realizowanym w Ameryce Pétnocnej,
wykazano, ze podanie gefitynibu w chorobie nawrotowe;j
(po uprzednio zastosowanej radioterapii) skutkowato
czeéciowa odpowiedzia u 13% chorych na glejaka wielo-
postaciowego i 12% chorych na glejaka anaplastycznego
[89]. Co ciekawe, nie uwidoczniono zaleznosci pomigdzy
odpowiedzig kliniczna na leczenie erlotynibem czy ge-
fitynibem, a amplifikacja genu kodujacego EGFR, czy
obecnoscig mutacji EGFRVIII [85-87, 90].

Pomimo zachecajacych wynikow badan I fazy wyniki
badan II fazy nie sa specjalnie optymistyczne. Biorac
pod uwage male wymiary czasteczek inhibitoréw ki-
naz tyrozynowych, spodziewano si¢ dobrej penetracji
tych lekéw przez bariere krew—modzg. Jednak masa
czasteczkowa obu inhibitoréw przekracza 400 kD
i w zwiazku z tym osigga gérna granice przenikalnosci
czasteczek przez t¢ bariere. Ponadto erlotynib i gefitynib
sa zwigzkami spolaryzowanymi. Dotychczasowe dane
dotyczace przechodzenia czasteczek tych inhibitoréw do
centralnego uktadu nerwowego sa skape. U 8-letniego
chtopca leczonego erlotynibem w dawce 75 mg dziennie
w plynie mézgowo-rdzeniowym stwierdzono 7-procen-
towe stezenie tego leku oraz 9-procentowe stezenie
metabolitéw erlotynibu [91]. U chorych poddanych
leczeniu erlotynibem w dawce 150 mg dziennie w ciagu
tygodnia przed zabiegiem operacyjnym z powodu glejaka
wielopostaciowego odnotowano state st¢zenie erlotyni-
bu i demetylowanego erlotynibu (OSI-420) w tkankach
nowotworu [92]. Stezenie erlotynibu i OSI-420 w masie
guza stanowilo odpowiednio 6-8% i 5-11% w poréwna-
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niu ze stezeniem tego leku w osoczu krwi tych chorych
[92]. Powyzsze obserwacje sugeruja wigc, ze suboptymal-
ne wyniki leczenia chorych na glejaka wielopostaciowego
przy wykorzystaniu erlotynibu lub gefitynibu moga zale-
ze¢ od zbyt matego stezenia leku w tkance nowotworu.

Poprawy wynikéw leczenia polegajacego na inter-
ferowaniu z funkcja EGFR mozna oczekiwaé poprzez
skojarzenie go z innym postgpowaniem ukierunkowa-
nym molekularnie lub z leczeniem konwencjonalnym.
Ot6z w badaniach I fazy u chorych z nawrotem glejaka
wielopostaciowego stosujac skojarzenie erlotynibu
i syrolimusu (inhibitora mTOR), doprowadzajace do
blokowania szlaku przewodnictwa wewnatrzkomor-
kowego na réznych poziomach, uzyskano stabilizacje
choroby u 13/34 (38%) pacjentdw, zas u 2/34 (6%) odno-
towano czesciowa odpowiedz [93]. Potrzebne sa jednak
dalsze badania, ktérych celem bedzie zidentyfikowanie
gléwnych elementow tego szlaku, najbardziej istotnych
w poszczegdlnych podgrupach glejakéw wieloposta-
ciowych oraz poznanie petnego spektrum aktywnosci
przeciwnowotworowe;j i interakcji poszczegdlnych lekéw
ukierunkowanych molekularnie.

Przeciwciata monoklonalne

Innym sposobem hamowania aktywnoSci EGFR
jest uniemozliwienie wigzania fizjologicznego liganda
poprzez zastosowanie przeciwcial monoklonalnych
skierowanych przeciwko domenie zewnatrzkomaérkowe;j
EGFR. Jednak przeciwciata charakteryzuja si¢ duza
masa czasteczkowa i pomimo zwigkszonej przepuszczal-
nosci w obrebie guzow nowotworowych ich zastosowanie
moze by¢ nieefektywne z uwagi na istnienie bariery
krew-mozg [94]. W badaniach przedklinicznych zasto-
sowanie cetuksymabu w zwierzgcych modelach glejakow
wielopostaciowych wzrastajacych jako wewnatrz- i po-
zaczaszkowe przeszczepy ksenigraficzne prowadzito
do zahamowania proliferacji komdérek nowotworu
inasilonej apoptozy tych komorek, aczkolwiek efekt byt
bardziej widoczny w guzach wzrastajacych pozaczaszko-
wo [95, 96]. Aktualnie trwa badanie I-II fazy oceniajace
skuteczno$¢ skojarzenia radioterapii, temozolomidu
i cetuksymabu w leczeniu chorych na pierwotnego gle-
jaka wielopostaciowego [97]. Z kolei zastosowanie ni-
motuzumabu (humanizowanego przeciwciata przeciwko
EGFR) w potaczeniu z radioterapia u chorych z de novo
rozpoznanym glejakiem wielopostaciowym (badanie I-1I
fazy) prowadzilo do uzyskania calkowitej remisji guza
u 16/24 pacjentdw, czeSciowej regresji u 21%, zas u 46%
chorych obserwowano stabilizacj¢ choroby [98]. Aktu-
alnie trwa badanie III fazy poréwnujace efektywnosé
radioterapii skojarzonej z temozolomidem (podawanym
jednoczasowo z radioterapia, a nastgpnie w monote-
rapii jako leczenie uzupetniajace) w poréwnaniu ze
skuteczno$cia wyzej wymienionego postepowania, ale

w polaczeniu z nimotuzumabem. Podejmuje si¢ réwniez
proby taczenia toksyn lub radioizotopéw z przeciwcia-
fami skierowanymi przeciwko EGFR. Miedzy innymi
zastosowanie '2J-Mab 425 z radioterapia prowadzito
do istotnego wydtuzenia przezy¢ u chorych na glejaka
wielopostaciowego w poréwnaniu z wylaczna radiote-
rapia [99]. Koniugaty toksyn (Pseudomonas endotoxin
A) z przeciwcialem wigzacym si¢ z EGFR charaktery-
zowaly si¢ korzystnym profilem stabilnoSci i dziataniem
przeciwnowotworowym [100]. Jeszcze innym kierunkiem
poszukiwan skutecznego leczenia przeciwnowotworo-
wego jest wykorzystanie ligandéw EGFR potaczonych
z toksynami. Jednym z takich przyktadéw jest koniugat
sktadajacy si¢ z ligandu (TGF-«) i zmutowanej tok-
syny (Pseudomonas endotoxin) o nazwie PE-38 [101].
Konstruowane sg réwniez koniugaty ukierunkowane
na EGFRVIII, takie jak Mab 806 czy 3C10 [102, 103].

Niedostateczne przenikanie lekéw wielkoczasteczko-
wych do o§rodkowego uktadu nerwowego przez bariere
krew—-mozg, prowadzace do niewystarczajacego stezenia
leku w tym obszarze, stwarza duzy problem w tego typu
terapii chorych na glejaki wielopostaciowe. Stad tez
opracowywane sa metody zwickszenia efektywnosci
tych lekéw w obrgbie mézgowia, np. zastosowanie pod-
wyzszonego cisnienia, ktérego celem jest zwickszenie
przestrzennej dystrybucji leku, czy chirurgiczne zatoze-
nie cewnikéw w obreb glejakéw maozgu [104].

Inne sposoby interferowania z aktywnoscig
EGFR

Inne metody hamowania aktywno$ci EGFR w obre-
bie glejakéw wielopostaciowych obejmuja zastosowanie
antysensownych RNA, rybozymoéw i interferencje RNA.
Antysensowne RNA ulegaja hybrydyzacji z sensowny-
mi mRNA, hamujac translacj¢ informacji genetycznej
i syntezy biatka. W badaniach przedklinicznych testo-
wano zastosowanie antysensownych RNA skierowanych
przeciw mRNA kodujacych syntez¢ EGFR poprzez po-
danie lekéw bezposrednio w obrebie glejakéw (podczas
zabiegu chirurgicznego) i dozylnie [102]. Prowadzilo to
do zahamowania syntezy EGFR iw konsekwencji zaha-
mowania wzrostu nowotworu [103]. Podobnie iniekcje
w obreb glejakéw wektoréw wirusowych lub plazmido-
wych wykazujacych ekspresje antysensownych mRNA
dla EGFRUVIII prowadzity do zmniejszenia objetosci
nowotworow wzrastajacych w warunkach eksperymen-
talnych [104]. Natomiast interferencja z RNA polega na
tym, ze podwdjnoniciowe RNA poddawane sg lizie na
male interferujace fragmenty (siRNAs, small interfering
RNA:s), ktore powoduja supresje genéw homologicz-
nych iindukuja degradacj¢ mRNA zalezng od sekwencji.
W badaniach eksperymentalnych zastosowanie siRNAs
ukierunkowanych na zahamowanie syntezy domeny
wewnatrzkomérkowej EGFR w ludzkich glejakach
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U251 prowadzito do 90-procentowego zahamowania ak-
tywnosci szlaku przekaznictwa wewnatrzkomorkowego
zaleznego od EGFR [105]. Z kolei rybozymy stanowig
podtyp malych czasteczek RNA (m.in. rybozymy ham-
merhead i hairpin), ktore katalitycznie trawig substraty
RNA, dajac efekt podobny do antysensownych RNA.
Dostarczane sa one do guza przy udziale wektoréw wi-
rusowych lub plazmidéw. W badaniach przedklinicznych
rybozymy skierowane przeciwko EGFRVIII dziataly
hamujaco w stosunku do aktywnos$ci komorek glejakéw
wielopostaciowych [106].

Podsumowanie

Istnieje wiele danych wskazujacych na fakt udziatu
EGFR i EGFRVIII w biologii glejakéw mézgu. Z tego
powodu wydaje si¢, ze terapie ukierunkowane na blo-
kowanie szlaku przekaznictwa wewnatrzkomérkowego
zaleznego od tego receptora moga by¢ obiecujaca opcja
postepowania terapeutycznego u chorych na glejaki
(szczegblnie glejaki wielopostaciowe). Dotychczas
najwiecej doswiadczen klinicznych zdobyto w odniesie-
niu do erlotynibu czy gefitynibu w tej grupie chorych.
Jednak, mimo zachecajacych przestanek teoretycznych
i wynikow badan przedklinicznych, wyniki pierwszych
prob klinicznych nie sa w petni zadawalajace. Trwaja tez
badania oceniajace skuteczno$¢ zastosowania przeciw-
ciat skierowanych przeciwko domenie zewnatrzkomor-
kowej EGFR oraz rozmaitych sposobéw molekularnego
interferowania z aktywnoscia EGFR i EGFRVIIL. Przy-
szle badania nad hamowaniem aktywnoSci szlakow we-
wnatrzkomérkowych w glejakach powinny obejmowac
lepsze poznanie ,,podpisu genetycznego” poszczegdl-
nych podtypow glejakéw wielopostaciowych i kojarzenie
metod leczenia celowanego i konwencjonalnego.
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