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Souhrn

Receptor pro epidermalni ristovy faktor (EGFR) hraje dtlezitou roli v regulaci bunééného cyklu, bunééné proliferace, diferenciace a
bunééného prezivani epidermalnich tkani. Aberantné zvysena exprese EGFR pak miZe zahajit nekontrolovanou bunéénou prolifera-
ci, jejiz vysledkem je vznik epitelialnich prekanceréz az karcinomi. Radou autort byla prokazana korelace mezi zvysenou nadorovou
expresi EGFR a snizenou citlivosti nadort k ionizujicimu zafeni. Inhibice EGFR za G¢elem zvySeni radiosenzitivity se zda byt slibnou
strategii, ktera mize mit velky potencial v 1é¢bé fady epitelialnich nadort. Logické odtivodnéni inhibice EGFR v kombinaci s ionizu-
jicim zafenim vychazi z vysledki radiobiologickych studii, které EGFR pfipisuji kritickou ulohu v cytoprotektivni a pro-proliferativni
odpovédi lidskych nadorovych bunék, ktera je indukovana iradiaci. Vysledkem této odpovédi je akcelerace nadorové repopulace,
ktera nasledné pisobi kontraproduktivné k 1¢é¢bé zafenim. Predlozeny piehledovy ¢lanek se zabyva nejen obecnou rovinou EGFR a
jeho funkci ve zdravé a nadorové tkani, ale také jeho vztahem k ionizujicimu Zafeni; moznostmi Iécebného ovlivnéni funkce EGFR
v kombinaci s radioterapii a jejich rozvijejicimu se klinickému uplatnéni.
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Summary

Epidermal growth factor receptor (EGFR) plays an important role in cell-cycle regulation, proliferation, differentiation, and surviv-
ing of epithelial tissues. Aberrant overexpression of EGFR can initiate uncontrolled cell proliferation with subsequent formation
of epithelial carcinomas. Correlation between EGFR overexpression and increased resistance of tumor tissues to ionizing radiation
has been described by many authors. Strategy of tumor radiosensitization by EGFR inhibition seems to have a great potential in the
treatment of epithelial cancers. Rationale for EGFR inhibition in combination with ionizing radiaton arises from published results of
many radiobiological studies, which describe the role of EGFR in cytoprotective and pro-proliferative reactions of human tumor cells,
induced by irradiation. These reactions result in accelerated tumor repopulation, which is subsequently counter-productive to the ef-
fect of radiotherapy. Presented article is an overview of EGFR and its function in healthy and tumor tissues; likewise, it describes the
relation of EGFR to ionizing radiation; therapeutic approaches to EGFR function modulation in combination with radiotherapy in
preclinical and clinical use.

Keywords: epidermal growth factor receptor, radiotherapy.

Uvod

Rustové faktory maji nezastupitelnou roli v regulaci
bunééného cyklu a v udrzovani tkanové homeostazy.
Naruseni exprese a aktivity receptort pro ristové fakto-
ry muze vést k alteraci proliferacni rovnovahy s nasled-
nou iniciaci nadorového ristu. V poslednich letech se
zjistuje, ze naruSeni exprese téchto receptori muze
ovlivnit i citlivost nadorové tkané k cytotoxické 16Ebe,
zvlasteé pak k ionizujicimu zafeni [1,2]. Dominantni
zéajem v této oblasti vzbuzuje receptor pro epidermalni
rustovy faktor, jehoz nemala tloha v mediaci nadorové
radiorezistence piedurcuje velkou snahu o inhibici jeho
funkce za tcelem zvysSeni radiokurability naddorovych
onemocnéni.
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Receptor pro epidermalni ristovy faktor (EGFR)

Receptor pro epidermalni ristovy faktor (EGFR, HERI1,
erbB-1) je 170-kD vazici a 1186-aminokyselin dlouhy
transmembranovy glykoprotein. Jeho produkce je kodo-
vana genem EGFR1 na chromozomu 7. EGFR je jednim
ze Ctyf zndmych ¢lent rodiny erbB tyrozinkinazovych
receptort, do které fadime také HER2 (erbB-2), HER3
(erbB-3) a HER4 (erbB-4). Tyto receptory se skladaji
z extracelularni domény slouzici pro vazbu ligandu,
transmembranové lipofilni domény a intracelularni cy-
toplazmatické domény, kterda vykazuje tyrozinkinazo-
vou aktivitu [3,4]. Pfirozenymi aktivacnimi ligandy pro
EGFR je zejména epidermalni rustovy faktor (EGF) a
transformujici rastovy faktor alfa (TGFa), ale také am-
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phiregulin, epiregulin, betacellulin, heparin-binding EGF
(HB-EGF) a neuregulin G2-beta [5-8].

Po vazbé ligandu na receptor dojde k homodimerizaci
dvou extracelularnich EGFR domén, nebo k heterodi-
merizaci domény EGFR s jinym z ¢lenti erbB rodiny. Poté
dochazi k internalizaci vzniklych dimerd a nasledna au-
tofosforylace intracelularni C-terminalni tyrozinkinazové
domény vede k aktivaci cytoplasmatickych transdukénich
proteinovych kaskad, jejichZz prostfednictvim se infor-
mace prenese az k bunéénému jadru [9-13]. Nejdulezitéjsi
signalni cestou je Ras/Raf/MAPK, jejiz aktivace vede
k zvySeni proliferacni aktivity a akceleraci bunécné re-
populace; dale pak signdlni cesta PI3K/Akt, jejiz akti-
vace ma zejména cytoprotektivni antiapoptoticky ucinek.
Dalsi dulezitou signalni cestou je JAK/STAT, jejiz akti-
vace zpusobuje zvySenou expresi genll v ramci bunécné
proliferace, a dale pak cesta PLCy/PKC, ktera zodpovida
za zvyseni intracelularniho metabolismu vapniku. EGFR
muze byt také translokovan do jadra, kde ptsobi jako
transkrip¢ni faktor, korelujici s vysokou prolifera¢ni ak-
tivitou [14-16].

Funkce EGFR

EGFR hraje dtlezitou roli v regulaci bunécného cyklu,
bunééné proliferace, diferenciace a bunééného prezivani
epidermalnichtkani. Aktivacereceptoruajemupfiléhajicich
nitrobunéénych systémi vede k nastartovani proliferace
tkani epidermalniho pivodu. EGFR je klicovym faktorem
zachovani normalni funkce a reparace zdravych epider-
malnich tkani, ve kterych je jeho exprese pfisné regulo-
vana. Aberantné zvySend exprese EGFR pak miize zahajit
nekontrolovanou bunécnou proliferaci, jejiz vysledkem je
vznik epitelidlnich prekancer6z az karcinomu.

Kromé podpory bunééné proliferace je EGFR zapojen
do tady dalSich bunéénych procesi. Exprese EGFR
napiiklad zvySuje motilitu nadorovych bunek [17]
a podminuje vznik velkych a rychle metastazujicich
nadortd [18]. ZvySend invazivita a metastaticky potencial
nadorovych bungk koreluje s pfitomnosti EGFR v exper-
imentalnich [19,20] i klinickych [21] studiich. Nekolik
studii prokazalo, ze vazba EGF na receptor nadorovych
bun¢k vede k zablokovani apoptozy po vystaveni bunék
smrticim faktorim [22-27]. Tento proces je zejména
dualezity v situacich, kdy je overexprese EGFR provaze-
na zvySenou produkei jeho liganda [28,29], vysledkem
¢ehoz je nastartovani antiapoptotickych mechanizmu
k zachovani nadorové viability.

Nadorova exprese EGFR

Existuje nékolik mechanismt, jak dochazi ke zvySeni
aktivity EGFR u nadorovych bunék. Hlavnim je over-
exprese receptoru, ktera zvysSuje hustotu extracelular-
nich domén a usnadnuje tak jejich dimerizaci po aktivaci
ligandem. Dal$im mechanismem je nadmeérnd aktivace re-
ceptoru prirozenym ligandem pii jeho zvySené produkci,
genova amplifikace EGFR1 (prava ¢i spojena s nadmér-
nou prezentaci genu piipolyzomiichromozomu 7), pfitom-
nost aktiva¢ni mutace EGFR s neregulovanou signalizaci
receptoru, nebo ztrata negativnich intracelularnich regu-
la¢nich mechanismti.

Overexprese EGFR je povazovana za stézejni mecha-
nismus vzniku nékterych epitelidlnich nadort a byla jiz
popsana u karcinomu plic, prsu, zaludku, jicnu, prostaty,
hlavy a krku, kolorekta, vajecniku, délohy, délozniho
¢ipku, mocového méchyte a multiformniho glioblasto-
mu [30-40]. Navzdory tomu, Zze mizeme expresi EGFR
zachytit téméf u vSech typt solidnich nadorti, nelze pro-
zatim pfesné urcit jeho prognostickou hodnotu pro dany
histologicky typ onemocnéni.

Vysledkem aktivace EGFR na povrchu nadorovych bunék
je progrese bunééného cyklu, urychleni bunééné pro-
liferace, nadorového ristu, diferenciace a angiogeneze,
prodlouzeni bunééného prezivani inhibici apoptdzy
asnizenisenzitivitynadorovychbunék k cytotoxickéléche.
Zvysené expresi EGFR se pripisuje korelace s vys$Sim
stadiem onemocnéni, zvySenou agresivitou onemocnéni,
zhorSenym prezivanim, rozvojem vzdalenych metastaz,
hor$im stupném nadorové diferenciace a snizenou citli-
vosti k cytostatické 1écbé a radioterapii [41-46]. Piesny
mechanizmus tohoto fenoménu vSak doposud neni pfesné
definovan, navic existuji dalsi studie, ve kterych prognos-
ticky vliv overexprese EGFR prokazan nebyl [47-53].

EGFR a radioterapie

Co se ty€e vlivu EGFR na citlivost onemocnéni k ra-
dioterapii, nepanuje zde jednotny konsensus. Vysledky
nékterych studii ptipisuji EGFR ulohu pfi stanoveni prog-
n6zy onemocnéni po prodélané radioterapii [45,46,54,55],
jiné zase prediktivni roli 1é¢ebné odpovédi k radioterapii
[56-58], dalsi studie pak zkoumaji moznosti funkéni mod-
ulace aktivity EGFR ve snaze o zvySeni t¢innosti radiot-
erapie [59,60]. Signifikantni korelace mezi expresi EGFR,
krat$i dobou do rekurence onemocnéni a zkracenim celk-
ového preziti jiz byla zjisténa u karcinomu vajeéniku,
laryngu, prsu, nemalobunééného karcinomu plic a u mul-
tiformniho glioblastomu [41,61-64]. Nezadouci dopad
zvysené exprese EGFR na lokalni kontrolu onemocnéni
po frakcionované radioterapii je pak nejlépe dolozen
u nadoru, u kterych je radikalni radioterapie uzivana jako
jedina 1é¢ebna modalita, tj. u karcinomi délozniho hrdla,
hlavy a krku a u glioblastoma [41,46,55,65-69]. Ptesto
ze se korelace mezi expresi EGFR a $patnou klinickou
prognoézou zda byt presveédciva, kauzalita a efekt tohoto
vztahu zistava nadale otdzkou. Je pravdépodobné, Ze
pouha aritmeticka kvantifikace EGFR neni tolik dilezita,
jako specificka zavislost bunééné linie ¢i nadorové tkané
na EGFR zprostfedkované ristové aktivite.

EGFR a radiorezistence

Jistou aritmetickou zavislost radiorezistence na expresi
EGFR naznacily vysledky in vitro studie, jejiz autofi
nejprve provedli genovou transfekci EGFR do nado-
rovych bunécnych linii karcinomu vajec¢niku (OCA-I),
které se jinak vyznacuji velmi nizkou expresi EGFR,
a nasledné pak metodou klonogenniho piezivani méfili
citlivost takto vzniklych bunécnych linii k ionizujicimu
zafeni. Vysledky jejich méfeni prokazaly 1.6x zvySeni
radiorezistence u linii s vysokou expresi EGFR, 1.37x
zvySeni radiorezistence u linii se stfedné¢ vysokou ex-
presi EGFR a konec¢né 1.28x zvyseni readiorezistence
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u linii s nizkou expresi EGFR [70]. Tato studie navic
diky svému unikatnimu provedeni prokazala, Ze i uméle
navozena exprese EGFR zvySuje rezistenci nadorovych
bunek k radioterapii. Stejni autofi poté vystavili trans-
fekované linie OCA-I pusobeni monoklonalni protilatky
proti EGFR (IMC-C225), coz mélo za néasledek snizeni
exprese tohoto receptoru, snizeni fosforylace jeho cy-
toplazmatickych signalnich cest (jako je Akt a MAPK)
a zablokovani dfive navozené rediorezistence. Tento ex-
periment tak pfedklada pifimé ditkazy o radiorezistenci
podminéné expresi EGFR a prokazuje moznost jeji in-
hibice prosttednictvim blokace receptorové aktivity.

EGFR a nadorova repopulace

Publikované radiobiologické studie shodné pfripisuji
EGFR kritickou ulohu ve zprostiedkovani cytroprotek-
tivnich a pro-proliferativnich reakci nadorovych bunék
po expozici ionizujicimu zafeni. Pfesny mechanismus jak
EGFR zprosttedkovavarezistenci k radia¢ni terapii je stale
zkouman. Jak in vitro, tak in vivo studie shodné popisuji
schopnost ionizujiciho zafeni imitovat roli aktiva¢niho
ligandu EGFR. Bylo zjisténo, ze klinicky vyznamné
davky radioterapie v rozmezi 1 — 5 Gy dokazi v pribéhu
n¢kolika minut a bez rozdilu aktivovat vSechny ErbB
receptory exprimované nadorovou bunécnou populaci.
Aktivace EGFR je zde popisovana nckolikanasobnym
nartstem fosforylace tyrozinu, ktera neni odliSitelna od
aktivace pfisluSnym rastovym faktorem [71-74]. Navic
opakovand expozice nadorové tkané radiaéni davce
2 Gy vede ke zvySeni bunééné exprese EGFR, ktera
ma za nasledek davkové zavislé zvyseni proliferacni
odpovédi nadoru jak po jednorazové, tak po opakované
iradiaci [76,77].

Na zakladé€ téchto naleza lze ucinit zaveér, Ze se radiaci
indukovana exprese EGFR z velké ¢asti vztahuje praveé
k akcelerované nadorové repopulaci [9,10,78,79].
Zvyseni nadorové proliferace v pribéhu radioterapie vede
k zvySené obnové nadorovych klonogennich populaci
[78,80,81], ¢imz pisobi kontraproduktivné vii¢i samotné
1é¢be zatenim [10]. Tvrzeni, Ze aktivita EGFR vyznamné
prispiva k nadorové repopulaci se opira také o in vivo
studie, ve kterych byla prokazana zavislost akcelerované
repopulace nadorovych tkani na hladiné exprese EGFR
[68,69,82,83]. Aktivace transduk¢nich kaskad zavislych
na EGFR v pribéhu bunécné iradiace vede k aktivaci
biosyntetickych pochodi, které v piipadé spésné repar-
ace radiaci indukovaného poSkozeni zapfi¢ini nadorovou
proliferaci [9,76,84].

EGFR a reparace radiacniho poskozeni DNA

Zvysena biosynteticka aktivita rychle proliferujicich
bunék mtze soucasné zvysovat kapacitu procesu reparace
DNA. Vliv EGFR na zvySeni reparace radiaci poSkozené
DNA potvrzuje pozorovani, ze béhem inhibice EGFR
dochazi taktéz ke snizeni reparace DNA. Na bunécné
linii SCC-13Y, ktera byla inkubovana s IMC-C225 po
dobu 8 hodin a vice v intervalu mezi dvémi frakcemi
ozafeni o davce 3 Gy, byla nalezena redukovana reparace
subletalniho poskozeni DNA oproti kontrolni linii bez
inhibitorit EGFR, coz platilo i pro reparaci potencialné
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letalniho poskozeni DNA po iradiaci nadorovych linii
jednotlivou davkou radioterapie [85]. Kritickou roli
EGFR v procesu reparace DNA potvruje nalez, ze na
kazdé trovni cytoprotektivni signalizace zavisi aktivace
transducnich kaskad prave na aktivaci EGFR [84]. Role
EGFR v inciaci cytoprotektivni odpovédi lidskych nado-
rovych bunék po expozici ionizujicimu zareni naznacuje,
ze funkeni inhibice EGFR v prubéhu radioterapie muze
této reakci pfedchazet, s vyslednym zvySenim nadorové
radiosenzitivity.

EGFR a angiogeneze

Nektera publikovana data podporuji hypotézu, Ze exprese
EGFR souvisi také s nadorovou angiogenezi. Ditkazli pro
toto tvrzeni vSak neni doposud mnoho. Experimentalné
byla naptiklad prokdzana inhibice angiogeneze po
inkubaci nadorové tkané s monoklonalni protilatkou
IMC-C225, ktera blokuje funkci EGFR [85]. V této studii
byla po aplikaci inhibitoru EGFR zaznamenana redukce
imunohistochemického zachytu vaskularniho endotelial-
niho rastového faktoru (VEGF), ktery je za nadorovou
angiogenezi zodpovédny. Formace novych cév byla v této
studii redukovana zejména po soucasné aplikaci inhibito-
ru EGFR a ionizujiciho zafeni, zatimco po aplikaci obou
lécebnych modalit samostatné byla signifikantné nizsi.
Dalsi studie po podani cetuximabu zaznamenala u epi-
dermoidnich karcinomil nejen inhibici produkce VEGF
aredukci tvorby cévnich struktur [86], ale také snizeni ex-
prese interleukinu 8 (IL-8) a ristového faktoru fibroblastt
(FGF), za soucasné involuce jiz existujicich cév [87].
Taktéz inkubace lidskych endotelialnich buné¢k s inhibi-
torem tyrozinkindzy EGFR (ZD-1839) vedla in vitro
k zastaveni formovani cévnich tubult a ke ztrat¢ spojeni
mezi jednotlivymi buitkami [88]. Podobné byla prokaza-
na redukce vaskularizace in vivo poté, co byla mysim
s lidskymi nadorovymi xenografty aplikovana molekula
ZD-1839 [88]. Antiangiogenni vlastnost inhibitortt EGFR
a tedy i jejich schopnost navodit nadorovou hypoxii vsak
muze mit na vysledek radioterapie jak pozitivni tak
i negativni dopad [89].

EGFR a frakcionace radioterapie

Klinicka data naznacuji, Ze vysoké hodnoty exprese
EGFR mohou byt asociovany s vyssim vyskytem lokal-
nich recidiv naddort po frakcionované radioterapii. Zej-
ména zminéna frakcionace pak mtze v této problematice
sehrat vyznamnou roli. V Ericksenové¢ studii, v ramci
projektu DAHANCA 6 a 7, byla zkoumana prediktivni
role exprese EGFR na léc¢ebné vysledky radioterapie
karcinomti hlavy a krku v zavislosti na odli$né frakcio-
naci [56]. Vysledky prokazaly, ze karcinomy s vysokou
expresi EGFR odpovidaji signifikantné 1épe na akcelero-
vanou radioterapii nez na standardni frakcionaci, zatimco
u nadoru s nizkou expresi rozdil v u€innosti signifikantni
neni. Tento poznatek naznacuje, Ze overexprese EGFR
je s nejvetsi pravdépodobnosti spojena s rychlejsi klono-
genni repopulaci nadoru, coz nakonec potvrzuji vysled-
ky dalsi studie [69]. Vysokd exprese EGFR v nadorové
tkani by tak mohla indikovat rapidni repopulaci nadoro-
vych bunék a selektovat tak pacienty, kteti by méli vétsi
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pfinos z akcelerované frakcionace. Jinymi slovy lze fici,
ze zvySena exprese EGFR snizuje t¢innost radioterapie
tim vice, ¢im delsi je celkova doba 1é¢by. Vliv exprese
EGFR na klonogenni repopulaci nadoru béhem frakcion-
ované radioterapie jiz byl prokazan také experimentalné
in vitro a in vivo na mysSich xenograftech lidského
dlazdicobuné¢ného karcinomu [90].

Bohuzel zvysena hladina exprese proteinu EGFR nemu-
si jisté znamenat skuteénou zvysenou aktivitu receptoru
v klonogenni repopulaci nadoru. Navic vySe zminéna
evidence jasné prokazuje, ze exprese EGFR v nado-
rové tkani v prubchu frakcionované radioterapie stoupa.
Vychozi hodnota receptorové exprese tak ziejm¢ neni
dostacujicim parametrem pro volbu alternativni frakcio-
nace radioterapie. RozumnéjS$im postupem nez akcelero-
vat radioterapii by zifejmé bylo nalézt vhodny postup in-
hibice funkce EGFR v prubéhu 1écby.

Moznosti inhibice EGFR

Prvnim autorem, ktery popsal inhibici bunécné prolifer-
ace in vitro po aplikaci monoklonalnich protilatek proti
EGFR, byl Schreiber et al. v roce 1981 [91]. Na jeho stu-
dii navazala tada dalSich autori s obdobnymi vysledky
[92-96]. Tyto in vitro experimenty se shoduji s nalezy
zpomaleného rdstu nadorti po aplikaci inhibitort EGFR
in vivo [88,97-103]. V jedné studii byla po aplikaci mo-
noklonalni protilatky proti EGFR dokonce zaznamenana
uplna eradikace nadorovych bunék bez pouziti dalsi cy-
totoxické terapie [104]. Z dosavadnich znalosti o vlast-
nostech EGFR tak logicky vypliva, ze se stal nadéjnym
tercem vyzkumu cilené biologické terapie. Inhibice
funkce EGFR by mohla poskytnout vyznamny klinicky
pfinos pro pacienty s ruznymi typy nadori exprimu-
jicich EGFR [34]. V prabéhu komplexniho procesu sig-
nalizace, od navazani ligandu na receptor az po aktivaci
transdukénich cest a alteraci genové exprese v jadie, ex-
istuje mnoho prilezitosti k cilené terapeutické intervenci
(Tabulka €. 1).

Jednu strategii predstavuji monoklonalni protilatky
namifené proti extracelularni receptorové doméné
EGFR. Dvé takové protilatky (M225 a M528) prokaza-
ly schopnost soutézit s EGF pii vazb¢ na receptor, inhi-
bovat fosforylaci zavislou na intracelularni tyrozinkinaze
asoucasné snizovat pocet EGFR navozenim jejich zvySené
internalizace. Vznikly komplex protilatka-receptor je po
internalizaci degradovan. Dochazi tak k inhibici signal-
nich cest EGFR, coz prispiva k trvalé blokadé jeho funkce
[105]. Nad¢éjnym inhibitorem se stala zejména molekula
M225 [106], ktera byla posléze chimerizovana do kon-
stantniho regionu lidského IgG1, za vzniku chimérické
monoklonalni protilatky IMC-C225, znamé jako ,,cetux-
imab“ (Erbitux®, ImClone Systems Incorporated, New
York, USA). ,,Polidsténa“ IMC-C225 ma vyssi vazebnou
kapacitu na extracelularni doménu EGFR nez M225 (4.
asi 5x vyssi afinitu k EGFR nez jeho pfirozené ligandy)
a ma také delsi biologicky polocas v séru [107,108].
V unoru 2004 byl cetuximab ve své prvni klinické indika-
ci schvalen FDA k 1é¢b¢ kolorektalnich karcinomt rezis-
tentnich k 1écbé irinotekanem. Do stejné skupiny humani-
zovanych monoklonalnich inhibitort EGFR patfi ,,pani-

tumumab” (Vectibix®?, ABX-EGF, Amgen Inc., Thousand
Oaks, Kalifornie, USA); ,,matuzumab“ (EMD72000,
Merck, Whitehouse Station, New Jersey, USA); a “nimo-
tuzumab” (TheraCIM, YM Biosciences Inc., Mississauga,
Ontaro, Kanada), u kterého byla prokazana bezpecnost
pouziti v monoterapii u pacientd s pokroc¢ilymi karcinomy
hlavy a krku v kombinaci s radioterapii [109,110].
Druhou moznost inhibice aktivity EGFR pfedstavuje
podani syntetickych inhibitori cytoplazmatické tyro-
zinkinazy (tyrosine kinase inhibitors, TKI). Jedna se
o inhibitory o malé molekule, které soutézi s moleku-
lou ATP (adenosin trifosfat) pfi vazbé na kinazovou
pouzivanymi k zacileni EGFR a v soucasnosti rychle
nardsta jejich pocet v ruzné fazi klinického i preklin-
ického vyvoje (tabulka ¢.1). Klinické vyuziti jiz nalezly
perorani reverzibilni TKI ,,gefitinib* (Iressa®, ZD1839,
Astra Zeneca, Macclesfield, Velka Britanie), ktery byl
FDA schvilen pro monoterapii chemorezistentnich
nemalobunéénych karcinoma plic [112]; a ,erlotinib®
(Tarceva®, OSI-774, OSI Pharmaceuticals, Melville, New
York, USA) s vysokou specificitou k EGFR [113], ktery
nasel uplatnéni v 1é¢bé nemalobunééného karcinomu plic
(NSCLC) a adenokarcinomu pankreatu.

Tteti moznosti inhibice EGFR je genova terapie vek-
torem nesoucim dominanté negativni mutantu tohoto re-
ceptoru. Tato metoda, popsana v experimentech a zkou-
mana v klinickych studiich, uziva adenovirového vektoru
s mutaci oznacenou jako EGFR-CD553. Tato mutanta
postrada kompletni cytoplazmatickou doménu o 553
aminokyselinach a neptevadi tudiz zddnou transformacni
nebo proliferacni aktivitu [114,115]. Vzniklé¢ dominantné
negativni EGFR uplatfiuji svou aktivitu také na pro-
teinové urovni, formovanim nefunkénich receptoro-
vych komplexti s ostatnimi receptory z rodiny ErbB
[71,74,114].

Jako doposud posledni popsanou moznosti inhib-
ice EGFR je nadorova vakcina, zkoumana zejména
u NSCLC. Zptsob vakcinace spociva ve vyuziti ligandu
EGF napojeného na nosny protein tak, aby se zabranilo
navazani ligandu na receptor diky indukci protilatek s ak-
tivitou proti EGF. Kubansky vyzkumny tym 1é¢il ptes 100
pacientl s pokrocilym NSCLC, z nichz si vice nez 60%
vytvofilo protilatky proti EGF. Pacienti s vysokym titrem
protilatek vykazovali lepsi pfeziti nez jedinci s nizkym
titrem. Na vysledky randomizované studie faze II se jeste
¢eka [116,117].

Inhibice EGFR v radioterapii

Od cilené¢ inhibice EGFR probihajici soucasn¢ s ra-
dioterapii lze tedy o¢ekavat synergicky uc¢inek [9,118].
Radioterapie navic predstavuje klicovou 1é¢bu u mno-
ha epitelidlnich nadorti. Modulace funkce EGFR jako
strategie ovlivnéni lécebného efektu radioterapie tak
v soucCasnosti nabyva na dutlezitosti [119]. Vyznam
kombinace cilené biologické 1écby a radioterapie navic
podporuje nezvratny fakt, Ze samotna biologicka 1é¢ba
u solidnich nadord obvykle nedokéaze pfinést defini-
tivni kurativni efekt. Naopak samotnd radioterapie sice
predstavuje vysoce uc¢innou metodu k dosazeni eradikace
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klonogennich nadorovych populaci, av§ak je znamo, ze
rekurence nadoru Casto vznikd jen z jedné ¢i nékolika
malo pfezivSich klonogennich bun¢k [120,121]. Pokud
by novodoba biologicka 1écba dokézala zniit byt jen
omezeny pocet klonogenti, mohla by byt jeji kombi-
nace s radioterapii dostacujici k signifikantnimu zvysSeni
lokalni kontroly onemocnéni. Ke stejnému vysledku by
mohl vést i samotny senzitizacni efekt biologické 1écby
k radioterapii.

Monoklonalni protilatky

Jako prvni byla v pribéhu radioterapie zkoumana inhibice
EGFR na receptorové urovni. Autofi studie, ktera zkouma-
la lokalni iradiaci lidskych nadorovych xenografti (A431)
implantovanych do mysi za soucasné aplikace IMC-C225,
popsali 1.6x nasobné zvyseni radiosenzitivity po aplikaci
jedné davky IMC-C225 a 3.6x nasobné zvyseni radiosenzi-
tivity po aplikaci tif davek této protilatky s ¢asovym odstu-
pem [122]. Aplikace IMC-C225 zahy po iradiaci zlepsila
lokalni kontrolu nadoru také v dalsi studii u nadorové linii
A431 [123] a dale také ve studii u nadorové linie FaDu
[124]. Zatimco linie A431 vykazuje vysokou overexpresi
EGFR [125] a zna¢nou zavislost postradiacniho antipro-
liferativniho u¢inku na poctu aplikaci IMC-C225 [123],
u FaDu linie je tento efekt vyjadien v mnohem mensi
mife [124]. Dalsi autofi soucasné publikovali preklinické
studie, potvrzujici signifikantni zvySeni klinického uc¢inku
kombinace radioterapie a IMC-C225 u Sirokého spektra
epitelidlnich lidskych nadorovych xenografti [85,94-
96,126-128]. Zajimavé je zjisténi, Ze interakce mezi
IMC-C225 a iradiaci je vyznamnéj$i v in vivo studiich,
nez bylo predpokladano z vysledkl in vitro testl. In vivo
tak nejspiSe sehravaji roli i jiné faktory nez pouhd in-
hibice proliferacniho rastu [118,124]. Mezi tyto faktory
nejspiSe patii IMC-C225 indukovana inhibice reparace
poskozeni DNA, zvySeni radiosenzitivity vyplyvajici ze
specifického narusSeni distribuce fazi bunééného cyklu,
posileni radiaci indukované apoptdzy, inhibice angio-
geneze, nebo snizeni migracni a invazivni kapacity nadoru
[129]. Béhem vyzkumu se ukéazalo, ze EGFR ovliviiuje
molekulu DNA-dependentni proteinkinazy (DNA-PK)
[130], a ze 1écba IMC-C225 mize zapricinit redistribuci
DNA-PK z jadra do cytosolu, coz ma za nasledek snizeni
reparace poskozené DNA [85]. Navic aplikace IMC-C225
signifikantné snizuje tvorbu novych cév v misté inokulace
nadorovych bunék linie A431, coz svédci o jejim piimém
inhibi¢énim vlivu na nadorovou angiogenezi, nejspiSe na
podklad¢ inhibice mRNA a proteosyntézy angiogennich
faktorti [87,122]. Mechanismus jakym IMC-C225 funguje
na molekularni tirovni neni doposud zcela znam.

Inhibitory tyrozinkindazy

V kombinaci s radioterapii byly zkoumany také nizko-
molekularni inhibitory cytoplasmatické tyrosinkinazy
EGFR, nejvice pak molekuly ZD-1839, OSI-774 a CI-
1033. Stejné jako u IMC-C225 existuji preklinicka data
o zvySeni readiosenzitivity v in vitro a in vivo studiich
také pro ZD-1839 a CI-1033 [88,131-134]. ZD-1839 je
peroralné dostupny inhibitor EGFR, jehoz schopnost
zvysit cytotoxicitu ionizujiciho zafeni jiz byla prokazana
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u Sirokého spektra nadort, véetné karcinomu plic, pank-
reatu, tracniku, glioblastomu a karcinomu hlavy a krku
[133,135-137]. U mysich xenograftii lidského karcinomu
traéniku pfinesla kombinace ZD-1839 a radioterapie 1.6x
vys$§ituéinnost 1é¢by nez u radioterapie samotné [133,138].
Kombinace ZD-1839 a radioterapie navic prokazala syn-
ergisticky ucinek na inhibici bunééného rastu u lidskych
dlazdicobunéénych karcinomt [88]. CI-1033 inhibuje
tyrozinkindzovou aktivitu vSech ¢tyt ¢lent rodiny ErbB
receptort. Preklinické studie u ErbB overexprimujicich
karcinomu prsu prokazaly supraaditivni efekt kombinace
CI-1033 s frakcionovanou radioterapii [132].

Genovd terapie

Tietim zkouSenym postupem inhibice aktivity EGFR je
modifikace genomu nadorovych bunék za pouziti vektoru
dominantné negativniho EGFR, ktery je zprostfedkovan
adenovirovym genovym transferem. Overexprese ge-
neticky upravené molekuly EGFR-CD533 narusuje funkci
celého systému ErbB tyrozikinaz skrze proteinové inter-
akce, ¢imz je schopna funk¢ni inhibice radiaci aktivované
ErbB signalizace [71,74,76]. Tento mechanismus genové
terapie prokazatelné zvySuje radiosenzitivitu u rdznych
typt lidskych nadort, nezavisle na zna¢né odlisnosti ex-
prese EGFR a jinych ErbB receptort [74]. Navic bylo in
vitro prokazano, ze uziti EGFR-CD533 blokuje radiaci
indukovanou signalizaci a snizuje prezivani klonogen-
nich nddorovych bunc¢k u xenografti lidského karci-
nomu prsu (MDA-MB-231). Transdukce nadort cestou
EGFR-CDS533 pfinasi 1.85x zvySenou radiosenzitivitu
ve srovnani s kontrolnimi nadory. Zajimavé je, Ze toto
zvySeni cytotoxicity ionizujiciho zafeni vykazuji zejmé-
na nadory s nizkou pocatecni expresi EGFR. Navzdory
prokazatelnému piinosu EGFR-CD533 narazi tato 1écba
na uskali techniky genové terapie, zejména na nizkou
uspésnost infekce vektorovym prenasecem.

Rozporuplnost vysledkii jednotlivych studii

Prezivani klonogennich nadorovych bunék po inkubaci
s riznymi inhibitory EGFR vSak ne vzdy vykazuje jed-
notné vysledky. Radiosenzitizaéni efekt inhibitoru ZD-
1839 byl prokazan u nadorovych linii HSC2 a HSC3
[98] a dale u linii SCC-1 a SCC-6 [88]. Radiosenzitizaéni
efekt protilatky C225 byl prokazan také u linie SCC-
13Y [95]. Oproti tomu byla popsana minimalni zména
radiosenzitivity u linie FaDu pfi inkubaci s inhibitorem
tyrozinkinazy BIBX1382BS [97], nebo u linie A431 po
inkubaci s IMC-C225 [94] a ZD-1839 [139]. Cast téchto
diskrepanci mize byt zplsobena odliSnymi experimen-
talnimi podminkami, napiiklad rozdilnou koncentraci
inhibitort béhem inkubace, rozdilnou inkubaéni dobou,
nebo odlisSnym ¢asem ukonceni celého experimentu, ve
kterém byla antiprolifera¢ni aktivita zkoumanych latek
vyhodnocena. Navic existuje jistd heterogenita Ucinku
inhibitorit EGFR mezi jednotlivymi typy nadord [60].
Dalsim vyznamnym faktorem, ktery ovliviiuje rozdi-
Iny tcinek inhibitord EGFR na rizné nadorové linie, je
pritomnost specifickych mutaci EGFR [140,141]. Rozdi-
Iné nalezy jednotlivych experimentii tedy nejsou v kon-
textu radioterapie rozhodujicim elementem. Navic ne
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vSechny studie pouzivaji stejné metody pro hodnoceni
radiosenzitivity nadorovych bunck.

Metody stanoveni radiosenzitivity nadorovych bunék
Cilem kurativni radioterapie je pfedev§im inaktivace a zni-
¢eni vSech klonogennich nadorovych bunék. Nejlepsi met-
odou preklinickych experimentli v radioterapii je proto
stanoveni frekvence lokalni kontroly nadoru (napf. TCD, ),
ktera méfi prezivani klonogennich nadorovych bunék in vivo.
Metody sledujici zmenSeni ¢i rist nadoru, které jsou také
vpreklinickych experimentech castouzivany, jsou dostacujici
pro odhad pfinosu novych postupti v paliativni radioter-
apii, nicméné vzhledem k poznatku ze klonogenni bunky
v samotném nadoru tvoii jen velmi malou frakci ve srovnani
s bunkami neklonogennimi, jsou tyto metody v rozvoji ku-
rativni radioterapie nevyznamné [59,142]. Metody sledujici
oddaleni nadorového ristu mohou pfinést stejné vyznamné
vysledky jako metody méfici TCD, , ale stejn€ jako u TCD,
musi mit tyto studie pfesné definované podminky, rozsahlou
kohortu experiment(, musi sledovat rizné hladiny méfenych
davek zareni a musi pocitat s korekci rozdilti nadorového
rustu v riznych pokusnych skupinach [143].

Klinicky pfinos inhibice EGFR v radioterapii
Doposud prezentované preklinické poznatky prokazuji
racionalitu inhibice EGFR v radioterapii, avSak pouze
klinickd data mohou prokazat jeji nezvratny lécebny
prospéch.

Prvni klinické studie sledujici interakci modulatort
EGFR s radioterapii se zacaly objevovat teprve v pos-
lednich letech. U mnoha molekul, véetné IMC-C225
aZD-1839, jiz byla prokazana dobra tolerance pii kombi-

naci s radioterapii nebo chemoradioterapii [144] a slibné
vysledky této 1écby jiz byly publikovana pro karcinomy
hlavy a krku a pro NSCLC [145,146].

Prozatim nejvyznamnéjsi a nejslibnéjsi vysledky ptinesla
mezinarodni randomizovana studie srovnavajici samo-
statnou radioterapii a radioterapii v kombinaci s tydenni
aplikaci cetuximabu v radikalni 1é¢bé lokaln¢€ pokrocilych
dlazdicobunéénych karcinomt hlavy a krku [147]. Do
obou ramen bylo zafazeno vice nez 200 pacientii a u obou
skupin byla hodnocena celkové dobra tolerance 1écby.
U nemocnych s kombinovanou lé¢bou bylo prokazano jak
signifikantni prodlouzeni trvani lokoregionalni kontroly
onemocnéni, tak i signifikantni prodlouzeni celkového
preziti. Pfidanim cetuximabu bylo dosaZeno sniZeni rizika
progrese onemocnéni a smrti az o 30%. Az na akneiform-
ni kozni vyrazku, ktera je pii 1é€b¢ cetuximabem Castéjsi,
nebyl mezi skupinami nalezen zadny signifikantni rozdil
v akutni toxicité. Tato studie predstavuje urcity milnik
v 1é¢ebné kombinaci radioterapie a biologické 1écby.

Ve strategické 1écbé inhibitory EGFR zGstava pres veskery
vyvoj fada nezodpoveézenych otazek. Nevi se naptiklad,
zda tato 1é¢ba ptisobi pouze na nddory nadmérné exprimu-
jici EGFR; navic doposud nezname nejlepsi metodu ani
vhodny systém hodnoceni exprese tohoto receptoru. Také
neni jasné, zda je zapotiebi kompletni inaktivace EGFR
ke zprostfedkovani maximalni radiosenzibilizace nado-
ru, ¢i zda zde hraji roli interakce EGFR z jinymi z ¢lenti
ErbB receptorové rodiny. Nadale také ziistava otdzkou
optimalni davkovani modulatori EGFR v kombinaci
s frakcionovanou radioterapii, aby bylo dosazeno max-
imalniho synergického ucinku.
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Monokbondin
protikitky proti
EGFR

Inhabitory
nyroEiakinizy

Obrazek ¢.2.: Schématické znazornéni moznosti inhibice EGFR.

Obrazek ¢.1.: Schématické znazornéni aktivace EGFR ligandem nebo
ionizujicim zafenim; nasledné homodimerizace receptort; fosforylace
tyrozinkinazy a aktivace signalnich cest smérem k jadru.

Tabulka &.1. M. i inhibice EGFR ve vyvoji a v praxi
Niazev litky il Stadium oje
protilitky proti EGFR
cetuximab (IMC-C225) EGFR v klinické praxi
panitumumab (ABX-EGF) EGFR fihze 1/11
matuzumab (EMD72000) EGFR faze 1
nimotuzumab (TheraCIM) EGFR fihze 1

y tyr i
erlotinib (OS1-774) EGFR v klinické praxi
gefitinib (ZD1839) EGFR v klinické praxi
EKB-569 EGFR fize 1
CL-3877785 EGFR preklinické
HEKI-272 EGFR, HER2 fize 1
BIBW-2992 EGFR, HER2 fize 1
PKI-166 EGFR, HER2 faze 1
lapatinib (GW-572016) EGFR, HER2 fiwee 11
CI-1033 EGFR, HER2, HER4 faze 11
PF-00299804 EGFR, HER2, HER4 fize 1
vandetanib (ZD6474) EGFR, VEGF, RET faze 11
KL64T EGFR, HER2, VEGF Tiee 11
AEETSR EGFR, HER2, VEGF faze 1

-

EGFR-CD533 EGFR faze /11
vakecina proti EGF EGFR fiizre 111

Tabulka ¢.1.: Moznosti inhibice EGFR ve vyvoji a v praxi.
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