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STRESZCZENIE

Leczenie ukierunkowane na zahamowanie funkcji receptora czynnika wzrostu naskoérka (EGFR) jest
nowym podejéciem farmakologicznym do terapii choréb nowotworowych u ludzi. Obecnie w praktyce
klinicznej monitorowanie obrazowe wynikow tego leczenia in vivo odbywa sie w sposob posredni (nieuwi-
daczniajgcy obecnosci EGFR), za pomocg takich metod, jak tomografia komputerowa, ultrasonografia
czy klasyczne obrazowanie rezonansu magnetycznego. Na etapie badan przedklinicznych znajdujg
sie metody bezposredniego obrazowania skutecznosci tej terapii za pomocg pozytonowej tomografii
emisyjnej. W tej publikacji uwzgledniono najwazniejsze dane dotyczgce bezposredniego obrazowania
ekspresji EGFR w nowotworach.

Stowa kluczowe: EGFR, EGF, obrazowanie, PET, leczenie celowane, choroba nowotworowa

ABSTRACT

Epidermal growth factor receptor (EGFR) targeted therapy is a novel pharmacological approach to a treat-
ment of neoplastic diseases in humans. In a clinical practice treatment results are currently monitored in
vivo using indirect (not targeted to EGFR) imaging strategies, like computed tomography, ultrasound or
classical magnetic resonance imaging. However, methods dedicated for direct EGFR imaging and based
on positron emission tomography are already at the preclinical stage of development. In the paper, most
important data related to direct EGFR expression imaging in neoplasms was reviewed.
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Wstep

Obecnie coraz popularniejszym podejSciem lecz-
niczym w onkologii staje si¢ leczenie celowane, czyli
stosowanie lekoéw posiadajacych SciSle zdefiniowane
molekularne punkty uchwytu. Leki te hamuja aktywnos¢
czasteczek majacych istotne znaczenie dla biologii no-
wotworu. Jedna z najczeéciej wykorzystywanych w prak-
tyce klinicznej form terapii celowanej jest hamowanie
funkcji nalezacego do rodziny c-erb receptora czynnika
wzrostu naskorka (EGFR, epidermal growth factor re-
ceptor) o aktywnosci kinazy tyrozynowej. Receptor ten
jest zlokalizowany w blonie komdrkowej i przekazuje
sygnaly ze srodowiska zewnatrzkomérkowego do wne-
trza komorki. Do jego ligandéw naleza czynnik wzrostu
naskorka (EGF), transformujacy czynnik wzrostu alfa
(TGF-a, transforming growth factor alpha) i neureguli-
ny [1]. Wiazanie si¢ liganda do EGFR powoduje jego
dimeryzacj¢ i nastgpcza, zalezna od ATP, fosforylacje
jego wewnatrzkomérkowych reszt tyrozynowych.
Prowadzi to do aktywacji receptora odzwierciedlonej
w pobudzaniu réznorodnych wewnatrzkomérkowych
kaskad sygnalizacyjnych [2]. W wielu réznych typach
nowotworéw zto§liwych przekaznictwo sygnatéw we-
wnatrzkomérkowych wywotane aktywnoscia EGFR jest
jednym z najczeSciej nieprawidtowo funkcjonujacych
szlakéw. Zaburzenie funkcjonowania tego szlaku moze
by¢ wywotane zmianami patologicznymi wystepujacymi
na kazdym etapie jego aktywacji [3, 4]. Zaburzenie
funkcji EGFR jest silnym sygnalem proonkogennym,
poniewaz EGFR uczestniczy zaréwno w procesach
komunikacji dokomérkowej, jak i miedzykomorkowej
oraz reguluje liczne procesy, ktore wpltywaja na rozwdj
nowotworu, takie jak proliferacja komdrkowa, angio-
geneza, migracja komorek, tworzenie przerzutow od-
legltych czy hamowanie apoptozy. Obecnie do leczenia
ukierunkowanego na zahamowanie aktywnosci EGFR
uzywa si¢ lekéw nalezacych do dwdch grup. Pierwsza
z nich to drobnoczasteczkowe inhibitory zwiazanej
z EGFR aktywnosci kinazy tyrozynowej, takie jak gefi-
tynib i erlotynib. Druga to przeciwciata monoklonalne
skierowane przeciwko EGFR, do ktdrych zalicza si¢
cetuksymab i panitumumab [5]. Obie grupy lekéw po
wyznakowaniu odpowiednimi znacznikami w warun-
kach in vivo moga shuzy¢ do obrazowego monitorowania
efektywnosci terapii interferujacej z funkcja EGFR.

Obrazowanie skutecznosci leczenia ukierunkowane-
go na zahamowanie funkcji EGFR nie jest tatwe. Jednym
z gléwnych powodéw jest niewielki efekt terapeutyczny,
jaki wystepuje po zastosowaniu tej grupy lekéw. Ponadto
wydaje si¢, ze wtasciwym podej$ciem jest ocena obrazo-
wa efektywnosci terapii interferujacej z funkcja EGFR
za pomoca obrazowania molekularnego (najlepiej
nakierowanego na obrazowanie lokalizacji i aktywnoSci
EGFR). Nie jest to latwe, poniewaz techniki obrazowa-

nia molekularnego, mimo intensywnego rozwoju w cig-
gu ostatnich kilkudziesieciu lat, wcigz sa ograniczone
gléwnie do zastosowan u zwierzat. Obrazowanie mole-
kularne EGFR, zwlaszcza iloSciowe, wydaje si¢ jednym
z punktéw krytycznych na drodze opracowywania metod
weryfikujacych efektywnos¢ terapii ukierunkowanych na
zahamowanie funkcji EGFR. Umozliwia ono dokona-
nie nieinwazyjnego obrazowego oznaczenia nasilenia
ekspresji EGFR w organizmie (czyli jego dystrybucji
czasowo-przestrzennej in vivo), a zwlaszcza w tkance
nowotworu. Pozwala oceni¢ wplyw nasilenia ekspresji
EGFR na odpowiedz terapeutyczng uzyskiwana wsku-
tek zastosowania inhibitoréw aktywnosci EGFR. Jest
to tez jedyna mozliwo$¢ bezpoSredniej oceny in vivo
efektu leczenia interferujacego z funkcja EGFR. Scisle
zdefiniowane molekularnie obrazowanie efektywnosci
leczenia jest niezbedne zwlaszcza na etapach badan
przedklinicznych i wezesnych klinicznych nad skutecz-
noscia leku i najlepiej, gdy umozliwia obrazowanie
efektywnosci i stabilnoSci wiazania si¢ leku do EGFR
oraz do jego zmutowanych form in vivo. Ujawnienie
charakteru interakcji pomigdzy lekiem a jego punktem
uchwytu (w tym przypadku EGFR) oraz okres§lenie
poziomu wysycenia receptora moze zoptymalizowad
schematy czasowe i dawkowanie lekéw interferujacych
z aktywno$cia EGFR. Niewystarczajace dopracowanie
schematow dawkowania tych lekéw uwaza si¢ za jedna
z przyczyn ich matej efektywnosci [6]. Dodatkowo,
obrazowanie molekularne moze umozliwi¢ wykrycie
w czasteczce EGFR obecnosci pierwszorzedowych lub
drugorzedowych mutacji powodujacych pojawienie si¢
opornosci na leczenie interferujace z funkcja EGFR
lub zwigkszajacych odpowiedz na t¢ terapi¢e. Obecnie
u ludzi wyniki tego rodzaju leczenia ocenia si¢ przede
wszystkim posrednio, poprzez morfologiczna analize
zmiany objetoSci czy struktury guza (np. wzoru jego
unaczynienia czy charakterystyki zmian inwolucyjnych)
z wykorzystaniem metod takich jak badanie rezonansu
magnetycznego (MRI, magnetic resonance imaging),
tomografia komputerowa (CT, computed tomography)
czy badanie ultrasonograficzne (USG, ultrasonography).
Niestety, nawet zaawansowane techniki MRI, takie jak
dyfuzja rezonansu magnetycznego (DWI, diffusion-we-
ighted imaging) czy perfuzja rezonansu magnetycznego
(PWIL, perfusion-weighted imaging), nie sa tu wystarcza-
jaco satysfakcjonujacymi metodami obrazowymi.
Konieczno$¢ monitorowania skutecznosci leczenia
ukierunkowanego na zahamowanie aktywnosci EGFR
u ludzi wynika migdzy innymi z faktu opisywania wy-
twarzajacej si¢ podczas tego leczenia opornosci, na
przyktad na gefitynib czy erlotynib [7, 8]. Istotny jest
tu takze brak korelacji pomigdzy stopniem nasilenia
ekspresji EGFR w komdrkach nowotworowych a efek-
tem klinicznym leczenia ukierunkowanego na zaha-
mowanie aktywno$ci EGFR, na przyktad w przypadku
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terapii cetuksymabem [9-11], oraz tatwo$¢ EGFR do
podlegania mutacjom w trakcie kancerogenezy [12].
Bezposrednie zobrazowanie obecno$ci EGFR in vivo
umozliwia nie tylko oceng¢ efektéw leczenia interferu-
jacego z funkcja EGFR, ale réwniez pozwala na ocen¢
nasilenia ekspresji EGFR in vivo w r6znych guzach oraz
zmian nasilenia tej ekspresji w czasie. Dost¢pnos¢ ob-
razowania ekspresji EGFR umozliwi wtasciwa selekcje
chorych do leczenia tego typu i jednoczes$nie pozwoli
na bezposrednie obrazowanie efektéw tej terapii.

Obrazowanie ekspresji EGFR przeprowadza si¢
obecnie gtéwnie za pomocg pozytonowej tomografii emi-
syjnej (PET, possitron emission tomography). Najlepsze
do tego celu wydaje si¢ znakowanie sond wykrywajacych
EGFR z zastosowaniem izotopow o dlugim okresie
pottrwania. Sondy te mozna bowiem wykrywaé po
dluzszym czasie od podania ich choremu, co umozliwia
wymycie sond niespecyficznie zwigzanych z tkankami.
Sondy zwiazane specyficznie dostarczaja obraz sygnatu
stabilny w czasie. Zatem obrazowanie po pewnym czasie
od zastosowania sond znakowanych izotopami o dhugich
okresach potowicznego rozpadu prowadzi do otrzymania
bardziej specyficznych obrazéw, o wysokich wartosciach
wspotczynnika sygnatu do szumu. W niniejszej pracy
przyjeto, ze w budowie EGFR mozna wyr6zni¢ dome-
n¢ zewnatrzkomorkowa wiazaca ligand, hydrofobowa
domeng¢ przezbtonowa oraz wewnatrzkomoérkowa
domeng wykazujaca aktywno$¢ kinazy tyrozynowe;j.
Sondy wykrywajace EGFR wiaza si¢ zwykle za pomoca
przeciwciata do domeny zewnatrzkomoérkowej EGFR
lub za pomoca drobnoczasteczkowych, odwracalnych
lub nieodwracalnych, organicznych inhibitoré6w EGFR
zawierajacych w swej czasteczce anilinokwinazoling do
domeny wewnatrzkomoérkowej EGFR [1, 13-16]. Opi-
sano réwniez sondy o strukturze *GA-DOTA-hEGE,
ktére sa wyznakowanym radioaktywnie naturalnym
ligandem EGFR, w tym przypadku ludzkiego czynnika
wzrostu naskéra (hEGE human epidermal growth factor)
[17], jednak dotychczas nie sprawdzano efektywnosci
dziatania tego typu sond w obrazowaniu in vivo.

Do obrazowania molekularnego EGFR wykorzy-
stywano juz wiele odwracalnych drobnoczasteczkowych
inhibitorow EGFR, znakujac je poprzez anilinokwi-
nazoling za pomoca podstawnikéw chemicznych za-
wierajacych w swym sktadzie ''C, 121, 121 i 8F oraz
9ImTe [13-16, 18, 19]. Z tych zwiazkdw jedynie inhibitor
PD153035, znakowany z zastosowaniem ''C, wykazat ko-
rzystny profil radiacyjny w badaniach przeprowadzonych
u zdrowych ochotnikéw [19]. W przypadku wigkszosci
sond molekularnych z tej grupy zaobserwowano bardzo
obiecujace wyniki w badaniach in vitro przeprowadzo-
nych na liniach komérkowych, jednak rezultaty badan
przedklinicznych nie przedstawialy si¢ wystarczajaco
interesujaco, by mozna bylo wykorzysta¢ w praktyce
klinicznej powyzsze sondy do obrazowania in vivo. Pa-

radoksalnie, omawiane sondy charakteryzowala niska
kumulacja w guzach nowotworowych charakteryzujacych
si¢ ekspresja EGFR i wysoka w pozostalych tkankach.
Przyczyn, z powodu ktérych sondy z grupy odwracalnych
inhibitoréw EGFR nie byly w stanie wystarczajaco do-
brze znakowac receptora EGF in vivo, upatruje si¢ w ich
nadmiernej lipofilnosci, szybkim spadku ich st¢zenia we
krwi, ich zywym metabolizmie w organizmach ssakéw,
kompetycyjnym wigzaniu si¢ do EGFR czasteczek ATP
(wystepujacym przeciez wewnatrzkomorkowo w steze-
niach wielokrotnie wigkszych niz stezenia sond) oraz
przylaczaniu si¢ tych sond jedynie do aktywowanych
(ufosforylowanych) EGFR. Warto podkresli¢, ze komor-
ki charakteryzujace si¢ obecnoscia zmutowanych form
EGFR, nieposiadajacych zdolnosci do fosforylacji, nie
moga by¢ uwidocznione w badaniach wykorzystujacych
odwracalne, drobnoczasteczkowe, organiczne inhibitory
EGFR. Jest to istotny problem, poniewaz taka sytuacja
biologiczna wystepuje czesto.

W celu zwigkszenia efektywnosci wigzania si¢ sond
do EGFR skoncentrowano si¢ nastgpnie na grupie
znakowanych radioaktywnie zwigzkow bedacych nie-
odwracalnymi inhibitorami EGFR. Teoretycznie ze
wzgledu na stabilne i trwale wigzanie si¢ tych zwiazkéw
z EGFR takie sondy maja wigksze szanse, by by¢ uzy-
teczne i powinny pozwalaé na efektywne obrazowanie
EGFR in vivo [13, 16, 20]. Sondy te w odréznieniu od
przedstawicieli poprzednio omawianej grupy moga
znakowac¢ zaréwno komorki posiadajace wylacznie
zmutowane, aktywne (ufosforylowane) formy receptora
EGFR, jak i komorki charakteryzujace si¢ obecnoscia
wariantéow nieaktywnych EGFR lub posiadajace oba
funkcjonalne warianty biatkowe EGFR [16, 20]. Ta grupa
zwigzkow posiada grupe funkcyjna w pozycji 6. czastecz-
ki anilinokwinazoliny, ktéra taczy si¢ kowalencyjnie
z cysteing 733 receptora EGF lezaca w kieszeni wiazacej
ATP. W celu dodatkowego zwickszenia atrakcyjnosci
diagnostycznej nieodwracalnych inhibitoréw EGFR
w pozycji 7. czasteczki anilinokwinazoliny wstawia si¢
podstawniki, na przyktad glikol polietylenowy, zmniej-
szajace lipofilno$¢ tych zwiazkéw, co w konsekwencji
zmniejsza ich klirens z krwi i ich niespecyficzne wigza-
nia tkankowe [16]. Z badan in vitro i in vivo tej grupy
zwiazkéw wynika, ze nieodwracalne inhibitory EGFR
charakteryzuja si¢ zwigckszona akumulacja w tkance
guzéw, w ktorych stwierdza si¢ nadmierna ekspresje
EGFR, i zmutowanych, stale ufosforylowanych form
EGFR w stosunku do inhibitoréw odwracalnych.
Podobnie na podstawie licznych badan wykazano, ze
sondy na bazie nieodwracalnych inhibitoréw EGFR
zawierajace izotopy o dhuzszych okresach polowicz-
nego rozpadu pozwalaja uzyskaé bardziej specyficzny
i silniejszy sygnat in vivo w tkankach guza niz zwiazki
zawierajace radioizotopy o krétkich czasach péttrwania.
W badaniach PET przeprowadzonych u malych zwierzat
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dwa z tych zwiazkow: 8F-ML04 i morfolino-'2*I-IPQA,
moga umozliwi¢ wlasciwe zobrazowanie guzow charak-
teryzujacych si¢ nadmierng ekspresja EGFR [13, 14,
16]. Dodatkowo, morfolino-'>*I-IPQA moze odréznic
zaktywowang form¢ EGFR od formy nieaktywnej [14].
Jest to o tyle wazne, ze nasilenie aktywnosci EGFR
wplywa na potencjat nowotworowy komorek. Niemniej
jednak nalezy wyraznie podkresli¢, ze obecnie za pomo-
ca znakowanych radioaktywnie nieodwracalnych inhi-
bitoréw EGFR wciaz nie mozna uzyskaé wystarczajaco
satysfakcjonujacych danych obrazowych in vivo. Sa one
ciggle obciazone matymi wartosciami wskaznika sygnatu
do szumu, co wynika z niewystarczajacego poziomu
specyficznosci wigzania si¢ sond obrazowych z EGFR
i znacznego stopnia akumulacji znacznika w tkankach
innych niz docelowe.

Znakowane przeciwciata monoklonalne skierowane
przeciwko EGFR wykorzystuje si¢ do obrazowania
zewnatrzkomorkowej czesci tego receptora. Wigk-
szo$¢ tych sond to koniugaty cetuksymabu, takie jak
DTPA-cetuksymab, DTPA-PEG-cetuksymab, cetuksy-
mab-p-SCN-benzylo-DTPA, znakowane wykrywanymi
w PET radionuklidami, takimi jak %Cu, 88y, HIn i 1]
[16]. Lokalizuja si¢ one nie tylko specyficznie w guzach
nowotworowych charakteryzujacych si¢ nadmierna
ekspresja EGFR, ale réwniez cz¢sto maja tendencje do
kumulacji w watrobie. Gromadzenie w watrobie mozna
zmniejszy¢, przeprowadzajac u zwierzat obrazowanie
w p6éznej fazie po podaniu kontrastu lub dodajac wolny
znacznik PET do sktadu sondy molekularnej. Oprécz
klasycznych przeciwciat stuzacych do wykrywania
EGFR uzywa si¢ ich niskoczasteczkowych analogéw
typu affibodies, zapewniajacych lepszy kontrast [16, 21]
czy czasteczek typu ,minibody” [22, 23]. W przypadku
niektérych z omawianych sond nalezacych do tej grupy
stwierdza si¢ obiecujaco wysokie warto$ci wspotczynnika
wychwytu guz/krew.

Metody monitorowania skutecznoSci terapii ukie-
runkowanej na zahamowanie aktywnos$ci EGFR in vivo
zaczeto stosowac pod koniec lat 90. ubiegltego stulecia,
jednak juz obecnie préba wdrozenia ich do diagnostyki
klinicznej zaowocowata wymiernymi korzySciami. Do-
prowadzila na przyktad do odkrycia duzej niespecyficz-
nej dystrybucji znakowanych inhibitoréw EGFR w or-
ganizmie, co byto odkryciem nieoczekiwanym, poniewaz
badania in vitro potwierdzaty bardzo duza specyficznos¢
i uzyteczno$c¢ terapeutyczng tej grupy farmaceutykéw.
Dzigki temu uzmystowiono sobie potrzebe poszukiwa-
nia doskonalszych analogéw inhibitoréw EGFR, co
w rezultacie doprowadzito do identyfikacji kilku nieod-
wracalnych inhibitoréw tego receptora. Nalezy zatem
oczekiwaé, ze gwaltowny rozwoj technik obrazowania
EGFR in vivo bedzie przynosit coraz liczniejsze korzysci.

Proby wykorzystania metod obrazowania do moni-
torowania skutecznosci leczenia ukierunkowanego na

zahamowanie funkcji EGFR u ludzi aktualnie pozostaja
jeszcze na etapie badan przedklinicznych. Wyniki uzy-
skane in vivo r6znig si¢ znacznie od siebie w zaleznosci
od wtasnosci chemicznych sondy molekularnej, uzytego
znacznika PET czy zastosowanego uktadu doswiadczal-
nego. Dodatkowo, pomimo intensywnego rozwoju tech-
nik znakowania EGFR w warunkach in vivo i obiecuja-
cych wynikéw wstepnych w obrazowaniu rozmieszczenia
EGFR u ludzi wciaz nie do kofica poznano specyficznosé
kontrastéw znakujacych EGFR in vivo. Metody obrazo-
wania EGFR z zastosowaniem PET sg dalej obciazone
znaczng akumulacja stosowanych sond molekularnych
w watrobie, jelicie czy nerkach [24-27]. Ponadto struktu-
ra guza, a zwlaszcza stan jego tozyska naczyniowego oraz
wystepujace w nim ogniska martwicy, moga znacznie
wplywac na niezalezng od ekspresji EGFR dystrybucje
kontrastu wewnatrz guza. Problem ten na pewno bedzie
mozna, przynajmniej czesciowo, rozwiazaé w przysztosci,
naktadajac obraz PET na zbierane réwnocze$nie dane
anatomiczne podczas obrazowania dualnego PET/CT
czy obecnie zaczynajacego si¢ rozwija¢ obrazowania
PET/MRI, badz tez stymulujac rozwoj ukierunkowanych
na zahamowanie funkcji EGFR technik molekularnego
obrazowania rezonansu magnetycznego [28].
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