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Kojarzenie leczenia ukierunkowanego na zahamowanie funkcji receptora czynnika wzrostu naskoérka
(EGFR) z klasyczng chemioterapig przeciwnowotworowg, stanowi nowg opcje terapii nowotworow ztosli-
wych. Dotychczas nie wyjasniono doktadnie mechanizmu interakcji tych dwéch sposobow leczenia. Wydaje
sie, ze najistotniejszymi procesami odgrywajacymi role podczas stosowania cytostatykow i czasteczek
blokujgeych funkcje EGFR sg: wspolny szlak wprowadzajgcy komorki nowotworowe na drogg apoptozy,
ingerencja w mechanizmy naprawy DNA i interferencja z procesami angiogenezy.

Stowa kluczowe: receptor czynnika wzrostu naskoérka, EGFR, chemioterapia, apoptoza, mechanizmy
naprawy DNA, angiogeneza

ABSTRACT

Cancer patients treatment using the combination of systemic chemotherapy with EGFR inhibitors still cre-
ates multiple questions. To date the exact mechanisms of interactions between the two different therapeutic
modalities have not been ultimately explained. It seems that common intercellular apoptosis pathway,
inhibition of DNA repair systems, especially double strand breaks, and antiangiogenic effects play
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systems, angiogenesis

Wstep

Receptor czynnika wzrostu naskérka EGFR (epider-
mal growth factor receptor) jest biatkiem przezblonowym
zbudowanym z domeny zewnetrznej wiazacej ligand
oraz z domeny wewnetrznej majacej aktywnoS¢ kinazy
tyrozynowej. Dotychczas opracowano dwa sposoby ha-
mowania jego funkcji biologicznej: poprzez blokowanie
domeny zewnatrzkomdrkowe;j tego biatka przez swoiste
przeciwcialo monoklonalne i poprzez hamowanie ak-
tywnosci zwigzanej z nim kinazy tyrozynowej. Pierwszy
mechanizm uniemozliwia wigzanie ligandow przez
EGFR i transdukcje sygnatu do wnetrza komorki, drugi

an important role in the outcome of such combined antineoplastic therapy.
Key words: epidermal growth factor receptor, EGFR, chemotherapy, apoptosis, DNA repair
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za§ uniemozliwia fosforylacje tego receptora. Oba me-
chanizmy doprowadzaja do braku wrazliwoSci komorki
wykazujacej ekspresje EGFR na proproliferacyjne
czynniki Srodowiska komorki. Efektem zablokowania
funkcji tego receptora jest migdzy innymi zahamowanie
wzrostu komorki, zmniejszenie zdolnosci do wejscia
komorki w mitoze, wigksze prawdopodobienstwo po-
budzenia szlaku apoptozy [1-4]. Powyzsze mechanizmy
sa odmienne od znanych od dawna sposobdw dzialania
lekéw cytostatycznych, stosowanych powszechnie w le-
czeniu chorych na nowotwory ztoSliwe. Konwencjonalna
chemioterapia w sposéb bezposSredni doprowadza do
uszkodzenia genomu komorki lub uniemozliwia napra-
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we czestych bteddw pojawiajacych sie w DNA komérek
proliferujacych. Akumulacja tych mutacji doprowadza
do aktywacji szlaku apoptozy. Wykorzystanie obu metod
leczenia systemowego — leczenia ukierunkowanego na
funkcje EGFR i klasycznej chemioterapii — wigze si¢
z wystapieniem powszechnie znanej w farmakologii kli-
nicznej interakcji lekéw. W badaniach przedklinicznych
udowodniono, ze interakcja ta ma charakter co najmniej
synergistyczny [5]. Leczenie to jest jednak o wiele bar-
dziej ztozone. Ponadto ingeruje ono w stabo poznane,
skomplikowane mechanizmy kontrolujace funkcje
zyciowe komorki. Synergistyczny charakter interakcji
potwierdzono w cz¢Sci badan klinicznych, a mianowicie
miedzy innymi podczas leczenia chorych na raka jelita
grubego w zaawansowanym stadium klinicznym z wyko-
rzystaniem cetuksumabu w skojarzeniu ze standardowa
chemioterapia [6, 7]. Nie zauwazono jednak podobnego
efektu podczas leczenia chorych na niedrobnokomoérko-
wego raka ptuca w IV stadium zaawansowania choroby
zwykorzystaniem gefitynibu lub erlotynibu (inhibitoréw
kinazy tyrozynowej) w skojarzeniu ze standardowa che-
mioterapiag dwulekowa [8-11]. Dotychczasowe badania
nie wyja$niaja doktadnie molekularnego mechanizmu
tego zjawiska. Podkresla si¢ jednak role interakcji z we-
wnatrzkomoérkowymi szlakami kontrolujacymi apoptoze
i procesy naprawy DNA. Wydaje sig¢, ze istotny wptyw
na efekty skojarzonego leczenia chorych na nowotwory
moze mie¢ konstrukcja schematu biochemioterapii.
Ponizej oméwiono wzajemne zaleznoS$ci pomiedzy
leczeniem chemicznym a terapia anty-EGFR, ktére
pozostaja nadal w sferze rozwazan teoretycznych i wy-
magaja dodatkowych, wnikliwych badan.

Wspoéliny szlak apoptozy

Komérki w warunkach patologii maja zdolnos$¢
wlaczania mechanizméw prowadzacych do autode-
strukcji — apoptozy. Mechanizm tego procesu jest
wieloetapowy i zalezny od prawidlowego dziatania wielu
regulatorowych biatek wewnatrzkomaérkowych, pro-ian-
tyapoptotycznych, ktdre w wickszosci komorek pozostaja
w funkcjonalnej rownowadze. Wyr6znia si¢ dwie drogi
aktywacji apoptozy: zewnatrzpochodna, aktywowana
poprzez przytaczenie odpowiednich ligandéw do bto-
nowych biatek receptorowych, tak zwanych receptoréw
$mierci, migdzy innymi FAS/APO1, RANK, DR3, DR4,
receptoréw dla czynnika martwicy nowotworéw (TNE
tumor necrosis factor), oraz droge wewnatrzpochodna,
zalezna od uwalniania cytochromu ¢ z mitochondrium
komoérkowego. Koncowa faza aktywacji obu szlakéw
jest wieloetapowa, kaskadowa aktywacja uktadu kaspaz
(w tym kaspaz 3, 6, 7), ktére posiadaja aktywno$¢ pro-
teo- i nukleolityczna. Efektem ich dzialania jest inakty-

.....

[12, 13]. Jednym z najlepiej poznanych mechanizméw
dziatania cytostatykow jest proapoptotyczne dzialanie
5-fluorouracylu. W przypadku zastosowania tego leku
dochodzi do zaburzen funkcjonowania syntetazy tymi-
dylowej i do wystgpienia nieprawidtowosci w syntezie
DNA [14-16]. Kumulacja bledéw replikacyjnych pro-
wadzi do aktywacji biatka p53, ktore zatrzymuje cykl
komoérkowy w fazie S, wlacza systemy naprawy DNA,
aw przypadku ich niewydolnos$ci —wprowadza komodrke
na drogg apoptozy. Jednym z najwazniejszych sensoréw
uszkodzenia DNA sg biatka ATR i ATX z rodziny ATM
(ataxia teleangiectasia, mutated), ktore maja zdolnos¢ do
bezposredniej i posredniej (poprzez CHK1 i CHK2)
aktywacji biatka p53 na drodze fosforylacji [17-19].
Biatko p53 inicjuje apoptoze¢ poprzez ekspresje pro-
apoptotycznych biatek z rodziny BCL2: BAX i BAK [20].
Biatka te maja zdolnos¢ do tworzenia homooligomeréw,
posiadajacych konformacje duzych poréw btonowych.
Po ich wbudowaniu w zewnetrzna btone mitochondriéw
dochodzi do uwolnienia cytochromu ¢ z mitochondrium,
anastepnie aktywacji kaspaz. Biatka BAX pozostaja pod
kontrola innych biatek z rodziny Bcl-2, Bid, majacych
réwniez dzialanie proapoptotyczne. Dopiero po interak-
cji aktywnej formy Bid z BAX mozliwe jest wbudowanie
pordéw biatkowych w obreb btony mitochondrialnej, jej
destabilizacja i ukonczenie procesu apoptozy. Z kolei ak-
tywno$¢ biatka Bid jest hamowana poprzez grupe biatek
antyapoptotycznych, réwniez wywodzacych si¢ z rodziny
Bcl-2. Sa to biatka Bcl-2 i Bel-xL [14, 21-23]. Mechanizm
apoptozy wywotywanej poprzez 5-fluorouracyl ma wigc
charakter wewnatrzpochodny, zalezny od prawidtowo
funkcjonujacego biatka p53 oraz od interakcji migdzy
pro- i antyapoptotycznymi biatkami z rodziny Bcl-2.
Czy zatem w przypadku lekéw wplywajacych na za-
hamowanie funkcji EGFR drogi wprowadzania komorki
w apoptoze nakltadaja si¢ na siebie, wykluczaja si¢ wza-
jemnie czy tez dochodzi do wzmocnienia sygnatu pro-
apoptotycznego? W badaniach klinicznych z udzialem
chorych na raka niedrobnokomérkowego pluca w za-
awansowanym stadium klinicznym choroby, leczonych
inhibitorami kinazy tyrozynowej EGFR zauwazono, ze
w przypadku mutacji tego receptora gléwnym szlakiem
transdukcji sygnatu do efektoréw komdrkowych jest
szlak z udziatem bialek STAT (signal transducers and
activators of transcription). Gtéwnym skutkiem aktywacji
tej drogi przekaZnictwa jest zahamowanie apoptozy,
a zastosowanie gefitynibu Iub erlotynibu prowadzi do
apoptozy komorek guza [24]. Aktywowane biatka STAT,
bedace czynnikami transkrypcyjnymi, przemieszczaja si¢
do jadra komoérkowego i wiaza z sekwencjami promoto-
rowymi dla biatek antyapoptotycznych Bcl-2 i Bel-xL, co
wiaze si¢ z ich ekspresja [25]. Zahamowanie syntezy tych
biatek prowadzi do zwigkszenia aktywacji BAX poprzez
biatko Bid, co w efekcie doprowadza do wbudowania
komplekséw destabilizujacych blony mitochondriéw,
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uwolnienia cytochromu c, aktywacji kaspaz i apoptozy
komorki. Zahamowanie funkcji receptora EGFR prowa-
dziwigc do zniesienia protekcyjnego wplywu biatek Bcl-2
iumozliwia finalizacj¢ szlaku aktywacji §mierci komorki
poprzez S-fluorouracyl. Mozliwe, Ze ten sam mechanizm
wplywa na obserwowane w badaniach klinicznych efekty
kojarzenia chemioterapii z leczeniem ukierunkowanym
na zahamowanie funkcji receptora EGFR.

Zwigzek EGFR z mechanizmami
naprawy DNA

W badaniach przedklinicznych z wykorzystaniem
hodowli komérek raka jelita grubego DiFi, inkubowa-
nych w obecnosci przeciwciata skierowanego przeciwko
receptorowi EGFR — mAb 225 — zaobserwowano
wplyw obecnosci tego przeciwciala na zmniejszenie
stezenia kinazy biatkowej zaleznej od DNA w poréw-
naniu z kontrolng hodowla komérek DiFi [26]. Kinaza
bialkowa zalezna od DNA jest gléwnym enzymem
systemu naprawy podwdjnych peknig¢ DNA poprzez
wiazanie koncéw niehomologicznych (NHEJ, non-ho-
mologous end joining). Jest to bialko sktadajace si¢
z 3 podjednostek: gtéwnej DNA-PKcs (470 kDa) oraz
dwoch mniejszych, odpowiadajacych za wiazanie si¢
z wolnymi koncami DNA — Ku70 (69 kDa) i Ku80 (83
kDa). Naprawa uszkodzen katalizowana przez t¢ kinaze
biatkowa odbywa si¢ na zasadzie niehomologicznego
taczenia koncéw DNA: 3’0OH i 5’P w obecnosci ATP,
a system naprawy jest — w przeciwienistwie do innych
mechanizméw naprawy — wilaczony przez caly okres cy-
klu komdrkowego [26]. W przytaczanym badaniu ob-
serwowano az 75-procentowe zmniejszenie aktywnosci
kinazy biatkowej zaleznej od DNA w komdrkach DiFi.
Obnizenie wydajnosci tego systemu naprawy moze mie¢
zwiazek z proapoptotyczng odpowiedzig komorki na
cystostatyki, takie jak antracykliny, irynotekan, ktdre
doprowadzaja do przerwania ciagloSci podwdjnej helisy
DNA. By¢ moze efektem zniesienia cytoprotekcyjnego
wplywu prawidtowo stymulowanego EGFR jest réwniez
zmniejszenie wydajnosci innych mechanizméw naprawy:
poprzez wyciecie nukleotydu (NER, nucleotide excision
repair) lub poprzez wycinanie zasady (BER, base exci-
sion repair). W badaniu klinicznym z udziatem chorych
na raka jelita grubego w IV stopniu zaawansowania
klinicznego choroby, u ktérych wystgpowata opornosé
na leczenie irynotekanem (progresja w trakcie leczenia
lub w ciggu miesigca od jego zakonczenia), zastosowano
leczenie cetuksymabem w monoterapii lub ponownie
wlaczono irynotekan, ale w skojarzeniu z cetuksyma-
bem [7]. Obiektywne odpowiedzi na leczenie (response
rate) zaobserwowano u 25,2% pacjentéw poddanych
terapii skojarzonej oraz u 14,1% w grupie leczonych
cetuksymabem w monoterapii. W badaniu tym pod-

kreéla si¢ fakt przetamywania opornosci na irynotekan
w przypadku skojarzenia tej chemioterapii z leczeniem
ukierunkowanym na zahamowanie EGFR. W dyskusji
autorzy publikacji podnosza kilka prawdopodobnych
mechanizmOw uczestniczacych w tym zjawisku, mie-
dzy innymi ostabienie zdolnosci komérek do naprawy
DNA. Mechanizm dzialania irynotekanu, ktéry hamuje
topoizomeraze¢ I w momencie, gdy ta doprowadza do
przerwania ciagloSci DNA, moze miec istotne znaczenie
w kojarzeniu leczenia tym cytostatykiem z inhibitorami
funkcji EGFR, zmniejszajacymi zdolno$¢ komérki do
naprawy powstalego uszkodzenia.

Interakcje EGFR z procesami
angiogenezy

Poza wptywem prawidtowo funkcjonujacego EGFR
na proliferacj¢ i dojrzewanie komoérek oraz dziataniem
cytoprotekcyjnym interesujgca jest proangiogenna
funkcja tej czasteczki. Aktywacja EGFR prowadzi bo-
wiem do pobudzania syntezy czynnikdw stymulujacych
powstawanie nowych naczyn krwiono$nych, takich jak:
czynnik wzrostu §rodbtonka naczyn (VEGE, vascular
endothelial growth factor), zasadowy czynnik wzrostu
fibroblastow (bFGE basal fibroblast growth factor), trans-
formujacy czynnik wzrostu alfa (TGF-«, transforming
growth factor alpha), interleukina 8 (IL-8, interleukin 8)
[27, 28]. Stwierdzono réwniez istnienie wzajemnych
powiazan funkcjonalnych migedzy receptorami z rodzin
EGFR i VEGFR. Polegaja one mi¢dzy innymi na
aktywacji kinazy jednego receptora przez aktywowana
kinaze drugiego receptora lub na interakcji sktadnikéw
transdukcji sygnatu obu receptoréw (zjawisko cross-talk)
i fosforylacji krzyzowej (cross-phosphorylation) [29].
Stymulacja EGFR moze wigc prowadzi¢ do pobudzenia
przekaznictwa komdrkowego VEGFR. Leczenie anty-
angiogenne powoduje zmniejszenie ci$nienia srédmigz-
szowego w guzie i normalizacj¢ naczyn krwiono$nych,
co skutkuje lepsza penetracja cytostatykéw do komorek
nowotworowych [30]. W tym ujeciu zasadne wydaje si¢
kojarzenie chemioterapii z leczeniem ukierunkowanym
na zahamowanie funkcji EGFR.

Okres ekspozycji na cytostatyki
i inhibitory EGFR — wybor
optymalnego schematu leczenia

W wielu badaniach przedklinicznych podkresla
si¢ role relacji czasowych zastosowania chemioterapii
w stosunku do momentu wlaczenia leczenia ukierun-
kowanego na funkcj¢ receptora EGFR. W jednym
z badan hodowle komérek raka ptaskonablonkowego
przetyku KYSE30 inkubowano w obecnosci réznych
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cytostatykow (cisplatyny, oksaliplatyny, karboplatyny,
docetakselu i paklitakselu) z trzema lekami interferuja-
cymi z funkcja receptora EGFR: gefitynibem, ZD6474
(inhibitor kinazy tyrozynowej EGFR) i cetuksymabem
w réznych kombinacjach w schemacie: jeden cytostatyk
z jednym inhibitorem EGFR. Komérki nowotworowe
poddawano 24-godzinnej inkubacji w obecnosci cyto-
statyku, a nastepnie 48-godzinnej inkubacji w obecnosci
inhibitora oraz w uktadzie odwrotnym: z inhibitorem,
a nastepnie cytostatykiem. W hodowlach, w ktérych
pierwotnie stosowano chemioterapi¢, zaobserwowano
synergistyczny wplyw takiego schematu zaréwno na
zahamowanie proliferacji komorek, jak i na indukcje
apopotozy. Co ciekawe, w uktadach, w ktérych inhibitor
EGFR zastosowano przed chemioterapia, odnotowano
odwrotny efekt — antagonistyczny, dotyczacy zaréwno
proliferacji, jak i indukcji apoptozy. Chemioterapia
z nastgpczym zahamowaniem funkcji EGFR skutko-
wata zatem lepszymi efektami przeciwnowotworowymi
i zahamowaniem pozostalej populacji komoérek w fazie
G2/M cyklu komoérkowego, w poréwnaniu ze schema-
tem, w ktérym inhibitor stosowano przed chemioterapia
—w jego przypadku zaobserwowano zatrzymanie cyklu
w fazie G0/G1 bez indukcji apoptozy. Wyniki badania
poréwnywano z efektami inkubacji w obecnosci jednego
leku i w stosunku do inkubacji bez ekspozycji na leki
[5]. Celowos¢ podawania lekéw blokujacych funkcje
receptoréw odpowiedzialnych za proliferacje po che-
mioterapii ma uzasadnienie réwniez w rozwazaniach
teoretycznych. Zahamowanie szlaku przewodnictwa
komoérkowego, prowadzacego do podzialu komorki,
a nastepnie podanie cytostatyku jest sprzeczne z podsta-
wowymi prawami chemioterapii, ktéra wywiera wplyw
jedynie na komorki ulegajace podzialom. Racjonalne
wydaje si¢ zatem leczenie chemiczne z nastepowym
podaniem lekéw blokujacych mechanizmy proprolifera-
cyjne i cytoprotekeyjne. W takim tylko bowiem uktadzie
prawdopodobne jest zahamowanie szlakéw, ktére na-
prawiatyby uszkodzenia wywolywane przez cytostatyki,
umozliwialyby apoptoze komérek poprzez inaktywacje
biatek ochronnych oraz hamowalyby wzrost komorek
pierwotnie opornych na chemioterapig.

Podsumowanie

Kojarzenie chemioterapii z leczeniem ukierunko-
wanym na zahamowanie funkcji receptora dla EGF jest
postepowaniem podlegajacym staltym modyfikacjom,
jednak wcigz pelnym niewiadomych. Nie poznano do-
ktadnego mechanizmu stosowania tych dwoch réznych
form terapii jednoczes$nie. Obserwowane w badaniach
klinicznych efekty terapeutyczne, niejednokrotnie
sprzeczne, zmuszaja do wnikliwej analizy i dalszych
badafn nad mechanizmami dzialania lekéw, ktore tylko

z pozoru wydaja si¢ proste. Z lektury tego artykutu wy-
nika, ze wiedza na temat molekularnych mechanizméw
dzialania substancji stosowanych w leczeniu chorych
na nowotwory jest znikoma i w wiekszosci przypadkow
pozostaje raczej kwestiag domystéw. Prawdopodobne
mechanizmy interakcji chemioterapii z inhibitorami
EGFR, mozliwo$¢ aktywowania wspolnego szlaku
apoptozy, hamowania proceséw naprawy DNA, efekt
antyangiogenny powinny stac si¢ obszarami przysztych
badan klinicznych.
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