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Abstract. R�������, � ������ ������� �� ���������� �����-R�������, � ������ ������� �� ���������� �����-
��b��� ���������� ������� ��k�-4 (EML4) ��� ���������� 
�������� k����� (ALK) ��� b��� ����� �� ���-����� ���� 
���g ������ (NSCLC) ��������. I� ��������, ����g����� 
�x�������� �� �������������� �-M�� w�� ����� �� b� ��������� 
�� ���� ��v���v� NSCLC �����. PF-02341066 (���z�����b) �� 
� ��v�� ���� �-M�� ��� EML4-ALK ����b����, ��� ����������� 
������� ��v� ���w� ���� ��������� w��� ALK ����b����� ����� �� 
������� ����� ��g������� �� x���g���� ������. A ����� I ����� �� 
PF-02341066 ������� � 53% �������� ���� ��� � ������� ������� 
���� �� 79%. W� �v������� ���z�����b �� � ��������� ���������-
�������z��g �g��� �� �������� ����b������ NSCLC ���� ����� 
w��� v�����g �x�������� ��v��� �� �-M�� ��� EML4-ALK. T�� 
���b���� ������ �� ����z��g ��������� (IR) ��� PF-02341066 
w�� ���������� b� ��� ���v�v��g ���� ��������, ���� ����� 
������b�����, ���������, DNA ���b��-������ b���k ������ �� 
5 NSCLC ���� ����� (A549, H460, H3122, H2228 ��� H1993) 
��� �� in vivo x���g���� �������. T�������� �� NSCLC ����� 
w��� ������ PF-02341066 ����� �� PF-02341066 + IR ��� ��� 
significantly alter cellular radiosensitivity, DNA repair kinetics 
��� ���� ����� ������b�����; �� ��g�������� ����������� �� 
����� g��w�� ����� w�� ����� �� �������� �� ��� ���b���� 
��������� �� PF-02341066 + IR. EML4-ALK ��� �-M�� ����-
b����� ����� �� ����v����� �� �������� ����w��� ���� ���v��g� 
�� Ak� ��g�����g w���� �b��g���� ��� ���������-�������z��g 
������. A�����g� PF-02341066 �� �� �������v� ������� �b�� �� 
�������� ����� g��w�� �� ������ ���� �x��b�� ������v��� ��� 
������ EML4-ALK �� �-M��, �� ��� ��� ������ ��� ��������� 
��������� �������� �� ����� ���� �����. I� ��� ������� �����, 
w� ������������ ���� PF-02341066 ��� ��� ������� ��������� 
�������v��� �� � ����� �� NSCLC ���� �����.

Introduction

L��g ������ �� � ������g ����� �� ������-������� ����� b��� �� 
��� US ��� w����w���. NSCLC ���������� 80% �� ���g �������. 
I� �� ��������� ���� 40% �� �������� w�� ������� w��� NSCLC 
��� ������� �� �� ��v����� �������b�� ���g� �� ��� ������� (1). 
F�� ����� �������� w�� ������� w��� ���� ���g� �������, ������� 
�������� �� � ���b������� �� ��������� ��� ������������. 
U������������, ���� NSCLC ��b����������� �x��b�� ��������� 
��������� ���������� w���� ����� �� ����� ����������, ������-
v������� ��v����� ��� ������� ���������� �������.

A ������ ������� �� ���������� �������b��� ���������� 
������� ��k�-4 (EML4) ��� ���������� �������� k����� 
(ALK) ��� b��� ����� �� NSCLC �������� (2). I� �� ��������� 
���� �����x������� 5% �� NSCLC ����� ���b�� �� EML4-ALK 
������ (3,4). T�� EML4-ALK ������ ��������� �� � ������ 
������� �� EGFR ���������; ���� ��, EML4-ALK ����������v��� 
����v���� � �������� k����� �������� ������g �� ������ �����-
����� �� �v������v� ����g���� ����w��� (5). T����g���� ���� 
���� �x����� ��� EML4-ALK ������ ������� g��w �������� 
���g ��������������� (6). T��� ����������v� ��������� �����-
����� � ����� ���g�� ��� ������������.

PF-02341066, � ��v�� ���� �-M�� ��� ALK ����b����, ��� 
�������� b��� �v������� �� b��� ����������� ��� �������� ������. 
P���������� ������� ��v� ���w� ���� ��������� w��� ALK ����b-
����� ��� ���� �� ������� ����� ��g������� �� in vivo x���g���� 
������ (7). A ����� I ����� �� PF-02341066 ��v����� ������-
��v� ������� w��� � 53% �������� ���� ��� � ������� ������� ���� 
�� 79% (3). PF-02341066 �� ��������� ����� �v�������� �� � 
��������� �g��� �� w��� �� � ���g��-���g ������� �� ����� III 
��� ����� II ������, ��������v���.

While PF-02341066 has shown significant and promising 
������� �� � ���������������� �g���, �� ��� ��� b��� �v�������, 
�� ����, �� ���j������� w��� ��������� �� NSCLC ������. I� 
���� �����, w� �v������� PF-02341066 �� � ��������� ���������-
�������z��g �g��� �� 5 ��������� ����b������ NSCLC ���� ����� 
(H460, A549, H3122, H2228 ��� H1993) w��� v�����g �x����-
���� ��v��� �� �-M�� ��� EML4-ALK (8).

Materials and methods

Cell culture and reagents. H���� NSCLC ���� ����� H460, 
A549, H3122, H1993 ��� H2228 w��� k����� ���v���� b� 
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D� J��� D. M���� �� ��� UT S����w������ M������ C�����, 
D�����, TX. T���� ���� ����� w��� ���������� �� RPMI-1640 
w��� 10% FBS ��� 50 �����/�� ���������� ��� 50 µg/�� �����-
tomycin in 5% carbon dioxide at 37˚C.

PF-02341066 (MW, 450.3) was obtained from Pfizer Inc., 
������v�� �� DMSO �� g�v� � ����k �������� �� 10 �M ��� 
stored at -20˚C. Cells were irradiated using a 137C� ������ 
(M��k 1-68 ����������, J.L. S������� ��� A���������, S�� 
F�������, CA) �� � ���� ���� �� 3.47 G�/��� (9).

Clonogenic survival assay. Ex����������� g��w��g ����� 
w��� ������� w��� PF-02341066 ��� 2 � ��� ���� ������� 
w��� ���������g ����� �� IR (0, 2, 4, 6 ��� 8 G�). C���� w��� 
��������z�� ��� ������� ����g � �������� ������� (B��k��� 
C������, I��.), ������� �������� �� ����������� �������������� 
��� ������ ���� � 60-�� ���� �� ����������. A���� 7 �� 14 
days of incubation, the colonies were fixed and stained with 
4% ������������ �� PBS ���������g 0.05% ������� v�����. 
C������� ���������g >50 ����� w��� �������. T�� ���v�v��g 
���� �������� w�� ���������� ��: (M��� ������ ������)/[(����� 
inoculated) x (plating efficiency)], in which plating efficiency 
was defined as (M��� ������ ������)/(����� ���������� ��� ����-
�������� ��������). T�� ���� ��� ��������� �� ��� ���� ± SD 
�� �� ����� 3 ����������� �x���������. T�� ���v� S = � 

-(αD + 

βD2) was fitted to the experimental data using a least square fit 
��g������ ����g ��� ���g��� S�g��P��� (S����� S���w���, I��.) 
�� ���v������ ������b�� (9). T�� ��������� ���� ����������� 
����� (DER) w�� ���������� �� ��� ���� (G�) ��� ��������� ����� 
��v���� b� ��� ���� (G�) ��� ��������� ���� ���g� (�������z�� 
��� ���g ��x�����) ��������g �� � ���v�v��g ���� �������� �� 0.25. 
C����g���� ���v�v�� ����� w�� ���� ��������� �� ��������� 
��� g��w�� ����b����� �������� (50%) �� ����� NSCLC ����� 
����g ���������g ����g�� �� PF-02341066. I���b����� ���� 
�������������� w��� ���������� ����g � 4 ��������� v����b�� 
����� ��g������� �����.

Immunoblot assay. C��� ������� w��� �������� ���� ���� 
sample as previously described (10). An equal amount of 
����� ������� (20 µg) w�� ��bj����� �� � 10% SDS-PAGE ��� 
������b��� �������� ��� ���b�� w��� ������� ����b����� �� 
���������. β-����� w�� ���� ��� ��� ������g �������.

Cell cycle analysis. C��� ����� ������ w��� ��������� w��� 
��������� ������ (PI, 100 µg/��) �� ���v������ ������b�� (10). 
A� ����� 20,000 ����� w��� �������; ��� ���������� �� ����� �� 
��������� ������ w�� g���� ��� ���������� ����g ��� ����w��� 
F��wJ� 8.7.1 (T��� S���, I��.).

DNA double-strand break (DSB) repair assay. DSB ������ ����� 
w�� ��������� b� �������g �������-γH2AX ���� �����w��g 
��������� w��� IR �����, ���g ����� �� IR + PF-02341066, �� 
���v������ ������b�� (10). C���� w��� ������ �� ����-������-
������ ��v������� ��� w��� ����w�� �� ������ ��� ���� ������� 
as indicated. Cells were fixed in 4% formaldehyde/PBS for 
30 ���, ������b���z�� �� 0.5% T����� X-100 �� PBS ��� 1 �, 
��� b���k�� �� 5% b�v��� ����� ��b���� ��� 1% ������ g��� 
����� ��� 1 � �� ���� �����������. C���� w��� ���� ����b���� 
w��� ��� ������� ����b���, ����-�������-H������ γH2AX 
(S��139; 1:2,000) ��� 1 �. R�������� ���-���j�g���� g��� ����-
����� w�� ���� �� � ��������� ����b���. C���� w��� ������� 

�� � V���������� �������g ������ ���������g 4',6-���������-
2-������������ (DAPI). P������-γH2AX ���� w��� �x������ 
using a fluorescence microscope (CRG Precision Electronics). 
T�� ���b�� �� �������-γH2AX ���� w�� ���������� �� 
���� ���� ����� (�v���g� �� 50 ������), ��� ��� ��������g� �� 
��������g ���� w�� ������� �g����� ���� �� �b���� DSB ������ 
k�������. D��� ��� ����������� �� ��� ���� ± SEM.

Tumor growth delay (TGD). F����� ������� ���� ���� (��/��, 
5-6 w��k�) w��� ��j����� (1x106 ����� �� 100 µ�) �.�. ���� ��� ��g�� 
posterior flanks. Treatment was initiated when tumors reached 
� �������� 2-3 �� �� ��z�. T�������� g����� (5 ������� ����) 
�������� ��������� ������� (0.9% ������), PF-02341066 ����� 
(50 �g/kg/��� ��� 5 ����, �.�.), ��������� [2 G�/���, 5 ����, 
X-RAD 320 (Precision X-Ray, North Branford, CT] and 
���b���� ��������� �� PF-02341066 ��� �����������. T�� ���g 
w�� ������������ 1 � b����� ���������. T����� w��� �������� 
3 ����� ��� w��k ����g � V������ �������. R������ w��� �v���-
���� w��� ��� �������: V����� = 0.5�b� (�, w����, b, ���g�� ��� 
�, ����k����). T���� g��w�� ����� (TGD) w�� ���������� �� ��� 
���� ��� ������� ������ �� ����� 1,000 ��3 ����� ��� ���� 
��� ������� ������ �� ����� ��� ���� v�����. E���������� 
������ (EF) w�� ���� ���������� �� �����w�: EF = (TGD���g + IR 
- GD���g)/GDIR �� ���v������ ������b�� (10,11). A�� ��� �x����-
����� w��� ��������� ����� ��� I������������ A����� C��� ��� 
U�� C�������� �� UT S����w������ M������ C�����, D�����, 
TX �����v�� g��������� ��� ������ w������.

Apoptosis assay. C���� w��� ������ �� � 100-�� ���� ��� 24 � 
����� w��� ������� w��� IR �����, ���g ����� �� IR + ���g. 
F������g ��� �������� ����� w��� ���v����� ���� ��������� �� 
���������. A���� ��������g����� (200 x g, 5 ���), ��� ������ 
w�� ����v��, ��� ��� ���� ������ w�� ��������� ����������� �� 
5 �� PBS. P������������ (PE) A���x�� V ��������� ��������� 
k�� I (BD B����������) w�� ���� �� �������� ��������� ����� b� 
flow cytometry. Cells that stained positive for PE Annexin V 
and negative for 7-AAD (right bottom quadrant) were under-
g���g ���������. T�� ���������� �� ��������� ����� w��� g���� 
��� ���������� b� F��wJ� 8.7.1 �� ���v������ ������b�� (10).

Statistical analysis. D��� ��� ��������� �� ��� ����� ± SD �� 
SEM, �� �����, �� �� ����� 3 ����������� �x���������. R������ 
were tested for significance using either Mantel-Cox log-rank 
����, M���-W������ ���k ��� ����, �� �-���� �� �����.

Results

Specificity of PF-02341066 in NSCLC. T�� ��x����� �� 
PF-02341066 w�� �������� �� 50% ������ ���v�v�� ��� �����-
����� �� � ��� �� ��v���� NSCLC ���� �����. D��g ��x����� 
v����� g������ ����g ��� ���� �����; H2228 (13.18 �M), H3122 
(20.98 �M) ��� H1993 (3.85 �M) w��� ��g��� �������v� ��  
PF-02341066 w������, H460 (666 �M) ��� A549 (521 �M) 
w��� ��������� (F�g. 1A).

PF-02341066 ����������� w�� ���� ���������� b� ��� 
��������������� ������ �� ��� �-M�� �������� �� T��1234/1235 ����-
���� b����� ��� ����� ��������� w��� HGF ����g ������b��� 
��������. F�� ���� �����, H3122 ��� H2228 ����� w��� ���� 
specifically because of their differential level of endogenous 
�������������� �-M�� �� ���w� �� F�g. 1B ��� C. H3122 ����� 
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������������ ��������� �� ��������������� w����� 30 ��� ����� 
�������� �� HGF (F�g. 1C). HGF-������� �-M�� �����������-
���� �� H3122 w�� ���������� ����b���� w��� ��� ���g w�� 
����� 2 � ����� �� ��� �������� �� HGF. Ak� ��������������� 
w�� ���� ��������� ���� �������� �� HGF, ��w�v��, ��������� 
w��� PF-02341066 ��� ��� b���k Ak� ���������������. T�� 
endogenous level of phospho-c-Met was significantly higher 
�� H2228 ����� ��� ����� w�� �� ������� ����������� �� 
��������������� ����� �������� �� HGF (F�g. 1B). PF-02341066 
���������� ���v����� ����g����� �-M�� ��������������� 
�� H2228 ����� w����� 2 �. I� ��������, ��� �-M�� �������� 
�������� ���������������� �� �� 48 � ����� ����v�� �� ��� 
���g ���� ��� ������. H�w�v��, Ak�, w���� �� � ��w������� 
���g�� �� �-M��, ��������� � ��g� ��v�� �� ��������������� 
�� H2228 �����; �-Ak� ��v��� w��� ������� b� PF-02341066 
���������.  �������-Ak�, ���, ��w�v��, �������� ����� ����v�� 
�� ��� ���g. F����������, � ����� ������ �� �Ak� w�� ����� 
����� � 4-� ���g ���������. PF-02341066 ���� ���v����� �-M�� 
��������������� �� H460 ����� (F�g. 1D). HGF-�������� 
��������� �� �-M�� ��������������� w�� ��� �b���v�� �� A549 
����� (F�g. 1E). T���� ������� ��� ���� �������z�� �� T�b�� IA.

PF-02341066 does not affect radiation sensitivity in vitro or 
in vivo. T�� ���������� �� ��������� �������v��� b� PF-02341066 
w�� ��v����g���� �� ��� 5 NSCLC ���� ����� (F�g. 2). C���� 
w��� ������� w��� ��� ���g ��� 2 � b����� b���g ������� w��� 
���������g ����� �� IR (0, 2, 4, 6 ��� 8 G�). T�� ��x������ 
��������� ���� ���� �� ����� II ������ �� PF-02341066 �������� 
�� ����g� ������ �������������� �� 57 �M (12); ���������, 
���� ����� w��� EC50 b���w ��� MTD w��� ������� �� ��� EC50 

������������� w���� ���� ����� ���� w��� ��������� w��� ������� 
�� 100 �M; ���g���� ���� ���� �w��� ��� ���������� ����v��� 
�������������. I�������� ��������� �������� �� ���� ���� ���� 
w�� ��������� (F�g. 2) ��� ����� ������������g SF2 v����� ��� 
���w� �� T�b�� I. N���b��, w��� ����� ����� w��� ������� w��� 
PF-02341066 �����w�� b� IR, v��� ������ �� �� ����g� w�� 

����� b��w��� ������� ��� ��������� SF2 v����� (T�b�� I) ��� 
��� �� ����� ���� ����� (P>0.05 ��� ��� SF2 ����). F������ ������ 
w��� ��������� �� w���� ����� w��� ������ ������� ������������ 
or sequentially with radiation prior to PF-02341066 to modu-
���� ��� �������v���; ��w�v��, �� ����������� w�� �b���v�� 
��g������� �� ��� ��������� ��������� (���� ��� ���w�).

N�x�, ��� ��������� �������v��� ���������� b� PF-02341066 
w�� ������� �� in vivo x���g���� ������ �� 3 ��������� ���� �����, 
H3122, H2228 ��� H460 (F�g. 3). H3122 ������ ���� w��� 
������� w��� IR (2 G� x 5) �� IR (2 G� x 5) ���� PF-02341066  
(50 mg/kg, recommended dose) showed significant growth 
�����; ��w�v��, �� ���������� w�� ����������� b��w��� ��� �w� 
g����� (F�g. 3A). I� w�� ���� ����� ���� �����w��g ��������� w��� 
PF-02341066 �����, ��� ���� ��� � ����� �� ����� 500 ��3 w�� 
significantly different when compared with the control (28 vs. 
15 ����, ��������v���) (P=0.01). T�� H2228 in vivo �x��������, 
�����w��g ��������� w��� IR ��� IR + PF-02341066 ������� 
similar results as H3122 with significant growth arrest noted 
w��� �� ��������b�� ���������� b��w��� ��� IR ��� IR + ���g 
g����� (F�g. 3B). H�w�v��, ��������� w��� PF-02341066 ����� 
showed significant TGD �� ��� H2228 x���g����� (F�g. 3B). 
T���� in vivo ������� ������� ������������ ��� in vitro ���v�v��g 
fraction data which showed that no significant radiation dose 
����������� �������� w��� PF-02341066 w�� ����� �� ��� 
���������. T�� ���g ��������� ���� ����, H460, w�� ���� ������ �� 
��� x���g���� �x��������. T�������� w��� IR ����� ��� IR ���� 
PF-02341066 �������� �� TGD �� 30 ��� 27 ����, ��������v��� 
(F�g. 3C). T�� ������ �� ��������� ��� ��������� ���� ���g w�� 
not significantly different (P=0.58). I� �� ��������� �� ���� 
���� �� ��� H460 �����, ��� ������ �� ��������� ��������� w�� 
significantly different than treatment with PF-02341066 alone 
(P=0.008).

Effect of PF-02341066 on IR-induced DNA repair kinetics. 
P��v���� ������� ��v� ��gg����� ���� �-M�� ��� A�k k������ 
���v��� � ���v�v�� ��v����g� �� ������ ����� �����g� ����� 

F�g��� 1. E����� �� PF-02341066 �� NSCLC ���� �����. (A) C������������ �� PF-02341066 ��������� �� ����b�� �����g���� g��w�� b� 50% w�� ���������� b� 
�����g���� ���v�v��g �����. (B) H2228 ����� w��� ������� w��� PF-02341066 ��� 4 � ����� w���� ��� ���g w�� ����v�� ���� ��� ��������g ������. S������ 
w��� ��������� �� ��� ����� �����. (C-E) H3122, H460 ��� A549 ����� w��� ������� w��� HGF (50 �g/��) �� ��� �������� �� �b����� �� PF-02341066, ��� 
������� w��� ��������� �� ��������� ��� w������ b��� ��������.
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������� �� DNA DSB ������ (13-15). T��������, �-M�� ����b�-
���� ����� �� ����g�� �� DNA ���b��-������ b���k (DSB) ������ 
k������� (F�g. 4). T� ������� ��� ������ �� PF-02341066 �� ��� 
������ �� IR-������� DNA DSB ������, ��� ��������� NSCLC 
���� ����� w��� �x����� �� 2 G� �� ��������� ��� ��x�� �� 
���������������� �� ��� ����� ��������� ��� γH2AX �������g 
(F�g. 4). �-M��/EML4-ALK ����b����� b� ���� ���g ��� ��� 

������ ���� ��������� �� ��� �� ��� ���� ����� ������ (F�g. 4). 
P��v���� ������� w��� ��������� �-M�� ����b����� ��v� ���w� 
���������-�������z��g ������� �� g����� ������. T� �x����� 
w������ ��� ���v������ �������� ������ ����� b� ���������� w��� 
�����-��������g�� �����, w� ������� A549, � ���-���������g 
���� ����, ��� H2228, � �-M��/EML4-A�k-������v� ���� ����, 
w��� v������ ��g� ����� �� PF-02341066 (F�g. 4A ��� E). 

Figure 2. Effect of radiation and PF-02341066 on NSCLC cells. Cells were grown to 70% confluence prior to treatment with PF-02341066 for 2 h and then 
����� w��� ���������� w��� ���������g ����� �� ��������� (2, 4, 6 ��� 8 G�). C���� w��� ���� w�����, ��������z�� ��� ������ ��� ������ ��������� �����. (A) H460 
����� (100 �M); (B) A549 ����� (100 �M); (C) H2228 ����� (13 �M); (D) H3122 ����� (21 �M) ��� (E) H1993 ����� (3.8 �M).

T�b�� I. C���������z����� ��� �������� ��������� �� NSCLC ����� �����w��g IR ��� PF-02341066 ���������.

A, C���������z����� �� NSCLC �����

C���� EML4-A�k ������ LD50 (�M) SF2 DER E���g����� ��-M��� HGF ������b�� ��-M���

H1993 N�g���v� 3.90 0.48 1.00 + N�
H2228 P�����v� 13.18 0.76 1.00 ++ N�
H3122 P�����v� 20.98 0.64 1.10 - Y��
H460 P�����v� 665.80 0.54 0.95 - Y��
A549 N�g���v� 521.00 0.73 1.08 - N�

���-M��, Y1234/1235; SF2, ���v�v��g �������� �� 2 G�; DER, ���� ����������� ����� �� 0.25 ���v�v��.

B, C������� ��������� �� NSCLC �����

T�������� H460 A549 H3122 H1993 H2228

C������ 0.89 1.84 1.19 2.09 2.44
R�������� 9.83 4.01 3.43 6.28 13.4
PF-02341066 ����� 1.54 5.09 1.72 4.65 5.37
R�������� + PF-02341066 7.32 12.07 4.93 6.69 19.74
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T�������� w��� ���� ���g, ��g������� �� ����, ��� ��� ������ 
IR-������� DNA DSB ������ k������� �� ��� �� ��� ���� ����� 
������ �� ���� ����� (F�g. 4).

Effect of PF-02341066 and radiation on cell cycle arrest 
in NSCLC cells. I� ���� �x�������� ���� ���� ���� ���w�� 
��������� G2/M ������ �� �������� �� IR �� 4 ��� 8 � (F�g. 5). 
T�� ������ �� ��� ���b���� ��������� �� PF-02341066 ��� 
IR did not significantly differ from that of IR alone in any 
�� ��� ���� ����� w��� ������� �� G2/M ������. I� �� ����������g 
�� ���� ���� �� ���� ����� ���� �x������� ����g����� �������-
�-M��, H2228 ��� H1993, ���g ��������� ����� ������� G1 
������ (F�g. 5). T�� G1 ������ w�� ���� ���������� �� 8 � ��� 
H2228 ����� (57-74%) ��� 24 � ��� H1993 ����� (56-84%). I� 
H2228 �����, �� �������� ���� G1 ������ ���������� ��� G2M 
������ �������� �b���v�� w��� ��������� �����. T��� ������ w�� 
further verified in H2228 cells by demonstrating a decreased 
���b�� �� ����� �� M-����� ����� ��������� w��� PF-02341066 
����g �������-H������3 �������� (���� ��� ���w�).

Combination therapy results in additive increases in apoptosis. 
I� w�� ���v������ ���w� ���� ����� ���������g ALK ������� 
�����g� ��������� ��������� �����w��g � 48-� PF-02341066 
��������� (16). T��������, w� ����� �� ��������� w������ ��� 
���b������� �� ��������� ��� PF-02341066 ��� �� ������v� �� 
�����-������v� ������ �� ���������. I� ����� ����� ���������� 
��������� �� PF-02341066, H460 ��� A549, 48 � �� ��������� 
�������� ������ ���������: 1.3 ��� 5.9%, ��������v���, w��� 
�������� �� ��� ��������� �������, w���� �� ������v� �������� 
�� ��������� w�� ����� w��� PF-02341066 w�� ���b���� 
w��� ���������. I� A549 �����, ���� ������v��� w�� �����v�� �� 
�������������� �� ���g g������ ���� ���������� �����v�b��. I� 

F�g��� 3. E����� �� ��������� ��� PF-02341066 �� NSCLC x���g�����. (A ��� 
B) O�� ������� ����� �� 100 µ� v����� w��� M����g�� (1:1) w��� ��j����� ��b-
����������� ���� ������ ���� ����. M��� w��� ��v���� ���� ��� �����w��g 
��������� g�����: �������, PF-02341066 ���� (50 �g/kg), IR (2 G� x 5) ��� 
IR + PF 02341066. T��������� w��� ��������� w��� ��� ����� �������� w�� 
3-5 ��. (C) H460 �����, w���� ��� ���-��������v� �� PF-02341066 ���������, 
w��� ��j����� ���� ������ ���� ���� w������ M����g�� ��� ��� �����-b�����g 
������� w��� ��v���� ���� 4 g����� ��� ������� �� ������b�� �b�v�.

F�g��� 4. E����� �� PF-02341066 �� ���������-������� DNA-���b��-������ b���k ������. C���� w��� ������� w��� v�����g �������������� �� PF-02341066 �� 
indicated, irradiated with 2 Gy, and fixed in paraformaldehyde at the designated time points for H2AX staining. (A) A549; (B) H1933; (C) H460; (D) H3122 
��� (E) H2228 �����.



TUMATI et al:  PF-02341066 AND COMBINED MODALITY THERAPY 1099

H1993, H3122 ��� H2228 �����, � g������ ��g��� �� ��������� 
w�� �����; 2.25, 5.31 ��� 5.9%, ��������v���. H�w�v��, w��� 
PF-02341066 w�� ���b���� w��� ��������� ��� ��������g� �� 
��������� ����� w�� ���g��� ������v� (T�b�� IB).

Discussion

�-M�� ����v��� ��� b��� ���������� w��� ��������� �����-
���� ���������� (17,18). F���������� �-M�� �� k��w� �� b� 
�� �������� ����v���� �� Ak� w���� ��� ���� b��� ���k�� �� 
��������� ���������� (15,19). I� ��������, ������ ������� ��v� 
������� ���� ��� EML4-ALK ������ ������� ��� �������� w��� 
���� ������� ����w��� ������� �� �-M�� (13,14). W�, �����-
����, ��v����g���� w������ �-M�� ��� EML4-ALK ����b����� 
b� PF-02341066 ����� �� ��������� ��������� �������v��� �� 
NSCLC �����.

I��������, w� ���������� ��� ��x����� �� PF-02341066 �� 
� ����� �� NSCLC ���� ����� (F�g. 1A). I� b����� �������� 
���� ��� ���� ����� ����� b� ��v���� ���� ���������� (H2228, 
H1993 ��� H3122) ��� ���-���������� (A549 ��� H460). 

N�� ���������g��, ��� �-M��-������v� ���� ����� H2228 (w���� 
�� ���� EML4-ALK-������v�) ��� H1993 ��������� w��� �� 
PF-02341066 ���������. A���g ��� ���-���������g ���� 
�����, H460 ��� b��� ���������� �� EML4-ALK-������v� 
b�� �������� � ��������� v������ ���� ���� �� ��� H2228 ��� 
H3122 ���� ����� (8). However, the classification of H460 as an 
EML4-ALK ������� ������� ������v������ w��� ���� ������� 
failing to find this fusion (20). It is important to note that the 
EC50 �������������� �� ��� ���-���������g ���� ����� w��� w��� 
�b�v� ��� ��x������ ��������� ���� (������ ������������� �� 
57 �M) �� ���������� �� ����� II ������ �� PF-02341066 (12). 
I� ��������, ������g� w� ���� � ������������� �� 100 �M ��� 
treatment, we confirmed that this dose did effectively inhibit 
�-M�� ��������������� (F�g. 1D).

W� ������� ������������ ����, w����� ��� �����x� �� ��� ���� 
����� w� �������, ��������� w��� PF-02341066 ��� ��� �������� 
��������� �������v���. F�� 5 ���� ����� ���� �� ���� ����� H2228, 
H3122, H1993, H460 and A549; there was no significant dose 
����������� in vitro. W��� ������ �� in vivo ������, ����� 
was statistically significant increase in radiation response with 

F�g��� 5. E����� �� PF-02341066 ��� ��������� �� ��� ���� ����� ������b�����. C���� w��� ������ ��� ������� �� ���v������ ������b��. T�� ��������� g����� 
received 2 Gy radiation while the drug treatment groups were treated at the cell line-specific EC50 v�����. (A) A�� ���� ����� ���w ������� G2/M ������ ���������� 
w��� ����z��g ���������, ��� �������� �� PF-02341066 ������ �� �������� ��� ���������� �� ����� ���� w��� ��������. H1993 ��� H2228 ����� ���w�� �����g G1 
arrest following treatment of PF-02341066 only. (B) Representative flow cytometric data from H1993 cells. Cells that were treated with 3.8 nM PF progres-
��v��� �����w��� G1 ������ w��� ��� g������� ������ ����� �� 24 �.
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���������. T�� ���� ���� �� ���� �x��������, 50 �g/kg, ��� 
b��� ���w� �� b� ��� ���-��� ���� �� w���� ������� ���� ������-
���� ������� �� ���g���� ��������� �� ������ ������������� (7). 
�-M�� ��� b��� ���������� �� ���������g DNA ������ k������� 
w���� �� ����g�� �� ���v��� � ���v�v�� ��v����g� �� ������ 
����� (15). H�w�v��, w� ���w�� ���� �-M�� ����b����� �����g� 
PF-02341066 ���� ��� ������ DNA ������ k�������. T���� ���� 
��� ������� ��������� b� ���� ����� �������� w���� ������ �� 
���w �� ��������� ���������� �� ����� �� G2M ������ ���������g 
���� ����� ���� ��� ����g�� ��� �b�� �� ������ �� ��� ���� ���� 
��g������� �� �-M�� ����b�����. I� �� ����������g �� ���� ���� 
H2228 ��� H1993 ����� ���w�� ��������� G1 ������ �����w��g 
��������� �� ��� ���g �����; ��w�v��, ���� ��������� G1 ������ 
did not result in significant changes in radiation response. The 
G1 ������ ����� ��� H2228 ��� H1993 ����� ���������� ��� ���� 
��k��� ��������� ��� ��������� �����g�������.

Finally, we assayed for PF-02341066 specificity in vivo. 
W� ������ ���� �� H2228, � ���� ���� ���� ��� ��g� ��v��� �� 
����g����� �-M��, PF-02341066 ����v����b�� ����b��� �-M�� 
����v���. W� ���w��, ��w�v��, ���� Ak� ��������������� w�� 
���� ����������� �������� ��� ��������������� ���������� 
����� 4 � �� ���������. I� ��������, ���� ��� ���g w�� ����v�� 
���� ��� ������ ����� w�� � �����g �-Ak� ��b����. I� ��� 
���� ����� ���� ��� ��� �x����� ����g����� �������-�-M��, 
HGF ��� ������ �-M�� ��������������� w���� w�� ����b���� 
b� PF-02341066. H�w�v��, �� ����� ���� �����, ��� ��v�� �� 
�-Ak� w�� ���g��� ���������� b� ���������. T�� ���b����� �� 
k��� �-Ak� ���������� �����g���� ��� ��������� ������ ��� 
��������� �� ������ ����w�� ��� ����� NSCLC �����. A�����g� 
w� w��� ����b����g �� �������� ��������� �� Ak�, �� �������� 
���� ��� ����� w��� �b�� �� ���������� �����g� �������� ��� 
��������� ����w��� �����b� ������v����g ��� Ak� ����w��, � 
����w�� k��w� �� �������� ��������� ����������.

Ev�� ����g� PF-02341066 �� �� �������v� ������� �b�� 
�� �������� ����� g��w�� �� NSCLC ������ ���� ��� ������ 
EML4-ALK- �� �-M��-������v�, �� ��� ��� ������ ����� ���� 
��������� ���������� �� ��� ��������b�� ������. W� ���w�� 
���� PF-02341066 ��� ��� ������ ��������� �������v���, DNA 
������ k�������, ��� ���� ����� ������b����� �� ��������� ����-
����� �� � �����-������v� ������. PF-02341066 ��� b� �b�� �� 
������ ��� ���������-�������z��g ������� �� �-M�� ����b����� b� 
������v����g ��� Ak� ����w�� ������� ��w������� �� �����g� � 
�������� ��� ��������� ����w��.
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