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Souhrn

Maligni melanom je vysoce zhoubny novotvar odvozeny z pigmentovych bunék, derivatl ne-
urdlni listy. V pocétecnich fazich onemocnéni dosahuje vybornych vysledkd chirurgicka 1écba,
pokrocilejsi stadia jsou v souc¢asné dobé lécena prevazné adjuvantni imunoterapii interfero-
nem @, u pacientll klinického stadia IIB-IlIC alternativné jesté kombinaci dakarbazin + multife-
ron. Mira odpovédi a preziti pacientd s metastazujicim melanomem je extrémné nizka a nemoc
je povazovana za prakticky nelécitelnou stavajicimi, v Ceské republice uzivanymi chemotera-
peutickymi metodami. Tento pfispévek diskutuje nové moznosti terapie melanomu dané roz-
vojem personalizované mediciny. Vedle aplikace imatinibu pro 1é¢bu melanomi s mutacemi
v kindze KIT (kterych je oviem mensina) jde pfedevsim o nové vyvijené inhibitory kindzy B-RAF.
S dfive vyvinutymi inhibitory RAF kindz, jakymi byl napf. sorafenib, nebylo dosahovéano prikaz-
ného zlepseni oproti stdvajicim druhlm terapie. Naproti tomu novy inhibitor PLX4032 (Plexxi-
kon; RG7204, Roche Pharmaceuticals; vemurafenib) cileny na nejrozsitenéjsi aktivujici mutaci
B-RAFY™E, ktera je piitomna ve 40-70% zhoubnych melanom, vykazuje vyrazné lepsi ucin-
nost nez jakakoliv ze stavajicich klinicky vyuzivanych terapii. Lé¢ba inhibitorem PLX4032 p(-
sobi vylu¢né na nadory nesouci mutaci B-RAFY*%, pop¥. B-RAFY%K Kontraindikaci jeho poda-
vani je absence zminéné aktivujici mutace v kindze B-RAF anebo paralelni pfitomnost aktivacni
mutace v G proteinu RAS, napf. RASS'?, V klinické studii faze | byla zaznamendna ¢astecna i
Uplna odpovéd u 81 % pacientd, prodlouzil se i median preziti. V souc¢asné dobé probihaji kli-
nické studie faze Il a lll. Pfispévek diskutuje i pomérné silné vedlejsi efekty uzivani inhibitoru
PLX4032 a prokéazany vznik rezistence na toto lécivo v fadech nékolika mésica. Vychodiskem se
do budoucna zda byt kombinovana terapie s nékterym ze stavajicich chemoterapeutik, popf.
s inhibitory kindz schopnych stimulace MEK a ERK kindz nezavisle na molekule B-RAF (napf.
COT), nicméné i samotnd monoterapie timto inhibitorem pfedstavuje vyznamné zlepseni
oproti sou¢asnému stavu.

Klicova slova
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dispozice k nemoci — nddorové procesy — genetické markery - farmakologické biomarkery

Tato prace byla podpofena vyzkumnym za-
mérem 3. |ékaiské fakulty Univerzity Karlovy
v Praze MSM0021620814.

This research was supported by a research goal
of the Third Faculty of Medicine, Charles Univer-
sity in Prague No. MSM0021620814.

Autor deklaruje, Ze v souvislosti s pfedmétem
studie nema zadné komercni zéjmy.
The author declares he has no potential conflicts

of interest concerning drugs, products, or services
used in the study.

Redak¢ni rada potvrzuje, ze rukopis prace
splnil ICMJE kritéria pro publikace zasilané do
biomedicinskych ¢asopist.

The Editorial Board declares that the manuscript
met the ICMJE “uniform requirements” for
biomedical papers.

=]

RNDr. Petr Heneberg, Ph.D.
Univerzita Karlova v Praze

Ruska 87

100 00 Praha 10

e-mail: Petr.Heneberg@If3.cuni.cz

Obdrzeno/Submitted: 20. 1. 2011
Prijato/Accepted: 22.2.2011

256

Klin Onkol 2011; 24(4): 256-264




POKROKY V KLINICKE LECBE ZHOUBNEHO MELANOMU: INHIBICE KINAZY B-RAF

Summary

Malignant melanoma is an aggressive cancer of pigment-producing cells, derivates of the neural crest. Surgical resection is the most effec-
tive form of treatment during initial phases of the disease. Advanced stages are usually treated by adjuvant immunotherapy (interferon a) or
dacarbazine + multiferon. Response and survival rates are extremely poor. The emerging approach of personalized medicine brings about sig-
nificant advances in the treatment of melanoma. Apart from administration of imatinib for a small subgroup of melanomas harbouring KIT muta-
tions, the most promising approach is the use of B-RAF kinase inhibitors. The previously tested RAF inhibitors (e.g. sorafenib) did not perform
better compared to conventional chemotherapy orimmunotherapy. However, the results are much more promising with the recently developed
inhibitor PLX4032 (Plexxikon; RG7204, Roche Pharmaceuticals; vemurafenib). This inhibitor targets tumours harbouring B-RAFY5%E of B-RAFV60K
activating mutations, which are present in 40-70% of malignant melanomas. An absence of the above mentioned activating mutations or
parallel presence of activating RAS mutations (e.g. RASS'?®) should be used as contraindications. The use of PLX4032 provides better outcome
than any of the currently used therapies, including partial or complete response recorded in 81% of patients, and prolonged median survival.
Currently, this drug is being tested in phase Il and Il trials. The incidence of PLX4032-related adverse effects is relatively high; acquired resist-
ance repeatedly occurring within several months of treatment may also represent a significant problem. Combined therapy is probably needed
to further increase the complete response rate and to prolong survival. This should either include some of the currently used chemotherapeu-
tics, or alternatively it may employ inhibitors of some of the kinases capable of stimulating the MEK and ERK kinases independently of B-RAF
(e.g. COT). Nevertheless, even PLX4032 monotherapy should be viewed as a significant improvement of the current state-of-the-art treatment

of malignant melanoma.
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Vychodiska

Maligni melanom je vysoce zhoubny no-
votvar odvozeny z pigmentovych bunék,
derivatl neuralni listy. Incidence této pa-
tologie v poslednich desetiletich roste jak
u nas, tak ve vétsiné industrializovanych
zemi (obr. 1). Cast zdanlivého nardstu ma
viak patrné na svédomi zavedeni vice i
méné plosnych screeningl a osvétova
¢innost. Pocet umrti nasledkem zhoub-
ného melanomu zlstava v poslednim
desetileti téméf nezménén. Incidence
této patologie v Ceské republice je nej-
vyssi ze vsech statl stfedni a vychodni
Evropy, mezi nejvyssi v tomto regionu
se fadi i mortalita nasledkem zhoub-
ného melanomu. Pro ilustraci, roku 2008
bylo v Ceské republice zjisténo celkem
2 034 pfipadl metastatického mela-
nomu (3,4 % vsech zjisténych zhoubnych
bujeni); u 349 pacientl byl melanom
uveden jako pficina umrti (1,3 % viech
umrti na zhoubna bujeni) [1]. | kdyz inci-
dence a mortalita melanomu jsou mno-
hem nizsi nez u nékterych jinych typl
nadorového bujeni, spolecenska vy-
znamnost [é¢by melanomu je podtr-
Zena skutecnosti, Ze tato neoplazie byva
(podobné jako nadory prsu) casta jiz
ve stfednim véku, coz pfispiva k nasob-
nému zkraceni doby doziti oproti ¢asté&ji
se vyskytujicim typtm nadord, napf. kar-
cinomu plic ¢i prostaty. Prognostika je

prozatim zalozena zejména na hodno-
ceni velikosti tumoru, hloubce invaze, ul-
ceraci a mitotické aktivité. Dané parame-
try vsak neumoziuji presnéjsi predikci
tohoto onemocnéni [2].

Podobné jako u jinych typd zhoub-
ného bujeni i transformace normalniho
melanocytu je podminéna probéhnu-
tim série mutaci ¢i jinych genetickych
zmén navozujicich nekontrolovatelnou
bunécnou proliferaci a autonomni rist
bunék. Mezi geny, u nichz byva v mela-
nomech navozena zména jejich aktivity
¢i exprese, patfi mimo jiné TP53, PTEN,
CDKN2A, PTPRD, NRAS a BRAF [3-8]. Po-
mérné dobfe prozkoumanou je pfima
uméra mezi incidenci melanomu a fak-
tory vnéjsiho prostredi, pfedevsim expo-
zici UV zéreni. Jesté doneddvna se sou-
dilo, Ze neexistuji genetické alterace,
které by podminovaly malignitu daného
melanomu anebo jeho citlivost na che-
moterapii [2]. Dnes jsou v3ak jiz znamy
nejen prvni pomérné spolehlivé predik-
tory progrese, ale pfedevsim prvni ge-
netické mutace podminujici moznost ci-
lené personalizované 1écby terapeutiky,
kterd jiz UspéSné prochazeji prvnimi fa-
zemi klinickych zkousek [9,10].

Ceska onkologicka spole¢nost CLS JEP
na svych webovych strankach publikuje
Zasady cytostatické 1é¢by malignich on-
kologickych onemocnéni, vytvarené

a pravidelné aktualizované pro praci lé-
kafud lécicich onkologické diagndzy. V je-
jich posledni aktualizaci platné k dobé
psani tohoto pfispévku [11] byla pro
Ié¢bu zhoubného melanomu kiize dopo-
rucena adjuvantni imunoterapie interfe-
ronem q, u pacientl klinického stadia
[1B-11IC pak jesté kombinace dakarbazin +
+ multiferon (terapie multiferonem na-
sazovana 3 tydny po zahdjeni podavani
dakarbazinu). Neoadjuvantni chemo- ¢i
imunoterapie neni u melanomu indiko-
véna. Mira odpovédi na lIé¢bu kombinaci
CVD (cisplatina, vinblastin a dakarbazin)
s interferonem a a interleukinem (IL)-2
se pohybuje mezi 18 a 64 %, medidn
preziti mezi deviti a dvandacti mésici, do-
sahovano je 5-7 % kompletnich remisi
(u dalsich chemoterapeutickych metod
bylo dosahovéno vesmés jen 2% kom-
pletnich remisi). Alternativni kombinace
cytostatik BOLD (bleomycin, vinkristin,
lomustin a dakarbazin) ma miru odpo-
védi jesté nizsi (20%) a mediadn preziti
jen tfi mésice. Kombinace DBD/T (da-
karbazin, karmustin, cisplatina, tamoxi-
fen), tzv. Dartmouth regimen, ma miru
odpovédi 46 %, median trvani odpovédi
je pod sedm mésicd. Mira odpovédi na
monoterapii samotnym dakarbazinem
(obr. 2, (1)) je 14-20%, fotemustinem
34 %, temozolomidem 17 % ve vybra-
nych pfipadech [12-15].
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Obr. 1. (A) Casova kfivka incidence (@) a mortality (®) zhoubného melanomu kiize
(c43) v Ceské republice [54]. (B) Incidence (M) a mortalita () zhoubného mela-
nomu v odlisnych regionech svéta a v jednotlivych zemich stfedni a vychodni Ev-
ropy [1]. VSechny hodnoty jsou vékové standardizovany, vyjadieny v poctu pripadu

na 100 000 obyvatel.

Soucasné terapeutické pfistupy pro
[é¢bu pacientl s vysoce rizikovymi ma-
lignimi melanomy zGstavaji u nas i ve

svété stale neefektivni [12,16]. V poca-
tec¢nich fazich onemocnéni dosahuje
vybornych vysledkd chirurgickd 1é¢ba.

Ve fazi diseminace se viak melanom
fadi mezi nejobtiznéji 1écitelné dia-
gnozy a i za uZiti vyse zminénych metod
je témér vzdy fatalni. Nemoc je pova-
Zovana za chemorezistentni i radio-
rezistentni. Median preziti nemocnych
se pohybuje mezi Sesti a deviti mésici,
prfeziti 5 a vice let byva zaznamenano
jenv 1-2 % pripadl [13].

B-RAF v normalnich

a transformovanych
melanocytech

Melanocyty jsou specializované bunky
nasi pokozky specializované na pro-
dukci pigmentu, ktery nds nasledné
chrani pfed negativnimi ucinky UV za-
feni. Jsou rezidentnimi burikami po-
kozky, kterd ovliviiuje jejich biologické
funkce prostfednictvim hned nékolika
parakrinnich drah. Parakrinné produ-
kované faktory ovliviiuji v melanocy-
tech signalni drahy regulujici prestavbu
cytoskeletu, metabolizmus a genovou
expresi. Mezi klicové drahy, jejichZ pro-
jevy jsou u melanocytd ovlivnény para-
krinni signalizaci, patfi RAS/RAF/MEK/
/ERK (MAPK) draha a draha cyklického
AMP (cAMP).

V tomto pfispévku se zaméfime pre-
devsim na MAPK drahu. Prvni z jejich
¢lend, RAS, je malym, na membranu
vazanym G proteinem. Funguje jako
GTPaza, je tedy aktivovan vyménou GDP
za GTP, kterd je v klasickém modelu zpro-
sttedkovéna proteinem Sos, nejcastéji
po aktivaci nékterého z membranovych
receptori mimobunécnym podnétem
(typicky rGstovym hormonem, interleu-
kinem atp.). Aktivovany RAS spousti kas-
kadu proteinovych serin/threoninovych
kindz (RAF, MEK), ktera vyustuje v akti-
vaci MAP kindz, napf. ERK1/2 ¢i Elk. Tyto
se po fosforylaci translokuji do jadra
bunky a stimuluji genovou transkripci,
typicky prostfednictvim transkripénich
faktorG Fos a Jun.

Pojmy RAS a RAF ve skutecnosti
oznacuji celou rodinu proteinl. Déle
se budeme zabyvat rodinou RAF, kterd
u savcl (a tedy i u lidi) sestava z pro-
teind A-RAF, B-RAF a C-RAF. Vsechny
tfi jsou schopny jiz zminéné hlavni
funkce - aktivace kindzy MEK -, ale
navzajem se lisi jednak v tkanové dis-
tribuci, jednak v nékterych detai-
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Obr. 2. Slouceniny uzivané ke klinické a preklinické terapii zhoubného melanomu.
(1) dakarbazin, (2) PLX4032, (3) AZ-628, (4) GDC-0879, (5) PLX4720, (6) imatinib mesy-

late, (7) sorafenib.

lech svého pusobeni, napf. ve schop-
nosti translokace k cytoplazmatické
membrané, schopnosti konformac-
nich zmén a vazby nékterych interak¢-
nich partnerd. Tyto tfi proteiny jsou
schopny tvofit diméry, at uz homo-
diméry (dva proteiny stejného typu),
anebo heterodiméry (po jednom pro-
teinu dvou rdznych typ(, typicky napf.
jeden B-RAF a jeden C-RAF).

Ve velkém mnozstvi lidskych zhoub-
nych melanomu (ptiblizné ve 40-70 %)
je pfitomen mutantni B-RAF. Ten nadto
byva pfitomen v 7-8% vsech neo-
plazii. Mezi dalsi typy nadord s vyso-
kou frekvenci mutaci kindzy B-RAF
patfi papilarni i anaplasticky karcinom
stitné Zlazy, kde byvaji detekovany ve
40-70% pripadd. Naopak zbyvajici dvé
molekuly rodiny RAF mutovany nejsou,
patrné kvuli jejich odliSnym enzymatic-
kym vlastnostem [9,17]. Jednoznacné
nejcastéjsi mutaci molekuly B-RAF je

substituce V600E (1799 T > A), ktera ma
za nasledek ~138ndsobné zvyseni ak-
tivity kindzy B-RAF oproti nemutované
molekule a kterd zplsobuje konstitu-
tivni aktivaci MAPK signalni dréhy, dete-
kovatelné napfiklad na drovni molekul
MEK a ERK [18-20]. Zde je na misté po-
znamenat, ze mutace na obdobné po-
zici v molekule C-RAF ma diametralné
odlisny ucinek. Enzymaticka aktivita ki-
nazy C-RAF se po zavedeni této mutace
téméf neméni, coz mimo jiné vysvétluje
odlisny zpusob regulace téchto dvou
blizce pfibuznych molekul [17]. Naopak
pokud zavedeme do melanocytld mo-
lekulu B-RAF6%€, dochazi k jejich oka-
mzité transformaci asociované se zlep-
senym prezivanim transformovanych
bunék a zvysenou rychlosti prolife-
race [21-25]. Dal$i mutace v molekule
B-RAF s podobnymi ucinky jsou znamy
(L597V, G464V, G469A), ale vyskytuji se
jen s velmi nizkou frekvenci [18].

Tab. 1. Hodnoty IC_  inhibitoru
PLX4032 namérené in vitro proti ci-
lové mutantni B-RAF kinaze a né-
kterym dalsim lidskym kinazovym
molekuldm. Uvedeny jsou hod-
noty IC, proti RAF kindzam, dale
kinazové molekuly, ke kterym mél
PLX4032 ve screenu vice nez 200
kindz IC_; < 100 nM, a vybrané pfi-
klady ostatnich kinazovych mole-
kul [10].

Kinaza IC,, [nM]
B-RAFV600E 31
C-RAF 48
B-RAF 100
SRMS 18
ACK1 19
MAP4K5 51
FGR 63
LCK 183
LYNB 599
CSK, SRC, FYN,

ABL, IGFRT,

EGFR, EPHA1-4, > 1000 nM

EPHA7, FGFR1-4,
mTOR, PDGFRB,
SYK, ZAP70, etc.

PLX4032 - prvni uspésny
inhibitor zhoubného
metastazujiciho melanomu

V srpnu 2010 byly publikovany velmi
zajimavé vysledky multicentrické kli-
nické studie faze | [9], ve které byly pa-
cientlim s melanomem podavény rizné
déavky inhibitoru PLX4032 (Plexxikon;
RG7204, Roche Pharmaceuticals; vemu-
rafenib; obr. 2, (2)). Tento inhibitor je za-
méfen na molekuly B-RAFY6%%, s nizsi
specifitou inhibuje i ostatni ¢leny rodiny
RAF a nékolik dalsich kinaz (tab. 1), ne
vsak samotny nezmutovany B-RAF, coz
je dulezité pro selektivni [é¢bu nadord
se somatickymi mutacemi této kinazy.
Oproti jinym RAF inhibitordm, napf.
AZ-628 (obr. 2, (3)) ¢i GDC-0879 (obr. 2,
(4)), zpUsobuji PLX4032 i jeho analog
PLX4720 (obr. 2, (5)) tvorbu vodikové
vazby mezi NH skupinou kyseliny aspa-
ragové B-RAFP*** a dusikem ze -SO,NH,
skupiny inhibitoru a vysunuti aC helixu

Klin Onkol 2011; 24(4): 256-264
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Tab. 2. Koncentrace inhibitoru PLX4032, pfi nichZz dochazi k zastaveni rlstu
a regresi xenotransplantat(i bunécné linie lidského karcinomu COLO205 [51].

Davka PLX4032

6 mg/kg 1x denné
20 mg/kg 1x denné
20 mg/kg 2x denné

molekuly B-RAFY6%E [10]. Preklinické stu-
die ukazaly, Ze PLX4032E a PLX4720 jsou
schopny inhibice mutantni kinazy v niz-
kych nanomolérnich koncentracich a ze
v souladu s pfedpoklady vedou k potla-
ceni signalizace v MAP kindzové draze.
V tadové vyssich koncentracich je tento
inhibitor schopen blokovat prolife-
raci bunék s mutantni B-RAF kindzou
[26,27]. Orédlné podavany PLX4720 in-
hibuje rdst a ve vy3sich davkach zpiso-
buje regresi xenotransplantatud lidskych
melanomi do imunodeficientnich mysi
(tab. 2). Zadné z vy3e popsanych efektd
nebyly pozorovany u bunék exprimuiji-
cich pouze nemutovanou kinazu B-RAF.

Ve zminéné studii [9] byl inhibitor po-
davan plvodné v krystalické formé,
200 mg p.o. denné. Oproti pfedpokla-
dim se ukazala neucinna, detailnéjsi
analyza vysledkud ale poukdzala na sku-
te¢nost, ze v krevnim séru byly hladiny
inhibitoru jen velmi nizké a divodem
nedostatecné Ucinnosti nebyla jeho
mald aktivita, ale nizkd prostupnost in-
hibitoru do krevniho recisté. Nabor pa-
cientll byl proto zastaven a byla vyvinuta
nova forma inhibitoru, mikroprecipito-
vany prasek podavany opét peroralné ve
formé kapsuli ¢i tablet.

Do studie byli zahrnuti pacienti nad
18 let s pevnymi nadory histologicky ne-
odpovidajici na konvenéni formy tera-
pie. ECOG skére (Eastern Cooperative
Oncology Group score) vsech pacientt
bylo 0 nebo 1, tzn. pacienti byli schopni
nejméné lehké prace, ocekdvana doba
preziti u nich byla tfi nebo vice mésicd,
byli bez zvétSujicich se ¢i nestabilnich
metastaz v mozku, s dobrou funkci jater
a ledvin a s normalnim hematologickym
obrazem. Naprostd vétsina kohorty pa-
cientd, u nichz byl zkouman vliv zvysu-
jici se davky léku (89%, 49 z 55), méla
diagnostikovan metastazujici melanom,
tfi ze zbyvajicich Sesti pacientl méli pa-

Odpovéd

zpomaleni ristu nadoru
zastaveni rdstu nadoru
regrese nadoru

pilarni karcinom stitné Zlazy s mutaci
B-RAFV6%%E Screening na tuto mutaci
nebyl pro zahrnuti do studie pozadovan,
ale mutace byla v prabéhu studie iden-
tifikovdna u vétsiny zkoumanych sub-
jektl. Pacientdim byl podavan inhibitor
v koncentracich 160-1 120mg 2x denné.
Davka 160mg 2x denné neméla zadny
vliv na rast nadoru. Odpovéd na poda-
vani [éku se zvysujici se davkou rostla:
pfi 240mg 2x denné byl Iék Gcinny
u jednoho z 16 pacientli s B-RAFV60E
mutaci, pfi 320-360mg 2x denné
u dvou ze Ctyf pacientl, pfi 720 mg
2x denné u ctyf ze Sesti pacientd. Pii
davce 1 120 mg inhibitoru 2x denné byla
pozitivni odpovéd zaznamenana u Ctyf
z péti testovanych pacientl. Primérna
doba odpovédi byla dva az > 18 mésica.
Céste¢na ¢ kompletni odpovéd byla za-
znamenana i u tfi pacientd s papildrnim
karcinomem stitné Zlazy, ktefi byli do
studie také zahrnuti. Naopak zadna od-
povéd nebyla zaznamendna u péti pa-
cientll s metastazujicim melanomem, je-
jichz nadory nenesly mutaci B-RAFV60E
a ktefi obdrzeli = 240 mg 2x denné. P¥i
davkach do 720mg 2x denné nebyly
u pacientl pozorovany zadné nezadouci
vedlejsi efekty. Davka 960 mg 2x denné
byla pozorovana jako tolerovana u sku-
piny prvnich Sesti pacient( v ¢asti stu-
die zkoumajici vliv zvysujicich se davek
Iéc¢iva. Vy3si davky, 1 120mg 2x dennég,
zpUsobovaly u vétsiny pacientl vyrazku
(stupné 3), u nékterych Unavu (stupné 3)
a artralgii (rovnéz az stupné 3) [9].

Na zakladé vyse popsanych vysledkl
byla davka 960mg 2x denné (AUC_ _,
1741 uM X h p¥i polo¢asu 50 hod) pou-
Zita pro rozsifeni studie. Do tohoto rozsi-
feni byli pro lepsi vypovidaci schopnost
zahrnuti jen pacienti s mutaci B-RAF60,
na které je lék cilen. Tato davka léciva
byla béhem 15 dnl schopna velmi vy-
razné snizit hladinu cyklinu D1, proteinu

Ki-67 a hladinu fosforylace ERK kindazy.
Zajimavé je, ze ERK v bunécném jadre
byl pisobenim inhibitoru defosforylo-
van rychleji nez cytoplazmaticky ERK.
Nicméné zmény ve fosforylaci cytoplaz-
matického ERK kinazy velmi dobte ko-
relovaly s odpovédi na Ié¢bu, zatimco
zmény ve fosforylaci ERK kindzy v bunéc¢-
ném jadie s odpovédi na lé¢bu nekorelo-
valy viibec [10]. U 81 % pacientt (26 z 32)
byla zaznamenana odpovéd na lécbu -
u dvou z nich Uplna, u 24 castecna. Me-
dian preziti jesté nebylo mozno v dobé
psani prace stanovit, nebot 16 ze 32 pa-
cientl prezivalo po vice nez 18 mésicl
(bude se pohybovat nad sedm mésicu).
Béhem prodlouzeného podavani léciva
se ukazaly pomérné silné vedlejsi efekty
i u pouzité davky 960 mg 2x dennég, tedy
nejen u vyssiho davkovani, jak naznaco-
val pfedchozi experiment. 41 % pacient(
(13z32) sivyzadalo snizeni davky na 720,
fid¢eji az na 600 nebo 480 mg 2x denné.
Nejcastéjsimi vedlejsimi efekty druhého
¢i tfetiho stupné byly opét artralgie, vy-
razka, nevolnost, fotosenzitivita, Unava,
spinocelularni karcinomy, svédéni a dy-
sestezie. Spinocelularni karcinomy byly
zaznamendny u 31% pacientd, kterym
byla podavdna davka 960 mg inhibi-
toru 2x denné. Median doby, kterd uply-
nula od za¢atku podavani léc¢iva do ob-
jeveni se spinocelularnich karcinomd,
byl osm tydnU [9]. Tyto zmény nebyly
pozorovany v rdmci preklinickych stu-
dii na potkanech a psech, u kterych
koncentrace inhibitoru dosahovaly po-
dobnych ¢&i vyssich hodnot nez u lidi -
AUC_,, 2600 uM x h (potkani) a AUC_,,
820 uM X h (psi), pticemz podavano jim
bylo az 1 000 mg/ kg/den [28].

Inhibitor PLX4032 byl pfedmétem jiz
sedmi studii zahrnutych v databazi Cli-
nicaltrials.gov. Nékteré z nich jesté pro-
bihaji, ¢ast jiz byla ukoncena. Probéhly
¢i probihaji hned ¢tyfi studie faze I.
V prvni z nich (NCT00405587) byly u 75
pacientl s kolorektalnim karcinomem ¢i
melanomem zkoumany vedlejsi efekty
a farmakodynamicka aktivita v biopsiich
pfedmétnych nador( kvantifikaci mar-
keru bunéc¢né proliferace Ki67 a kvan-
tifikaci hladiny fosforylace kinazy ERK.
Druhd ze studii faze | (NCT01107418) se
zabyva podavanim inhibitoru PLX4032
pacientim s melanomem, ktefi jiz pro-
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délali predchozi 1é¢bu klasickymi meto-
dami. Tato studie byla zahdjena teprve
v kvétnu 2010, bylo jiz nabrano cilovych
55 pacientl. Vyhodnocovéna bude far-
makokinetika (koncentrace inhibitoru
v plazmé), indicence nezadoucich ved-
lejSich efektd, budou provedena bézna
laboratorni vysetfeni na bezpecnost
a tolerabilitu, sledovana bude mira od-
povédi a preziti. V tieti a Ctvrté ze stu-
dii faze | je zkoumana farmakokinetika
a metabolizmus tohoto léciva u pa-
cientd s metastazujicim melanomem
v monoterapii (NCT01164891) a v kom-
binaci s jinymi léCivy (NCT01001299).
V prvni ze zminénych studii bude |é¢ivo
oznaceno radioaktivnim uhlikem ™C
a budou zjistovany mechanizmy elimi-
nace léciva, samoziejmé vedlejsi ucinky,
laboratorni parametry a ECG, mira od-
povédi a velikost nddorl pomoci CT,
MRI, scintigrafie kosti a délka preziti. Ve
druhé ze zminénych studif je zjiStovan
vliv inhibitoru PLX4032 na farmakokine-
tiku substrat CYP450 v kombinaci ko-
fein, warfarin + vitamin K, omeprazol,
dextrometorfan a midazolam. Mezi vy-
stupy budou patfit hodnoty koncent-
race PLX4032 a dalSich vyse uvedenych
péti sloucenin v krvi véetné jejich meta-
bolitl, mira odpovédi, délka trvani od-
povédi, ¢as do zacatku odpovédi, preziti,
preziti bez progrese a bézné laboratorni
hodnoty. Od roku 2009 probiha v USA
a Australii studie faze Il (NCT00949702)
podavajici inhibitor PLX4032 pacien-
tdm s metastazujicim melanomem. Jde
o open-label studii za u¢elem potvrzeni
efektivity Iécby. Hlavnimi vystupy je
mira odpovédi (kritéria RECIST), trvani
odpovédi, preziti bez progrese, mira
zlepseni fyzického stavu, preziti, ved-
lejsi efekty, laboratorni hodnoty, farma-
kokinetika, kvalita Zivota vyjadfend po-
moci FACT-M a ovéreni metodiky zvané
CoDx (Hoffmann-La Roche) detekujici
mutaci B-RAFY6%, B&zi jiz i studie faze Il
(NCT01006980) zamérujici se na mono-
terapii inhibitorem PLX4032 u pacient(
s metastatickym melanomem bez pred-
chozi |é¢by (porovnani s monoterapif
dakarbazinem). Léc¢ba prvniho pacienta
v této studii byla zahéjena v lednu 2010,
studie samoziejmé jesté stale pokra-
Cuje. Jde bohuzel o open-label studii;
vystupnimi daty bude celkové preziti

vyhodnocované dva roky po zahdjeni
1é¢by, vedlejsimi vystupy pak preZiti bez
progrese, mira odpovédi, trvani odpo-
védi, zaznamenany samoziejmé budou
vedlejsi efekty. Bude zjistovana maxi-
malni dosazend koncentrace PLX4032
v plazmé a farmakokinetika tohoto Ié-
¢iva. Podminkou zarazeni do studie
je kromé jiného pozitivita na mutaci
B-RAFV6%E — jde tedy o klasicky ptiklad
personalizované mediciny vyzadujici
predvybér pacient(, u nichz je oceka-
vana dobrd odpovéd na podévané lé-
¢ivo, podobné jako by v CR bylo zédouci
specifikovat uzivatelské skupiny pro po-
davani jiz schvalenych inhibitor( kinazy
EGFR [29]. Na zakladé ptedbéznych vy-
sledki zminéné studie faze Ill FDA
schvdlila, ze PLX4032 mze jiz byt po-
davan v rezimu ,expanded access” (viz
NCT01248936), tedy Ze je jiz dostupny
i pacientlm, ktefi se sice nekvalifikuji
pro studii, ale mohli by z |é¢by benefi-
tovat. PLX4032 je prvnim inhibitorem
nadorového bujeni, ktery se Plexxiconu
podafilo protlacit az do treti faze kli-
nickych zkousek (ve spolupraci s Roche
Pharmaceuticals). Velmi impresivni sku-
pina dalsich je ale jiz ve stadiu preklic-
kého testovani a prvnich dvou fazich kli-
nického testovani.

Kontraindikace PLX4032

| kdyzZ to autofi ve své klicové studii [9]
nezminuji, podavéni inhibitoru PLX4032
je velmi problematické u pacientli ne-
soucich nejen mutaci B-RAFY, ale i ak-

mutantni BRAF
bez inhibitoru

zdrava burnka
bez inhibitoru

RAS-GTP RAS-GTP

| !

mutantni BRAF
+ inhibitor BRAF

RAS-GTP

tiva¢ni mutaci nékterého z gent rodiny
RAS [28,30-32]. A¢ PLX4032 jiz prosel
diky slibnym vysledkim az do faze Il kli-
nickych zkousek v 1é¢bé maligniho me-
lanomu, vznikl opakované problém: pfi-
blizné u Ctvrtiny pacientd se vyvinuly
hyperproliferativni 1éze v kGzi, kera-
toacanthomy, u nékterych i spinocelu-
larni karcinomy [9]. Tvorba koznich lézi
jeznamaiv pfipadé podavani jinych RAF
inhibitord (sorafenib, XL281, GSK118436)
[31-35]. Ve viech pfipadech ale zminéné
patologie vymizely, kdyz bylo podavani
inhibitoru ukonceno. Inhibitor PLX4032
totiz podobné jako jiné inhibitory akti-
vity kinazy B-RAF efektivné potlacuje jeji
enzymatickou ¢innost. V nadorech ne-
soucich zminénou onkogenni mutaci
skute¢né dochazi k naprostému utlu-
meni signalizace pfes jeji signaini drahu.
Pokud ale cilova bunka nese i mutaci
v G proteinu RAS (k ¢emuz dochazi velmi
¢asto), inhibitor PLX4032 na potlaceni
rlstu nadoru nestaci, a naopak jej stimu-
luje. Sice potlacuje kindzovou aktivitu
svého substratu, ale vedlejsim efektem
je stimulace membranové lokalizace to-
hoto substratu, jeho homo- ¢i heterodi-
merizace s dals$imi molekulami kindzy
B-RAF nebo blizce ptibuzné C-RAF a na-
sledna transaktivace dimér(l. Ddvodem
jsouzmény konformace substratu po na-
vazani inhibitoru, které jsou nezavislé na
potlaceni samotné kindzové aktivity. Ke
vzniku nadoru tedy vedou potencialné
hned tfi cesty (obr. 3). Samotny PLX4032
je schopen se vazat i na C-RAF, za podmi-

mutantni RAS
+ inhibitor BRAF

hyperaktivni RAS-GTP

|

RAF BRAF dimerizuje, BRAF dimerizuje, BRAF a CRAF dimerizuiji,
je hyperaktivni ale je inhibovan RAS je aktivuje
MEK MEK MEK MEK
Erk Erk Erk Erk
rostouci nadorové smrt buriky keratoacanthomy
burika bujeni Ié¢ba nddoru spinocelularni karcinomy

Obr. 3. Schematické znazornéni vedlejsich ucink inhibitoru PLX4032 v bunkach s mu-
tacemi v genech RAS a BRAF. Podle [30,39], upraveno.
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nek in vitro byla IC,  této vazby jen o dvé
tretiny vyssi oproti vazbé na B-RAFV6OE,
coz naznacuje pomérné znacny poten-
cidl k paralelni inhibici molekuly C-RAF.

Ve vétsiné bunék k tomu skute¢né do-
chazi, ale v bunkach s hyperaktivni ki-
nazou RAS bylo experimentalné proka-
zano, ze pfi pouzivaném davkovani nenfi

PLX4032 signalizaci pres C-RAF v téchto
bunkach schopen zabréanit. Moznym
mechanizmem, kterym by se této ne-
Zadouci aktivité v bunkach s hyperak-
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Obr. 4. Bibliometricka analyza dokumentujici rychly vzestup zdjmu o témata diskutovana v tomto prispévku, at jiz jde o samot-
nou inhibici aktivity B-RAF kindazy, ¢i obecné o personalizovanou medicinu jako takovou. Analyza byla provedena dle protokolu
popsaného detailnéji diive [55]. Kratce, v databazové platformé WOS byl vyhledan pocet publikaci o (A) inhibitoru PLX4032,
(B) mutaci B-RAFV600E, (C) RAF kinazach ve vztahu ke vzniku a progresi nadorového bujeni, (D) melanomech a (E) personalizo-
vané mediciné. Pouzité vyhledavaci fraze a celkovy pocet nalezenych zaznam?i byl nasledujici: (A) Topic=(pIx4032); n = 29 zaznam;
(B) Topic=(V600E); n = 586 zaznamu; (C) Title=(raf) AND Title=(cancer* OR tumor* OR tumour¥); n = 339 zaznamu; (D) Title=(mela-
noma); n = 45,192 zaznam; (E) Title=(personalized medicine); n = 606 zaznamu. Vyhledavani reprezentuje pouze zaznamy zahr-
nuté v databazové platformé WOS a obsahuijici v nazvu (C-E), popt. i v abstraktu ¢i klicovych slovech (A-B) pfedmétnou frazi. Vyhle-

davani bylo provedeno 9. ledna 2011.
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tivnim proteinem RAS dalo zamezit, je
paralelni inhibice kindzy C-RAF pomoci
PKA a/nebo cAMP. Pokud by bylo mozno
roli PKA nebo samotného cAMP v cilo-
vych bunkach posilit, kombinovanou te-
rapii by bylo mozné dosahnout vymizeni
nezadoucich efektli pozorovanych pfi
monoterapii inhibitorem PLX4032 u pa-
cientll s nadory nesoucimi mutace v ge-
nech pro B-RAF i RAS protein [36].

V pozorovanych patologiich induko-
vanych poddvanim PLX4032 mutantni
hyperaktivni RAS zpUsobuje aktivaci RAF
kinaz, jejich vazbu na membranu a di-
merizaci, a tim stimuluje buriky k rastu.
ProtoZe PLX4032 stimuluje vznik téchto
dimérd, nechténé podporuje také vznik
benignich i malignich nadorl [30,37].
Mutace RAS kindzy se nevyskytuji jen
v benignich keratoacanthomech, ale
Casto také zplsobuji nadory plic, které
jsou ve svych ranych stadiich (odpovi-
dajicich délce trvani dosud provede-
nych studii PLX4032) mnohem obtiz-
néji detekovatelné a zarovenn mnohem
nebezpecnéjsi.

Vznik rezistence na PLX4032 byl re-
centné popsan i prostrednictvim mecha-
nizmu zahrnujiciho receptorovou tyrozi-
novou kinazu PDGFRp. Zvysena exprese
této kindzy vede ke vzniku rezistence na
PLX4032 nezavisle na kindze MEK a pfi
absenci rezistenci zpuUsobujicich mu-
taci v molekule B-RAF. Tato nové data
byla ale ziskana sekvencovanim vzorkd
z pouhych 12 pacient(, z nichz pét zis-
kalo rezistenci pravé prostiednictvim
overexprese PDGFRp [38]. Podobné byla
na jiné kohorté pacientli vystavenych
PLX4032 zjisténa zvy3ena exprese inzu-
linového receptoru IGF-1R a s ni souvise-
jici zvysena fosforylace Akt kindzy pfi ab-
senci mutaci v molekulach B-RAF, N-RAS
a PTEN [39]. Pro posouzeni klinické rele-
vance vztahu exprese a aktivity recepto-
rovych kinaz PDGFR a IGF-1R k poda-
vani inhibitoru PLX4032 bude zapotiebi
rozsahlejsich kohort pacientl umoznuji-
klinickou praxi.

Je mozné, ze RAF inhibitory vyuzivané
v klinickém a preklinickém vyzkumu
zpUsobuji i jiné zmény bunécné signa-
lizace. Inhibitor PLX4032 m4 schopnost
modulovat aktivitu pomérné Siroké ple-
jady molekul s IC_; v podobném roz-

mezi jako pro B-RAFY&, Patfi mezi né ki-
nazy SRMS, ACK1, C-RAF, MAP4K5 (KHS1)
a FGR (tab. 2). MAPK draha je nadto regu-
lovana i jinymi enzymy a adaptorovymi
proteiny, jmenovité fosfatdzami [40-42]
¢i adaptorovymi proteiny, jakymi je
14-3-3 [43].

Jednim z novétorskych ptistupl je re-
centni studie autorl ze zndmého Insti-
tutu Broadovych [44], kdy autofi expri-
movali 600 kindz a kindzam pribuznych
otevienych ¢tecich rdmcll a testovali
jejich vliv na rezistenci bunék nesou-
cich mutaci B-RAFY6®t k podavanému
RAF inhibitoru. Zjistili, Ze pomoci genu
MAP3K8 kédujiciho proteinovy produkt
COT/Tpl2 jsou schopni tuto rezistenci
ovlivnit. Protein COT aktivuje kindzu ERK
prostfednictvim mechanizmu zavislého
na kindze MEK, ale nezavislého na sig-
nalizaci pfes RAF. Aby toho nebylo malo,
exprese proteinu COT je asociovdna
s de novo rezistenci jak buné¢nych linii
s B-RAFYS%E tak i melanomU z pacientu
po relapsu onemocnéni po Ié¢bé inhi-
bitory kindz MEK nebo RAF [44]. Kombi-
novanad terapie inhibitory proteint COT
a RAF je tak do budoucna jednou z moz-
nosti, jak déle prodlouzit pfezivani pa-
cientli se zhoubnym melanomem.

Zaver

Personalizovana medicina se stava pro
vyvoj novych protinddorovych léciv
v poslednich letech typickou (obr. 4).
Pouze molekuldrné-biologickd charak-
terizace malignich onemocnéni totiz
¢asto umozniuje rozlisit histologicky
identické malignity vzniklé odliSnymi
patogenetickymi procesy. Do persona-
lizované terapie melanomu v soucas-
nosti nefadime pouze inhibici kindzy
B-RAF diskutovanou v tomto ¢lanku,
ale i inhibitory kinazy KIT. Imatinib
(obr. 2, (6)) je totiz schopen zpUsobit re-
gresi 33% melanomu nesoucich mu-
tace v kinaze KIT [45]. Je ale nutno po-
dotknout, Ze oproti BRAF mutacim jsou
mutace v kinaze KIT v melanomech po-
meérné vzacné.

Vyse popsané vysledky s inhibito-
rem PLX4032 jsou vyrazné slibnéjsi nez
pfedchozi testy s jinymi RAF inhibitory.
Napf. sorafenib (Nexavar, Bayer; obr. 2,
(7)), inhibitor kindzy B-RAF (jak nemu-
tované, tak té se substituci B-RAFV600F)

a zéaroven inhibitor pfibuzné kinazy
C-RAF, jednak postrada selektivitu pro
B-RAFV%%E mutaci a jednak v klinickych
zkouskach jak v monoterapii, tak v kom-
binaci s chemoterapeutiky nevedl k pr-
kaznému zlepseni oproti stavajicim dru-
hdm terapie [46-49]. DGvody nejsou
prilis ziejmé, patrné jde o vedlejsi Gcinky
inhibice nemutované kindzy B-RAF
a C-RAF znemoznujici zvySeni koncent-
race sorafenibu na hladinu dostate¢nou
k potlaceni rGistu nadoru.

Do budoucna bude nutno vyfesit pro-
blém vzniku rezistence na PLX4032,
ktery Flaherty et al [9] zaznamenali v F3-
dech mésicl po zahajeni podavani inhi-
bitoru u pacientd, ktefi k nému byli zpo-
¢atku senzitivni. Tento problém je nutno
vzit v potaz predevsim v perspektivé bu-
douciho prodlouzeni doby prezivani pa-
cientd s melanomem. Velmi recentné,
25. bifezna 2011, schvalil americky FDA
klinické pouziti protilatky ipilimumab
(Bristol-Myers Squibb) cilené proti inhi-
bi¢ni molekule CTLA-4 v terapii mela-
nomu [50]. Tato terapie ovliviiuje imu-
nitni systém mimo jiné i u pacientl
rezistentnich k B-RAF inhibitorim,
a dava tak do budoucna velkou nadéji
pro dalsi prodlouzeni preziti pacientl
s malignim melanomem.

Inhibitor PLX4032 neplsobi na na-
dory nesouci nemutovany B-RAF [26,51].
V soucasné dobé predstavuje nejefek-
tivnéjsi metodu lé¢by melanomu u pa-
cientd s aktiva¢ni mutaci B-RAFV6% (viz
vyse), popf. i u pacientd s obdobnou
mutaci B-RAFV6%% [52]. Samotna mutace
B-RAFY%%E zplisobuje pouze vznik benig-
nich néva [53], do budoucna bude nejen
proto zcela jisté zadnouci zaméfit se na
vyvoj kombinované terapie zahrnujici
vice signdlnich drah typickych pro vznik
zhoubného melanomu, pfipadné kom-
binovat inhibitor PLX4032 s imunotera-
pii ¢i chemoterapii.
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