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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Mutacje w BRAF bardzo czesto wystepuja w wielu typach nowotwordw, m.in. w czerniaku, raku
brodawkowatym tarczycy i raku jelita grubego. BRAF jest elementem szlaku sygnatowego RAS/
RAF/MEK/ERK (MAPK), ktérego ciagta aktywacja prowadzi do wzrostu proliferacji, zdolnosci
komdérek nowotworowych do przezycia, inwazji i tworzenia przerzutédw. Niskoczgsteczkowe
inhibitory zmutowanej kinazy BRAF zrewolucjonizowaly terapie pacjentéw onkologicznych,
szczegblnie z czerniakiem. Mimo sukceséw w leczeniu pacjentéw z czerniakiem za pomoca
inhibitoréw skierowanych przeciw zmutowanej kinazie BRAF i innym elementom szlaku
RAS/RAF/MEK/ERK (MAPK), pojawiajaca sie oporno$¢ ogranicza dtugotrwalg odpowiedz na
te leki. Mechanizmy opornosci na inhibitory szlaku MAPK sa ztozone, wystepuja na poziomie
genomu i fenotypu. Czesto u tego samego pacjenta wystepuje jednoczesna aktywacja réznych
mechanizméw opornoéci w réznych ogniskach przerzutéw lub nawet w obrebie jednej zmiany.
W przegladzie opisujemy obecny stan wiedzy na temat mutacji w BRAF i ich udziatu w rozwoju
nowotwordw. Przedstawiamy najnowsze osiagniecia w terapii pacjentéw z tymi mutacjami
oraz dyskutujemy rézne mechanizmy opornoéci rozwijajacej sie w odpowiedzi na terapie
skierowana przeciw wzmozonej aktywnosci BRAF.

czerniak - rak brodawkowaty tarczycy - rak jelita grubego - BRAF - BRAFYS° « inhibitory BRAF - szlak
sygnatowy MAPK - terapie celowane

Summary

BRAF is mutated at a high frequency in various malignancies, including melanoma, papillary
thyroid carcinoma and colorectal adenocarcinoma. BRAF is an element of the RAS/RAF/MEK/
ERK (MAPK) pathway, which when constitutively active can lead to increased proliferation rate,
enhanced survival, invasion and metastasis. The development of small molecule inhibitors of
mutant BRAF kinase has changed the care of patients, especially with melanoma. Despite the
success in treating melanoma with inhibitors of mutant BRAF and other elements of RAS/
RAF/MEK/ERK (MAPK) pathway, resistance limits the long-term responsiveness to these drugs.
The resistance mechanisms to MAPK pathway inhibition are complex, occur at genomic and
phenotypic levels, and frequently the same patient can simultaneously develop diverse me-
chanisms of resistance in different progressive metastases or even in the same lesion. In the
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current review, we summarize recent research on mutations in BRAF and their importance for
the development of tumor. This review will also give an overview on the current knowledge
concerning therapies for patients harboring mutation in BRAF and discusses the diverse me-
chanisms of resistance developed in response to these targeted therapies.
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wa; AME - Associazione Medici Endocrinologi (Italian Association of Clinical Endocrinologists); APC
—adenomatous polyposis coli; ARAF - serynowo-treoninowa kinaza z rodziny RAF; ATA - American
Thyroid Association; BACC - biopsja aspiracyjna cienkoigtowa; BIM-EL — biatko proapoptotyczne
z podrodziny,BH3-only” (Bcl-2 interacting mediator of cell death); BMF - biatko proapoptotyczne
z podrodziny ,BH3-only” (Bcl-2 modifying factor); BRAFWT — biatko BRAF bedace produktem nie-
zmutowanego genu kodujacego serynowo-treoninowa kinaze z rodziny RAF (Wild Type BRAF);
CIMP - fenotyp metylatora wysp CpG (CpG island methylator phenotype); CIN - niestabilno$¢
chromosomowa (chromosomal instability); c-Kit - receptor o aktywnosci kinazy tyrozynowej (tyro-
sine-protein kinase Kit); COSMIC - Catalogue of Somatic Mutations in Cancer; COT/TPL2 - kinaza
serynowo-treoninowa (cancer osaka thyroid); CRAF - serynowo-treoninowa kinaza z rodziny RAF;
CRC - rak jelita grubego (colorectal cancer); CRD - domena biatek RAF bogata w reszty cysteiny
(cysteine rich domain); EGFR - receptor dla naskérkowego czynnika wzrostu (epidermal growth
factor receptor); EMA - Europejska Agencja Lekéw (European Medicines Agency); ERK1/2 - kinaza
aktywowana przez czynniki zewnatrzkomérkowe 1 2 (extracellular signal-regulated kinase 1/2);
ETA - European Thyroid Association; FDA - Amerykariska Agencja do spraw Zywnosci i Lekéw
(Food and Drug Administration); FLT-3 - kinaza tyrozynowa (FMS-like tyrosine kinase 3); HDAC —
deacetylaza histonowa (histone deacetylase); HGF - czynnik wzrostu hepatocytéw (hepatocyte
growth factor); HRAS - biatko z rodziny RAS (Harvey rat sarcoma viral oncogene homolog); IGF1R
- receptor insulinowego czynnika wzrostu 1 (insulin-like growth factor 1 receptor); JARID1A -
demetylaza histonowa (histone lysine demethylase 1a); KRAS - biatko z rodziny RAS (Kirsten rat
sarcoma viral oncogene homolog); LOH - utrata heterozygotycznosci (loss of heterozygosity);
MAPK - kinazy aktywowane mitogenami (mitogen-activated protein kinases); MEK1/2 - kinaza
kinazy biatkowej aktywowanej mitogenami 1i2; MET - receptor czynnika wzrostu hepatocytéw;
MITF - czynnik transkrypcyjny (microphthalmia-associated transcription factor); MLH1 - biatko
uczestniczace w naprawie DNA (mutL homolog 1); MMPs — metaloproteinazy (metaloproteinases);
MMR - system naprawy btednie sparowanych nukleotydéw (mismatch repair); MSI - niestabil-
nos¢ mikrosatelit (microsatellite instability); NF-kB - jadrowy czynnik transkrypcyjny kB (nuclear
factor kB); NRAS - biatko z rodziny RAS (neuroblastoma RAS viral (v-ras) oncogene homolog);
p16INK4a - biatko p16 (cyclin-dependent kinase inhibitor 2A-CDKN2A); PDGF - ptytkopochod-
ny czynnik wzrostu (platelet-derived growth factor); PDGFR - receptor dla ptytkopochodnego
czynnika wzrostu beta (platelet-derived growth factor receptor beta); PFS - czas przezycia wolny
od progresji; PGC1a - peroxisome proliferation-activated receptor y coactivator 1 a; PI3K — kinaza
3-fosfatydyloinozytolu (phosphoinositide 3-kinase); PTC - rak brodawkowaty tarczycy (papillary
thyroid carcinoma); PTEN - fosfataza PIP3 (phosphatase and tensin homolog deleted on chro-
mosome ten); RBD - domena biatek RAF odpowiedzialna za wigzanie biatek RAS (RAS-binding
domain); RECIST- kryteria odpowiedzi na leczenie guzéw litych (Response Evaluation Criteria in
Solid Tumors); RET/PTC - rearanzacja RET wystepujaca w raku brodawkowatym tarczycy; RGP - faza

472



Zalesna . - Znaczenie mutacji BRAF dla progresji i terapii czerniaka...

wzrostu radialnego (radial growth phase); SA-B-Gal - 3-galaktozydaza zwiagzana ze starzeniem
komorkowym (senescence-associated acidic 3-galactosidase); SCC - rak kolczystokomorkowy
skory (squamous cell carcinoma); SMAD4 - SMAD family member 4; SSA/P - siedzacy gruczolak
lub polip zgbkowany (sessile serrated adenoma/polyp); TGF- - transformujacy czynnik wzrostu
beta (transforming growth factor beta); TP53 — gen kodujacy czynnik transkrypcyjny p53, supresor
nowotworéw; TSA — tradycyjny gruczolak zabkowany (traditional serrated adenoma); TSHR - re-
ceptor dla hormonu tyreotropowego (tyreotropiny); TSP-1 - trombospondyna 1; VEGFR - receptor
czynnika wzrostu srédbtonka naczyn (vascular endothelial growth factor receptor); VGP - faza
wzrostu wertykalnego (vertical growth phase).

Wsrep

Szlak RAS/RAF/MEK/ERK reguluje fundamentalne pro-
cesy komdrkowe, takie jak proliferacja, réznicowanie,
migracja i przezycie [10,32]. Dotychczas poznano cata
grupe biatek RAS o aktywnos$ci matych biatek G oraz
biatka RAF, MEK i ERK, ktére maja whadciwos$ci kinaz
serynowo-treoninowych lub tyrozynowych. Naleza do
nich 3 izoformy biatka RAS: NRAS, KRAS i HRAS, 3 izo-
formy biatka RAF: BRAF, CRAF i ARAF, kinazy MEK1
i MEK2 oraz ERK1 i ERK2. W btonie komérkowej znaj-
dujg sie receptory, ktére po przylaczeniu czasteczek
sygnatowych ulegaja dimeryzacji, co aktywuje biatka
RAS zwigzane z wewnetrzng strong btony komérkowej.
Aktywowane biatko RAS rekrutuje biatko RAF z cyto-
solu do btony komérkowej prowadzac do jego aktywacji.
Aktywna kinaza BRAF fosforyluje biatka MEK1 i 2, ktére
aktywujg biatka ERK1 i 2. Sygnat zostaje przekazany
do jadra komérkowego, co indukuje ekspresje genéw
odpowiedzialnych za wzrost i przezycie komdrki [35].
Regulacja aktywno$ci szlaku moze zachodzi¢ na kazdym
jego etapie poczawszy od receptordw, ale do gtéwnych
miejsc regulacji nalezg biatka RAS i RAF, ktére w przy-
padku mutacji staja sie onkogenami.

Kinaza BRAF ma budowe typowg dla bialek RAF. Mozna
w niej wyrdznié trzy konserwatywne regiony: CR1
i CR2 bedace domenami regulatorowymi obecnymi na
N-koricu biatka oraz region CR3 na C-konicu, ktéry petni
funkcje domeny katalitycznej kinazy (ryc. 1A). W regio-
nie CR1 wyrdzniamy domene RBD oraz CRD, ktére sa
odpowiedzialne za oddzialywanie z biatkiem RAS i lipi-
dami blonowymi [62]. Do RBD moze sie przytaczy¢ tylko
aktywna, czyli potaczona z GTP, postaé RAS, natomiast
przytaczenie RAS do CRD jest niezaleznie od GTP. Region
CR2 jest bogaty w reszty seryny i treoniny, przez co
odgrywa wazna role w aktywacji i umiejscowieniu biatka
RAF [81]. Region ten ma miejsce fosforylacji odpowie-
dzialne za przytaczenie regulatorowego biatka 14-3-
3. W komérkach spoczynkowych biatko BRAF hamuje
aktywno$¢ przez blokowanie domeny katalitycznej.
W nieaktywnej postaci region konserwatywny z moty-
wem aminokwasowym DFG, znajdujacym sie w petli
aktywujacej, jest potozony blisko bogatej w glicyne
petli P. W konsekwencji fragment petli aktywujacej oraz
fragment bogaty w glicyne znajduja sie w bezposred-
nim sgsiedztwie i sa stabilizowane przez oddziatywania
hydrofobowe. W wyniku takiego uktadu przestrzennego

wokot rowka katalitycznego jest brak do niego dostepu.
Aktywacja BRAF zachodzi po fosforylacji petli akty-
wujacej, doprowadzajac do zmiany konformacji prze-
strzennej, ktéra polega na przesunieciu sie motywu DFG
i destabilizacji oddziatywari hydrofobowych w taki spo-
séb, ze motyw DFG odstania kieszeni dla ATP. Dopiero po
usunieciu tej zawady przestrzennej, ATP i substrat bial-
kowy - MEK1/2 moga sie przytaczy¢ do miejsca katali-
tycznego (ryc. 1B) [13,81]. Ze wszystkich biatek rodziny
RAF, BRAF jest najsilniejszym aktywatorem kinazy MEK
[13,81]. Jest to zwiazane z wysoka podstawowg aktyw-
nos$cig BRAF jako kinazy w poréwnaniu do CRAF czy
ARAF [107]. Ponadto, natadowany ujemnie N-koniec tego
biatka duzo tatwiej taczy sie z biatkiem RAS. Tylko MEK 1
i 2 sa aktywowane przez BRAF. Dzieje sie tak dlatego, ze
na C-koficu MEK1/2 wystepuje fragment bogaty w pro-
line, ktdry nie wystepuje w innych biatkach rodziny MEK
[13]. Aktywacja ERK1/2 przez MEK1/2 uruchamia petle
negatywnego sprzezenia zwrotnego, ktére ogranicza
aktywnos$¢ BRAF.

Mutacje w BRAF wystepuja z duza czesto$ciag w wielu
typach nowotworéw, m.in. w czerniaku, raku brodawko-
watym tarczycy i raku jelita grubego. Ich rodzaje i zna-
czenie w rozwoju nowotwordw oraz préby ograniczenia
onkogennych wiasciwo$ci zmutowanej kinazy BRAF za
pomoca odpowiednich terapii sa przedmiotem niniej-
szego przegladu.

MUTACJE BRAF W CZERNIAKU

W praktyce klinicznej niezwykle istotna jest znajomosé
czynnikéw prognostycznych danej choroby, szczegdlnie
nowotworowej w celu zaplanowania leczenia pooperacyj-
nego i okreslenia jego skutecznosci. Do czynnikéw ztego
rokowania w czerniaku naleza m.in. wielko$¢ guza, glebo-
ko$¢ nacieku wedtug Breslowa, stopien Clarka, obecnosé
owrzodzenia czy liczba mitoz. Najistotniejszym czyn-
nikiem rokowniczym dla pacjentéw z czerniakiem jest
obecno$¢ przerzutéw do weztéw chtonnych [62]. Decyzje
terapeutyczne sa podejmowane w oparciu o system kla-
syfikacji AJCC z wykorzystaniem powyzszych parame-
tréw. Niestety w praktyce obserwuje sie duzg rozbieznosé
w przebiegu klinicznym i progresji choroby u pacjentéw
z tym samym stopniem zaawansowania choroby, dlatego
prowadzone sa badania majgce na celu rozszerzenie stan-
dardowej diagnostyki o biomarkery przydatne w rozpo-
znawaniu pacjentéw o podwyzszonym ryzyku progresji
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Ryc. 1. Struktura biatka BRAF; A - schemat rozmieszczenia konserwatywnych domen oraz miejsc przytaczenia biatek requlatorowych: 14-3-3 i RAS. Zaznaczono
migjsce, w ktorym wystepuje V60OE, najczestsza mutacja BRAF, w obrebie petli aktywujacej. B - struktura 3D regionu CR3 zmutowanej kinazy BRAFY®%, Kolorem
czerwonym zaznaczono petle aktywujaca, w ktorej wystepuje mutacja BRAFY%E, Model powstat z uzyciem programu Swiss-PdbViewer 4.1.0 oraz pliku 3067

pobranego z Protein Data Bank (http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do)

czerniaka. Poszukuje sie korelacji miedzy wystepowa-
niem mutacji protoonkogendw, takich jak BRAF i NRAS
a cechami kliniczno-patomorfologicznymi.

Ombholt i wsp. [74] przeprowadzili analize zaréwno zmian
pierwotnych, jak i przerzutéw czerniaka pod wzgledem

mutacji BRAFVE | NRAS, nie znajdujac korelacji mie-
dzy wystepowaniem mutacji a takimi cechami jak pte¢,
wiek, stopien zaawansowania, podtyp histologiczny, sto-
pient wedtug Clarka czy wystepowanie owrzodzenia. Po
poréwnaniu 51 guzéw pierwotnych i przerzutowych
wykazano, ze podczas rozwoju nowotworu nie zmie-
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nia sie status obu mutacji. Warto zaznaczy¢, ze mutacje
w BRAF wykluczaja obecno$é mutacji w NRAS, choé zda-
rzaja sie pojedyncze przypadki, gdy wystepuja razem,
a czesto$¢ tego zjawiska szacuje sie na 1% [25]. Badania
przeprowadzone w fazie wzrostu radialnego (RGP) i wer-
tykalnego (VGP) czerniaka wykazaly, ze zaréwno muta-
cje BRAF i NRAS powstajg na wczesnym etapie rozwoju
czerniaka i sg obecne na wszystkich dalszych etapach.
Sigalotti i wsp. [96] wykazali, ze mutacja BRAFVS°F nie
pojawia sie w pézniejszych etapach rozwoju nowotworu.
Stwierdzono natomiast, ze w poczatkowych etapach roz-
woju nowotworu obecna jest mutacja heterozygotyczna
BRAFVEE ktdra w zmianach przerzutowych moze sie
sta¢ zmiang homozygotyczna [57]. W kolejnych bada-
niach przeanalizowano czesto$¢ mutacji BRAF i NRAS,
a takze CDKN2A w prébkach pobranych od 102 pacjen-
téw w 111 i IV stadium wedlug AJCC z réznych faz roz-
woju czerniaka [18]. Az w 85% prdbek potwierdzono
wystepowanie tej samej mutacji BRAF lub NRAS w zmia-
nach pierwotnych i przerzutach. Szczegdlnie duza zgod-
no$¢ obserwowano w przerzutach do weztéw chtonnych
i narzadéw wewnetrznych, odpowiednio 93 i 96%. Juz
tak wysokiej korelacji nie uzyskano dla przerzutéw do
mézgu i skdry. Szczegbétowa analiza przeprowadzona
u 15% pacjentéw, u ktérych wystepowata niezgodno$é
mutacji w zmianach pierwotnych i przerzutowych,
sugerowala, ze u tego samego pacjenta moga powstawaé
subpopulacje komdrek czerniaka o réznym profilu gene-
tycznym [18].

Viros i wsp. [105] przeanalizowali 302 prébki pierwot-
nych czerniakéw skéry pod wzgledem takich cech jak
formowanie gniazd przez podnaskérkowe melanocyty,
gtebokosé nacieku, czy pigmentacja komérek, ktére
korelowaly pozytywnie z obecno$cig mutacji BRAF. Za
najbardziej prognostyczny czynnik zwigzany z obecno-
$cig mutacji BRAF uznano wiek ponizej 55 r.z., a u pacjen-
téw z mutacja w BRAF czesciej dochodzito do przerzutéw
do regionalnych weztéw chtonnych [105]. W innej kohor-
cie, w zmianach z mutacja BRAF cze$ciej wystepowaty
owrzodzenia [27]. W preparatach histopatologicznych
pochodzacych z guzéw z mutacja BRAF obserwowano sil-
niejsze naciekanie limfocytéw. Nie wykazano natomiast
korelacji miedzy obecno$cia mutacji a catkowitym cza-
sem przezycia pacjentéw. Meckbach i wsp. [66] przeana-
lizowali znaczenie prognostyczne mutacji BRAFV*E na
podstawie 437 pacjentéw z czerniakiem w I lub II stopniu
zaawansowania, wykazujagc dodatnig korelacje pomiedzy
mutacjg BRAFV®’E a2 mtodym wiekiem zachorowania,
podtypem histologicznym oraz indeksem mitotycz-
nym. Wykazano, ze mutacja BRAF ma wptyw na czas do
wystapienia przerzutéw, natomiast jej obecno$é nie ma
wpltywu na catkowity czas przezycia chorych. Badania te
pozostaja w sprzecznosci z metaanaliza 120 publikacji,
ktéra przedstawita mutacje BRAF jako czynnik ryzyka
decydujacy o dtugosci czasu przezycia pacjentéw z czer-
niakiem [91].

W ostatnim okresie, znaczaca liczba badan odnosi sie do
najbardziej heterogennej pod wzgledem przezycia popu-

lacji pacjentéw z IIIB i IIIC stopniem zaawansowania
choroby, w ktérej wystepuja przerzuty do weztéw chion-
nych. Wykazano, ze obecno$é mutacji BRAF w tej gru-
pie pacjentéw koreluje z kilkakrotnie wyzszym ryzykiem
zgonu z powodu czerniaka niz w przypadku BRAFWT
[76]. Nie tylko obecno$¢ mutacji BRAF lub NRAS, ale
takze podwyzszona ekspresja genéw odpowiedzialnych
za odpowiedz immunologiczna wigzana jest z gorszym
rokowaniem w tej grupie pacjentéw [63]. Dla kontrastu,
przeprowadzone badanie kohortowe na polskiej popu-
lacji pacjentédw z 111 stopniem zaawansowania i mutacja
BRAF nie potwierdzito pogladu o gorszym przebiegu cho-
roby, ani krétszym czasie od pojawienia sie zmiany pier-
wotnej do wystapienia przerzutéw do weztéw chtonnych
[90]. Obecnie status mutacji BRAF jako czynnika progno-
stycznego pozostaje kontrowersyjny i wymaga dalszych
badan. Nalezy zaznaczy¢, ze poszukuje sie profilu gene-
tycznego pacjentéw nie tylko w celu oceny przezycia, ale
takze zebrania jak najwiekszej iloéci informacji o biologii
danego czerniaka z mysla o kwalifikacji do leczenia adiu-
wantowego [16].

Z danych zgromadzonych w bazie COSMIC mutacje
gendw RAF, w tym BRAF wystepuja w ponad 50% przy-
padkéw czerniaka [14]. Dotychczas znaleziono az 432
réznych mutacji w BRAF. Najwiecej mutacji BRAF doty-
czy eksonu 11 lub 15 kodujacego petle bogata w gli-
cyne i fragment aktywujacy. Obecno$¢ mutacji w tych
regionach powoduje destabilizacje oddziatywan hydro-
fobowych miedzy tymi fragmentami, a tym samym przy-
czynia sie do zmiany konformacji na aktywna i powoduje
konstytutywna aktywno$¢ BRAF. Badania wykazaty, ze
najcze$ciej wystepujaca zmiang w BRAF jest mutacja
punktowa w pozycji 1799 T—A prowadzaca do zamiany
waliny na kwas glutaminowy w pozycji 600 (BRAFV®)
znajdujacej sie blisko motywu DFG w fragmencie akty-
wujacym (ryc. 1B). Mutacja ta wystepuje réwniez
w innych nowotworach, takich jak rak jelita grubego,
tarczycy, czy niedrobnokomdrkowy rak ptuca. Zamiana
hydrofobowej reszty waliny na ujemnie natadowang
reszte kwasu glutaminowego powoduje destabilizacje
oddziatywati hydrofobowych oraz przesuniecie motywu
DFG w taki sposéb, ze biatko BRAF pozostaje caty czas
w aktywnej postaci. Wykazano, ze BRAFV*E ma 480 razy
wiekszg podstawowa aktywno$¢ i prawie pieciokrotnie
wyzszg zdolno$¢ do aktywacji kinaz ERK w poréwnaniu
z forma niezmutowang [107]. Powoduje to konstytu-
tywng aktywno$¢ szlaku BRAF-MEK-ERK i w rezultacie
niekontrolowany wzrost i zwiekszong zdolno$¢ przezy-
cia komérek czerniaka.

Opublikowano juz znaczaca liczbe prac prezentujacych
znaczenie BRAFV®®E zardwno w procesie transformacji
nowotworowej jak i korelacji z czynnikami kliniczno-
-patomorfologicznymi. Poglad, iz czerniak wywodzi
sie ze znamion dysplastycznych jest znany od dawna,
ale doktadny mechanizm transformacji melanocytéw
w komérki czerniaka jest nadal nie do korica poznany.
BRAFV®E a takze mutacje w NRAS znajduja sie zaréwno
w znamionach dysplastycznych, jak i wczesnych zmia-
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nach melanocytarnych [78]. Jak wykazaty badania in
vitro i in vivo, pojedyncza mutacja nie jest czynnikiem
wystarczajgcym do rozwoju czerniaka. W trakcie trans-
formacji obserwowano wzrost ekspresji p16INK4a oraz
aktywnosci B-galaktozydazy zwigzanej z procesem sta-
rzenia komdrkowego (SA-B-Gal) [34]. W procesie trans-
formacji znaczaca role przypisuje sie promieniowaniu
UV, ktére dziata bezposrednio na eksponowane komérki,
ale takze na komérki nieeksponowane, znajdujgce sie
w bardzo bliskim potozeniu, przez efekt sgsiedztwa [110].
Klasycznym przyktadem mutacji spowodowanej promie-
niowaniem UV jest tranzycja cytozyny na tymine, obser-
wowana w TP53, PTEN czy p16INK4a, natomiast mutacja
prowadzaca do BRAFV®®E polega na zamianie tyminy
na adenine, co wskazuje na mechanizm niezalezny od
promieniowania UV [41]. Ponadto, z dotychczasowych
obserwacji wynika, ze czerniaki z mutacja BRAFV®E
wystepuja w miejscach o przecietnej ekspozycji na pro-
mieniowanie stoneczne [12,62,78]. Wykazano, ze promie-
niowanie UV indukuje w mysich melanocytach mutacje
genu TP53, ktéra wraz z mutacja BRAFV*°E doprowadza
do powstania czerniaka [106]. W ten sposéb mutacja
w p53 stata sie tacznikiem thumaczacym wplyw UV na
rozwdj czerniaka. Badania kohortowe wykazaly, ze na
rozwdj czerniaka wptywa krétkotrwala, ale intensywna
ekspozycja na promieniowanie UV oraz liczba opa-
rzeti stonecznych w dziecifistwie [15]. UV jest ponadto
istotnym czynnikiem ryzyka w powstawaniu czerniaka
u 0s6b po przeszczepach narzadowych, u ktérych stoso-
wana jest immunosupresja [44].

W badaniach nad czesto$cig wystepowaniu mutacji BRAF
wykazano, ze druga po V600E jest mutacja prowadzaca
do zamiany V600K, ktéra wystepuje z czesto$cia 10-30%
wszystkich mutacji BRAF [1,84]. Wyniki badati zalezno-
$ci miedzy wystepowaniem BRAFVK a obrazem kli-
niczno-patologicznym wykazaly, ze w fazie przerzutéw
choroba ma bardziej agresywny przebieg niz czerniak
z BRAFVS®E[67]. Pacjenci z BRAFV®®% szybciej osiagali IV
stopien zaawansowania choroby wedlug AJCC. Mutacja
nie wplywa natomiast na takie parametry jak grubosé
w skali Breslow, obecno$é owrzodzenia czy typ histo-
logiczny. Zaskakujaca jest réznica w lokalizacji pier-
wotnych czerniakéw skéry w zaleznosci od réznych
mutacji. Czerniaki z mutacja prowadzacg do zamiany
V600E wystepowaly cze$ciej na tutowiu i koticzynach,
natomiast te z V600K na glowie i szyi [67].

Badania wykazatly, ze mutacje BRAF prowadzace do
innych substytucji, np. G466E, G466V, G596R skutkuja
powstawaniem kinazy o malej aktywno$ci podstawowej
z zachowaniem zdolnosci do aktywacji kinaz MEK-ERK
[107]. Jest to skutkiem utworzenia heterodimeru mie-
dzy zmutowanym biatkiem BRAF a kinaza CRAF w cyto-
plazmie, przy czym proces jest regulowany przez biatko
14-3-3, ktére jest zdolne do tgczenia sie z obiema kina-
zami. W czasie wytworzenia dimeru, biatko CRAF jest
aktywowane przez transfosforylacje, w ktérej zmuto-
wany BRAF aktywuje domene katalityczng kinazy CRAF.
Do aktywacji CRAF, zaleznej od RAS konieczna jest fos-

forylacja N-korica, fosforylacja petli aktywujacej oraz
przylaczenie biatka 14-3-3 do N-korica. Polgczenie zmu-
towanej kinazy BRAF i kinazy CRAF petni takg samga
funkcje jak fosforylacja N-kotica CRAF. Jest to zatem
alternatywna droga aktywacji MEK-ERK, niezalezna od
biatka RAS, wystepujaca zaréwno w komdrkach nowo-
tworowych jak i prawidtowych [32,107].

MUTACJE BRAF W RAKU BRODAWKOWATYM TARCZYCY

Szlak sygnatowy RAS/RAF/MEK/ERK zostal takze
dogtebnie przebadany w raku brodawkowatym tarczycy
(PTC), najczeéciej wystepujacym nowotworze endokry-
nologicznym [89]. U pacjentéw z PTC znaleziono muta-
cje w BRAF, RAS lub rearanzacje RET/PTC. Rearanzacja
RET powoduje powstanie chimerycznej formy receptora
znanego jako RET/PTC. Dotychczas opisano 12 réznych
gendw fuzyjnych dla RET i 15 typSw rearanzacji RET/PTC,
przy czym do najczesciej wystepujacych w PTC nalezy
RET/PTC11i3[89].

Mutacje w RAS rzadko wystepuja w PTC [119].
Najistotniejsza dla komérek PTC jest jednak muta-
cja BRAFVOE ktérej czesto$é wystepowania szacuje
sie na okoto 49%, 30-80% w zaleznos$ci od regionu geo-
graficznego, w ktérym byto przeprowadzane badanie
[22]. Wykazano, ze komérki PTC z ekspresja BRAFVE,
w poréwnaniu z komdrkami z rearanzacja RET/PTC,
charakteryzuja sie wyzsza ekspresja metaloproteinaz:
MMP3, MMP9 oraz MMP13 i tym samym wyzszg inwa-
zyjnoscia, co wiaze sie z gorszym rokowaniem [89].

Tak jak i w czerniaku zmiana BRAFV®E powstaje na
wczesnych etapach rozwoju PTC, w mikroraku bro-
dawkowatym [103]. Biatko BRAFV**® przez indukowa-
nie niestabilnosci chromosomalnej (CIN) [68] jest nie
tylko inicjatorem PTC, ale réwniez elementem istotnym
w rozwoju choroby [60]. BRAFV®t w komdrkach tarczycy
powoduje zalezng od nadekspresji TGF-p utrate potaczeti
komorki z macierzg zewnatrzkomérkows, a proces prze-
biega przez szlak MAPK [51]. Zdolno$¢ komdérek z muta-
cja BRAFVS®E do tworzenia przerzutdéw i neoangiogenezy
jest zwigzana z nadekspresja trombospondyny 1 (TSP-1),
a takze podwyzszong ekspresja PDGF, istotnego w inwa-
zji torebki tarczycy [89]. Innym nastepstwem mutacji
jest obnizenie ekspresji receptora tyreotropiny (TSHR),
co powoduje odréznicowanie komérek pecherzykowych
i ich rozwdj w kierunku komdrek nowotworowych,
a nastepnie ich oporno$é na leczenie radiojodem [72].

Tak samo jak w czerniaku badania skupily sie na zna-
lezieniu zwigzku miedzy obecno$cia mutacji w BRAF
a swoistymi cechami kliniczno-patologicznymi maja-
cymi wptyw na diagnostyke, prognozowanie i wybdr
metod terapeutycznych. Za poznane czynniki istotne
dla progresji raka brodawkowatego tarczycy uwaza sie
starszy wiek w chwili rozpoznania, wielko$¢ guza, prze-
rzuty do szyjnych weztéw chionnych, naciekanie poza
torebke tarczycy, przerzuty odlegte i stopierr zaawan-
sowania wedtug AJCC [113]. Pierwsze doniesienia wska-
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zywaly na prawdopodobny wptyw mutacji BRAFVE na
gorsze rokowanie u pacjentéw z PTC i rakami powsta-
tymi przez odréznicowanie PTC. Analiza 219 prébek
pacjentédw z PTC wykazata silng korelacje miedzy wyste-
powaniem mutacji BRAFV¢®E a obecno$cia przerzutéw
do weztéw chtonnych, 111 i IV stopniem zaawansowa-
nia choroby oraz nawrotami choroby [114]. Od tamtej
pory ukazato sie wiele publikacji, z ktérych cze$é nie
potwierdzita tych obserwacji, co wynikato zaréwno
z metodologii badat oraz populacji na jakiej zostaty
przeprowadzone [112]. Warto wspomnie(, ze ukazaly sie
dwie prace opisujace wyniki badati na polskiej popula-
cji niepotwierdzajgce korelacji miedzy mutacja w BRAF
a obrazem klinicznym [11,22]. Ostatecznie w metaanali-
zie opracowanej na podstawie 26 doniesieni [50] dowie-
dziono, ze obecno$¢é BRAFVS%E jest uwazana za czynnik
ztego rokowania u pacjentéw z PTC i wigze sie z czest-
sza inwazjg raka poza torebke tarczycy, obecnoscia prze-
rzutéw do weztéw chtonnych, a tym samym ze stopniem
zaawansowania nowotworu. W ostatnio opublikowa-
nym badaniu wieloo$rodkowym wykazano, ze pacjenci
z BRAFV®®E majg wieksze prawdopodobieristwo nawrotu
choroby [112].

Wiedza na temat zwigzku mutacji w BRAF z agresywnym
fenotypem PTC i oporno$cia na radioterapie wydaje sie
istotna ze wzgledu na sposéb postepowania diagnostycz-
nego i terapeutycznego. Obecnie w diagnostyce zmian
guzkowych tarczycy podstawowe miejsce zajmuje ultra-
sonografia (USG) i biopsja aspiracyjna cienkoigtowa
pod kontrolg USG (BACC), a w ostatnim czasie takze
elastografia. Bezsporne jest stwierdzenie, ze pacjenci
z podejrzeniem lub rozpoznaniem raka tarczycy w BACC
powinni byé operowani. W zaleceniach ATA/AACE/
AME/ETA nadal trwaja dyskusje na temat zakresu
zabiegu, szczegdlnie u pacjentéw, ktérzy klinicznie zali-
czani sg do grupy niskiego ryzyka [113]. Dyskusyjna jest
takze kwestia wykonywania profilaktycznej limfade-
nektomii przedziatu centralnego. Polskie rekomendacje
w tej kwestii sg bardziej kategoryczne [45]. Pacjenci pod-
dawani sg catkowitej resekcji gruczotu tarczowego z lim-
fadenektomia przedziatu centralnego. Wyjatkiem od tej
procedury jest przedoperacyjne rozpoznanie mikroraka,
wéwczas dopuszcza sie wykonanie lobektomii bez usu-
wania weztéw przedziatu centralnego.

Idea rozszerzenia diagnostyki o obecno$é mutacji
w BRAF w trakcie BACC jest podyktowana trudno$ciami
zaréwno w rozpoznawaniu zmian wczesnych, szczegél-
nie w przypadku podejrzenia nowotworu pecherzyko-
wego w BACC oraz podjeciu decyzji o zakresie operacji
na uktadzie chtonnym. W literaturze anglojezycznej dys-
kutowane jest stosowanie terapii radiojodem u pacjen-
téw z niskim ryzykiem nawrotu choroby [117]. Wyniki
wielu prac potwierdzajg, iz diagnostyka mutacji w BRAF
w materiale pobranym podczas BACC znaczgco pomaga
w réznicowaniu guzkéw tarczycy [75,87], a w przypadku
PTC koreluje z obecnoscig przerzutéw do weztéw chton-
nych przedziatu centralnego. Z tego powodu ta pod-
grupa pacjentéw powinna by¢ poddana profilaktycznej

limfadenektomii centralnej celem zabezpieczenia przed
nawrotem choroby [43]. Diagnostyka przedoperacyjna
w kierunku obecnosci mutacji w BRAF jest takze przy-
datna w podejmowaniu decyzji co do zakresu operacji
w mikroraku tarczycy wskazujac podgrupe pacjentéw,
u ktérych nalezy wykonal catkowitg tyroidektomie
[118] z profilaktyczng limfadenektomia przedziatu cen-
tralnego [58]. Obecnie nie ma rekomendacji do wigcze-
nia testéw na obecno$¢ mutacji w BRAF do standardowej
diagnostyki guzkdéw tarczycy.

MuUTACIE BRAF W RAKU JELITA GRUBEGO

Z obserwacji klinicznych wynika, ze zmianami prekur-
sorowymi dla raka jelita grubego (CRC) sg gruczolaki
jelita grubego. Uwaza sie, ze wiekszo$¢ przypadkéw CRC
powstaje z konwencjonalnych gruczolakéw jelita gru-
bego, a usuwanie wczesnych zmian podczas kolonosko-
pii daje szanse na przerwanie procesu i niedopuszczenie
do rozwoju CRC. Niestety co trzeci przypadek CRC roz-
wija sie na podtozu siedzacych gruczolakéw lub polipéw
zabkowanych (SSA/P), ktére ze wzgledu na morfologie
i czestsze wystepowanie w proksymalnej czedci jelita
grubego moga zostaé przeoczone podczas kolonosko-
pii [97]. Z badan populacyjnych wynika, ze przecietny
czas transformacji SSA/P do CRC wynosi 15 lat i jest
2-3 razy dtuzszy niz w gruczolakach konwencjonalnych
[56]. Jednak w poréwnaniu z konwencjonalnymi gruczo-
lakami, SSA/P czesciej sg przyczyna powstawania tzw.
rakéw interwatowych, definiowanych jako wystapienie
CRC od 6 miesiecy do 5 lat od przesiewowego badania
kolonoskopowego [93].

Vogelstein jako pierwszy przedstawit podtoze mole-
kularne przejécia gruczolak-rak [29]. 0d czasu odkry-
cia szlaku mutatorowego w raku jelita grubego przez
Vogelsteina wiedza na temat rozwoju tego nowotworu
zostata znacznie poszerzona. CRC jest bardzo heterogen-
nym nowotworem zaréwno pod wzgledem morfologii,
lokalizacji, obrazu klinicznego, rokowania oraz odpowie-
dzi na leczenie systemowe. W badaniach nad heterogen-
noscig odkryto nowe drogi transformacji nowotworu,
a tym samym nowe mozliwosci zaréwno w diagnostyce,
jak i leczeniu. Opisano dwie przyczyny powstawania spo-
radycznego raka jelita grubego [8,33]. Najczesciej wyste-
pujaca (75% przypadkdéw) jest $ciezka zaproponowana
przez Vogelsteina (ryc. 2), ktérej podstawa jest niestabil-
no$¢ chromosomowa (CIN) w nastepstwie gromadzenia
licznych aneuploidii oraz strukturalnych aberracji chro-
mosomalnych powodujacych utrate heterozygotyczno-
$ci (LOH). W szlaku tym dochodzi do nagromadzenia
mutacji w protoonkogenach i genach supresorowych,
takich jak APC, KRAS, SMAD4 i TP53. Waznym elemen-
tem wczesnych wydarzen w rozwoju CRC jest aktywa-
cja szlaku APC/beta-katenina/WNT. Inng przyczyna
jest indukcja niestabilnoéci mikrosatelit (MSI), ktéra
jest wynikiem metylacji promotora genu kodujacego
biatko MLH1, uczestniczacego w naprawie DNA [7].
W komérkach z obnizona ekspresja MLH1 nie dziata sys-
tem naprawy blednie sparowanych nukleotydéw (MMR)
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i dochodzi do nagromadzenia mutacji, ktére wystepuja
réwniez w mikrosatelitach. Szlak niestabilno$ci mikro-
satelit wystepuje w 12-17% przypadkéw CRC [7], ale jest
takze zwigzany z rozwojem dziedzicznego CRC w zespole
Lyncha [69]. Podejmowanych jest wiele préb klasyfika-
cji molekularnej CRC. W zwiazku z tym pojawiajg sie
alternatywne koncepcje opisujgce mechanizmy odpo-
wiedzialne za rozwéj CRC. Przyktadem moze by¢ kon-
cepcja wiazaca CRC ze zwiekszong metylacja wysp CpG
umiejscowionych w promotorach gendéw. Jest to cze-
sty mechanizm odpowiadajacy za wyciszanie ekspre-
sji genéw supresorowych. Jesli pojawia sie w obrebie
catego genomu méwimy o fenotypie metylatora wysp
CpG (CIMP). Pierwsze prace sugerowaly mozliwo$¢ zde-
finiowania CIMP w CRC za pomocg swoistych markeréw
[109], aczkolwiek kolejne prace wykazaty, ze mechanizm
ten moze by¢ bardziej ztozony [42,70].

W patogenezie CRC duze znaczenie odgrywaja mutacje
w genach RAS i BRAF, ktére powoduja konstytutywna
aktywno$¢ szlaku MAPK w odpowiedzi na aktywacje
receptoréw czynnikéw wzrostu, a zwlaszcza receptora
nabtonkowego czynnika wzrostu (EGFR), prowadzac
do niekontrolowanego wzrostu i przezycia komérek
nabtonka jelita grubego. Mutacja KRAS wystepuje pra-
wie w 40% przypadkéw CRC i pojawia sie stosunkowo
wcze$nie w klasycznym szlaku mutatorowym zapro-
ponowanym przez Vogelsteina i towarzyszy jej CIN.
Obecno$¢ mutacji w KRAS wyklucza obecno$é mutacji
w BRAF. Zmiana BRAFVS®E wystepuje w ponad 80% przy-
padkéw CRC z niestabilno$cig mikrosatelit (MSI), nato-
miast w raku jelita grubego, w ktérych nie obserwuje sie
niestabilno$ci mikrosatelit, czesto$¢ mutacji BRAFV60E
nie przekracza 10%. Mutacja BRAF jest natomiast wykry-
wana w wiekszo$ci zmian nienowotworowych, takich
jak siedzace gruczolaki lub polipy zabkowane (SSA/P),
czy tradycyjne gruczolaki zabkowane (TSA) [101]. Wéréd
zdarzeri molekularnych zwigzanych z SSA/P poza muta-
cja BRAFV®®E nalezy wymieni¢ fenotyp CIMP obejmujacy
metylacje promotora MLHI. To odpowiada za zaburzenia
funkcjonowania systemu MMR, wystapienie MSI i pro-
wadzi do nagromadzenia mutacji [6,46]. Taki szlak roz-
woju CRC nazwano szlakiem zabkowanym (ryc. 2).

Obecno$¢ BRAFVOE w raku jelita grubego koreluje
z cechami kliniczno-patologicznym, takimi jak starszy
wiek, ple¢ zefiska, umiejscowienie w proksymalnej cze-
$ci jelita oraz podtyp $luzowy, ktére rzutuja na bardziej
agresywny przebieg choroby [101]. Obecno$¢ tej mutacji
w komérkach CRC jest zwigzana ze zmniejszeniem czasu
przezycia pacjentéw, co zostato potwierdzone w wielu
badaniach, w tym w metaanalizie 26 publikacji [71,91].

Pacjenci z CRC w I i III stopniu zaawansowania wedtug
AJCC sg heterogenna grupg pod wzgledem rokowania co
do przezycia i ryzyka wznowy choroby oraz odpowiedzi
na leczenie adiuwantowe, ktére jest skuteczne zaledwie
w 50% przypadkdw. Opracowano testy dla standardowej
terapii FOLFOX (5 fluorouracyl, kwas folinowy i oksali-
platyna), niestety ze wzgledu na niewystarczajaca swo-

isto$¢ i czuto$é nie weszty do praktyki klinicznej [47,86].
Obecna diagnostyka wraz z wprowadzeniem terapii celo-
wanej zostata rozszerzona o okreslenie zmian na pozio-
mie molekularnym, na podstawie ktérych nie tylko
mozna ocenié ryzyko nawrotu choroby [73,83], ale takze
okresli¢, ktéra z dostepnych terapii okaze sie skuteczna.
Wykazanie obecnos$ci mutacji w genach kodujacych
elementy szlaku kinazy MAPK, a szczegdlnie mutacji
w KRAS lub NRAS i BRAF, wydaje sie konieczne w przy-
padku stosowania inhibitoréw EGFR, cetuximabu lub
panitumumabu [24,100].

TERAPIE UKIERUNKOWANE PRZECIW BRAF W LECZENIU CZERNIAKA

Zidentyfikowanie mutacji BRAFV®°E w komérkach czer-
niaka, a takze poznanie jej znaczenia w rozwoju i pro-
gresji tego nowotworu zapoczatkowalo badania nad
zwigzkami hamujgcymi aktywno$¢ nieprawidtowego
biatka BRAF. Pierwszym zastosowanym w badaniach
klinicznych zwigzkiem byt BAY43-9006 (sorafenib),
doustny inhibitor kinaz tyrozynowych. Sorafenib zostat
zsyntetyzowany jako inhibitor CRAF do stosowania
w nowotworach z mutacja RAS, jednak ze wzgledu na
duze podobienistwo strukturalne kieszeni wigzacej ATP
réznych kinaz zakres dziatania sorafenibu obejmuje
takze hamowanie PDGFR, c-KIT, FLT-3, VEGFR2 i 3,
BRAFW"T oraz BRAFVS®E [26]. Zachecajace wyniki badah
przedklinicznych, w tym na modelach mysich, doprowa-
dzity do badar klinicznych. Badanie I fazy u pacjentéw
z przerzutowym czerniakiem nie potwierdzito jednak
przeciwnowotworowej aktywnosci sorafenibu, gdyz
tylko jedna spo$réd 37 oséb odpowiedziata na lecze-
nie zgodnie z kryteriami RECIST dla guzdéw litych [26].
Przeprowadzono wiele innych badat klinicznych 111 111
fazy, w ktérych nie udowodniono dziatania sorafenibu
ani samodzielnie, ani z karboplatyna i paklitakselem
u pacjentédw z czerniakiem [30,38]. Minimalna skutecz-
no$¢ sorafenibu wobec czerniaka z mutacjag BRAFV6%E
doprowadzita do powstania inhibitoréw BRAF nowej
generacji.

Wemurafenib (PLX4032, Zelboraf) jest niskoczasteczko-
wym inhibitorem BRAFV®®E do stosowania doustnego.
W badaniach in vitro wemurafenib indukowat zatrzy-
manie cyklu komérkowego w fazie G1, co wynikato
z zahamowania fosforylacji ERK w komdérkach czer-
niaka z mutacja w BRAF, natomiast nie obserwowano
tego dziatania w komdrkach z niezmutowanym BRAF
[102,115]. Na modelach mysich z mutacjg w BRAF, wemu-
rafenib powodowat zahamowanie wzrostu guza, nawet
po zakoficzeniu jego stosowania [115]. W badaniu kli-
nicznym I fazy przeprowadzonym w 32-osobowej grupie
pacjentéw z przerzutowym czerniakiem uzyskano dobre
wyniki zaréwno pod wzgledem przeciwnowotworowej
skuteczno$ci wemurafenibu, jak i w ocenie toksyczno-
$ci stosowanej dawki. Na leczenie odpowiedziato az 81%
pacjentéw, z czego u 2 pacjentéw zanotowano catkowitg
odpowiedz [31]. Po tym sukcesie z uzyciem wemurafe-
nibu przeprowadzono wieloo$rodkowe badanie II i 111
fazy, ktére potwierdzito skutecznosé i bezpieczenstwo
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jego stosowania [62,102]. Podczas terapii obserwowano
dzialania niepozadane, takie jak tysienie, bdle stawowe,
nadwrazliwo$¢ na $wiatlo, wysypke i zmeczenie [62,102].
Juz po 2-3 miesigcach od rozpoczecia terapii obserwo-
wano takze pojawienie sie wtérnych nowotworéw, takich
jak rak kolczystokomérkowy skéry (SCC) oraz rogowiak
kolczystokomdrkowy (keratoacanthoma), z czesto$cia
okoto 26% [31,62,102]. Zjawisko to thtumaczy sie paradok-
salnym aktywowaniem bialek RAS w wyniku blokowania
kinazy BRAF [62]. Wemurafenib po satysfakcjonujacych
wynikach trzech wieloo$rodkowych badan klinicznych
pod akronimem BRIM (1, 2 i 3) zostat zaaprobowany
w 2011 r. przez Agencje ds. Zywnosci i Lekéw (FDA)
do leczenia dorostych pacjentéw z zaawansowanym
lub nieresekcyjnym czerniakiem z mutacjg BRAFV6E,
W nastepnym roku taka samg rekomendacje uzyskat
wemurafenib od Europejskiej Agencji Medycznej (EMA).
Juz podczas przygotowar do badan klinicznych opraco-
wano test o nazwie COBAS® 4800 BRAF V600 Mutation,
za pomocg ktérego technika PCR w materiale z bloczkéw
parafinowych wykrywa sie obecno$¢é mutacji BRAFV0E,
co jest warunkiem koniecznym do wlaczenia pacjenta do
terapii wemurafenibem. Dotychczas opracowano rézne
testy molekularne celem identyfikacji mutacji w BRAF
w materiale z bloczkéw parafinowych. Naleza do nich
m.in. sekwencjonowanie metoda Sangera, pirosekwen-

cjonowanie, SNaPshot i HRM (high-resolution melting).
Charakteryzujg sie duza czuto$cia wykrywania mutacji
BRAF, ale takze wystepowaniem w niektérych przypad-
kach reakcji krzyzowych [21]. Pojawienie sie przeciw-
cial monoklonalnych VE1 i B-RAF stworzyto mozliwo$¢
wykrywania biatka BRAFVF za pomocg immunohisto-
chemii, techniki powszechnie uzywanej w laboratoriach
patomorfologicznych [88].

Innym wysoce selektywnym inhibitorem kinazy BRAF
zaaprobowanym do leczenia pacjentéw z zaawansowa-
nym czerniakiem jest dabrafenib (Tafinlar, GSK2118436).
W badaniach przedklinicznych wykazano jego 400 razy
silniejsze powinowactwo do BRAF niz do innych testo-
wanych kinaz [4]. Zablokowanie aktywno$ci kinazy
BRAFV®E przez dabrafenib powodowato zahamowa-
nie aktywno$ci kinaz ERK, co wigzalo sie z dziataniem
cytostatycznym przez zatrzymanie cyklu komdérko-
wego w fazie G1, wskazujac na analogiczny do wemura-
fenibu mechanizm dziatania. Dabrafenib byt testowany
na liniach komérkowych czerniaka i raka jelita grubego,
zawierajacych mutacje BRAFV®%E oraz na modelach
mysich [4]. Tak jak w przypadku wemurafenibu, w bada-
niach klinicznych 1, 11 i 1l fazy pod akronimem BREAK
uzyskano odpowiedZ na leczenie. W fazie I/1I bada-
nia zaobserwowano obiektywna odpowiedZ u pacjen-
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téw z mutacjg BRAFVE) a takze u tych z przerzutami
do mézgu i mutacjg BRAFYS® inng niz V600E [28].
Aktywno$¢ dabrafenibu zostala ostatecznie potwier-
dzona w wieloo$rodkowym badaniu open-label 111 fazy
[102]. Pacjenci z nieoperacyjnym lub przerzutowym
czerniakiem z mutacja BRAFV%% leczeni dabrafenibem
mieli wydtuzony czas przezycia wolny od progresji (PFS)
w poréwnaniu z dakarbazyng. Uzyskano podobna sku-
teczno$¢ i odpowiedz kliniczng jak w przypadku stoso-
wania wemurafenibu, ale takze dziatania niepozadane,
w tym wysoka goraczke. Czesto$¢ pojawienia sie SCC
w trakcie leczenia dabrafenibem szacuje sie na okoto
15% [62].

Sukces wemurafenibu i dabrafenibu przyczynit sie do
opracowania kolejnego inhibitora BRAF, LGX818 (enco-
rafenib), ktéry dluzej wigze sie z nieprawidtowa kinaza
BRAF. Wyniki badari 1 i II fazy sg obiecujgce zaréwno
pod wzgledem skutecznosci jak i toksyczno$ci tego
zwigzku. Catkowitg odpowiedz uzyskano u 58% pacjen-
téw z czerniakiem wcze$niej nieleczonych zadnym
inhibitorem BRAF oraz u 11% juz poddanych takiej tera-
pii. Obserwowano takze mniej dziatan niepozadanych
w poréwnaniu z terapig wemurafenibem lub dabra-
fenibem [102]. LGX818 jest obecnie testowany w sko-
jarzeniu z inhibitorem MEK162 (binimetinib; badanie
NCT01909453). Nalezy podkresli¢, ze wszystkie dotych-
czasowe opracowywane terapie celowane byly skiero-
wane do pacjentéw z mutacja BRAFV®, Wynalezienie
MEK162 (binimetinib) dato szanse na zastosowanie tera-
pii celowanej u pacjentéw z niezmutowanym BRAF, ale
z mutacjg NRAS. Po uzyskaniu zadowalajacych wyni-
kéw T fazy [2] obecnie trwa badanie I1I fazy, ktére ma na
celu okres$lenie skutecznosci i bezpieczetistwa stosowa-
nia binimetinibu w poréwnaniu z dakarbazyng (badanie
NCT01763164).

W poszukiwaniu inhibitoréw szlaku sygnalowego MAPK
opracowano wiele inhibitoréw kinazy MEK1/2, sposréd
ktérych do badat klinicznych wlaczono GSK1120212
(trametinib). Trametinib jest selektywnym, alloste-
rycznym inhibitorem obu izoform kinazy MEK. W bada-
niach przedklinicznych in vitro i in vivo, podobnie jak
w poprzednich inhibitorach, wykazano jego dziatanie
cytostatyczne zwiazane z zahamowaniem aktywno-
$ci kinaz ERK [102]. Badania kliniczne z zastosowaniem
trametinibu przeprowadzono w grupie 206 pacjentéw
z réznymi nowotworami, tj. rakiem niedrobnokomér-
kowym ptuca, rakiem jelita grubego, trzustki, jajnika
i czerniakiem. Najlepsza odpowiedz uzyskano u pacjen-
téw z czerniakiem z mutacjg BRAFVS®E, W badaniu II fazy
podzielono pacjentéw z czerniakiem majacych muta-
cje BRAF na dwie grupy. Pierwsza (kohorta A, n=40) to
pacjenci, ktérzy wczesniej byli leczeni inhibitorami
BRAF, natomiast drugg grupe (kohorta B, n=58) stanowili
pacjenci poddani wcze$niej chemioterapii lub immuno-
terapii. W grupie A nie uzyskano obiektywnej odpowie-
dzi u zadnego pacjenta. W grupie drugiej uzyskano jedna
catkowita i 13 czesciowych odpowiedzi, a u 29 pacjen-
téw uzyskano stabilizacje choroby. Badanie to sugeruje,

ze trametinib nie jest aktywny w sekwencyjnej terapii
u pacjentéw wczeéniej leczonych inhibitorami BRAF
[49]. Ostatecznie badanie III fazy u pacjentéw z prze-
rzutowym czerniakiem z mutacjg BRAFVS®F/K ktérzy
nie byli wczeéniej leczeni inhibitorem BRAF lub MEK,
a takze ipilimumabem, potwierdzito skutecznos$¢ tra-
metinibu mierzong czasem przezycia i czasem wolnym
od choroby, ale niestety nie sa to ciagle odpowiedzi dtu-
gotrwate [62]. Wérdd pozytywnych skutkéw stosowania
trametinibu nalezy wymienié¢ brak korelacji z powstawa-
niem SCC, ktéra wystapita po leczeniu wemurafenibem
i dabrafenibem.

Wéréd nowych inhibitoréw MEK nalezy wspomnied
o cobimetinibie - ATP niekompetytywnym inhibitorze
kinazy MEK1/2, ktdry zostal juz przebadany w potacze-
niu z wemurafenibem. Uzyskano znaczaco mniej dzia-
tati niepozadanych, w tym wtérnych nowotwordéw skéry
[80]. Barbour i wsp. sugerujg, ze ocena obecnosci muta-
cji BRAF powinna staé sie procedura podstawowg celem
kwalifikacji do leczenia adiuwantowego inhibitorami
BRAF/MEK, gdyz jest to grupa pacjentéw charakteryzu-
jaca sie znacznie wiekszym ryzykiem progresji i tworze-
nia przerzutéw [5].

MECHANIZMY OPORNOSCI NA TERAPIE UKIERUNKOWANE PRZECIW
ELEMENTOM SZLAKU MAPK W CZERNIAKU

Istotnym problemem monoterapii lekami skierowa-
nymi przeciwko biatkom szlaku MAPK jest ich krétki
czas dziatania przeciwnowotworowego. Juz po 5-7 mie-
sigcach od rozpoczecia terapii u znaczacej cze$ci pacjen-
téw dochodzi do wznowy choroby, a tylko u niewielkiej
czesci efekty terapii utrzymuja sie przez 2 lata [62,102].
Do$wiadczenia ze stosowania terapii celowanych w prze-
wlektej biataczce szpikowej (CML) i nowotworu pod-
$cieliska przewodu pokarmowego (GIST) wykazuja,
ze gtéwnym mechanizmem opornosci na lek jest naj-
cze$ciej wtérna mutacja uniemozliwiajaca przytacze-
nie leku [62,82]. W przypadku czerniaka jest inaczej.
Badajac mechanizmy oporno$ci komérek czerniaka na
inhibitory BRAF stwierdzono, ze najczestszym mechani-
zmem jest ominiecie blokowanego terapia biatka przez
aktywacje innych elementéw danego szlaku lub aktywa-
cje innego szlaku sygnatowego (ryc. 3A). Liczba pozna-
nych mechanizmdéw rozwoju opornosci na leki celowane
w czerniaku ciggle rosnie. Ze wzgledu na czas pojawienia
sie opornosci od zastosowania leku oporno$¢ dzieli sie
na pierwotng i wtérna. Opornos¢ pierwotna na wemu-
rafenib wystepuje u 50% pacjentéw poddanych lecze-
niu. U pozostatych 50% pacjentédw rozwija sie opornosé
wtérna. Ze wzgledu na podtoze molekularne oporno$é
mozna podzieli¢ na wynikajaca z mechanizméw gene-
tycznych i fenotypowych (ryc. 3B).

Jeden z mechanizméw odkryto podczas poszukiwania
przyczyn powstawania wtérnych nowotwordéw skéry, tj.
raka kolczystokomdrkowego skéry i rogowiaka kolczy-
stokomdrkowego, po zastosowaniu inhibitoréw BRAF. Su
i wsp. [62] przebadali pod katem obecno$ci mutacji HRAS,
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Ryc. 3. Mechanizmy opornosci na terapie celowane w czerniaku; A - podstawowe szlaki, z zaznaczeniem biatek uczestniczacych w rozwoju opornosci na terapie
celowana. Najwazniejsze miejsca zmian prowadzacych do rozwoju opornosci wtdrnej zaznaczono odpowiednimi numerami: 1- amplifikacia BRAF lub alternatywny

splicing; 2 - mutacje RAS; 3 - mutacje MEK; 4 - aktywacja CRAF przez homo- lub heterodimeryzacje;

5- wzrost ekspresji COT/TPL2 (MAP3K8); 6 - zmiany ekspresji

i aktywnosci czynnikow transkrypcyjnych MITF i NF-kB; 7 - delecja/mutacja punktowa PTEN i aktywacja szlaku PI3K/AKT; 8 - podwyzszona ekspresja EGFR, MET
iinnych receptorowych kinaz tyrozynowych (RTK) tj. PDGFRB i IGF1R; 9 - oddziatywanie mikrosrodowiska: wptyw czynnikow wzrostu, tj. EGF, bFGF, HGF, IGF oraz
czynnikéw abiotycznych np. pH i poziomu tlenu. B - podtoze molekularne rozwoju opornosci na inhibitory BRAF z uwzglednieniem mechanizméw genetycznych
i fenotypowych. Mutacje somatyczne w genach kodujacych biatka szlaku MAPK stanowia az 70% mutacji pojawiajacych sie w czasie rozwoju opornosci wtdrnej.
Niektdre zmiany na poziomie genetycznym wzajemnie sie wykluczaja, inne wspétwystepuja u jednego pacjenta
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KRAS, NRAS, CDKN2A i TP53 21 prébek guzéw pobranych
od pacjentéw leczonych wemurafenibem. W 60% przy-
padkéw stwierdzono obecno$é mutacji w RAS, a najcze-
$ciej wystepujaca byta HRAS®!, Linie komdrkowe z tg
mutacjg szybciej proliferowaly w obecno$ci wemurafe-
nibu i wigzato sie to z aktywacjg szlaku MAPK mierzona
za pomoca poziomu aktywnej kinazy ERK. Wykazano
réwniez, ze wemurafenib zwieksza liczebno$¢ subpo-
pulacji komérek majacych mutacje HRAS, a wzrost ten
moze zostaé zablokowany z uzyciem inhibitora MEK.

Interesujacym odkryciem w badaniach rozwoju opor-
nosci byta obserwacja, ze farmakologiczne hamowanie
BRAF powoduje paradoksalng aktywacje CRAF przez jego
homodimeryzacje lub heterodimeryzacje z BRAF oraz
nastepcza transdukcje sygnatu skutkujaca wzmozong
aktywnoscig podziatlowa komdrki [62]. Wykazano, ze
w komdérkach ze zmutowanym RAS inhibitor BRAF indu-
kuje zalezne od RAS przytaczenie BRAF do CRAF i dal-
sza indukcje sygnatu na szlaku MAPK. Inny mechanizm
ponownej aktywacji szlaku MAPK wskazuje na udziat
MAP3K8 (COT/TPL2) jako agonisty MAPK powodujacego
oporno$¢ linii komérkowych z mutacja BRAFY*%% na inhi-
bitory BRAF [62]. Mechanizm ten uwaza sie za wtdrng
oporno$¢ na inhibitory BRAF obserwowang az w 10%
czerniakéw z mutacja BRAFVeE, Wewngtrzkomédrkowe
stezenia biatek COT i BRAF sa odwrotnie proporcjo-
nalne, a zastosowanie inhibitora dla BRAFY*°t powoduje
podwyzszenie ekspresji COT. Ekspresja COT jest wystar-
czajaca do aktywacji ERK w sposéb zalezny od MEK bez
udziatu biatek RAF. Wykazano réwniez, ze biatko COT
warunkuje oporno$¢ na allosteryczne inhibitory MEK, co
wskazuje na mozliwo$¢ aktywacji ERK przez COT w spo-
s6b niezalezny od MEK. Stwierdzono takze, ze w komér-
kach COT-pozytywnych nie ma mutacji RAS [62].

W prébkach od pacjentéw poddanych terapii inhibi-
torami BRAF i MEK wykazano istnienie innych mecha-
nizméw opornoéci, takich jak mutacja MEK1¢1#S [62]
i aktywacja szlaku kinaz PI3K/AKT, w ktérej posredni-
czy zmniejszenie aktywno$ci PTEN lub aktywacja IGF1R
[62]. Badajac linie komdrkowe czerniaka uzyskane z pré-
bek pobranych od pacjentéw przed i po zastosowaniu
wemurafenibu stwierdzono, ze oporno$é wtérna moze
wynikaé z podwyzszonej ekspresji PDGFRp lub muta-
cji w NRAS, przy czym obecnos$¢ jednej z tych zmian
wyklucza druga [62]. Potwierdzono to blokujac PDGFRP
lub NRAS i uzyskujac zahamowanie wzrostu komdérek.
W kontekscie opornosci wtérnej na wemurafenib roz-
patrywane sg réwniez dwa geny kodujace biatka apop-
totyczne z grupy ,,BH3-only”: BIM-EL oraz BMF [94].
Poniewaz ekspresja tych gendéw jest wyciszana epige-
netycznie, w celu ponownego uwrazliwienia komérek
czerniaka na wemurafenib zastosowano worinostat,
inhibitor deacetylazy histonowej (HDAC). Coraz wiecej
badan wskazuje na mozliwo$¢ jednoczesnej aktywacji
u jednego pacjenta réznych mechanizméw opornosci
na inhibitory BRAF. Stwierdzono np. obecno$¢ muta-
cji w NRAS (Q61R/K) w polaczeniu z amplifikacja BRAF
lub mutacja w MEKI w réznych przerzutach u tego

samego pacjenta [86,104]. Z badati Shi i wsp. wynika, ze
u ponad 20% pacjentéw oporno$¢ wtérna na inhibitory
szlaku MAPK rozwija sie pod wptywem wiecej niz jed-
nego mechanizmu [95]. Takg heterogenno$¢ przerzutéw
obserwowano w biopsjach pobranych od tego samego
pacjenta. Na przyktad u pacjenta leczonego przez 726
dni dabrafenibem znaleziono wiele réznych zmian na
poziomie genomu w 9 biopsjach z réznych przerzutéw,
w tym alternatywny splicing BRAFV®E, amplifikacje
BRAF, mutacje KRAS®'?¢ oraz delecje PTEN [95]. Na pod-
stawie tych danych uzyskanych metoda sekwencjono-
wania catych eksoméw mozna byto przedstawié¢ drzewo
filogenetyczne ewolucji klonalnej odpowiedzialnej
za rozw6j opornosci wtérnej, w ktérym oporne klony
powstawaly w wyniku ewolucji nieliniowe;j.

Przyczyna oporno$ci na wemurafenib moze by¢ takze
fenotyp komérek czerniaka charakteryzujacy sie niska
ekspresjg czynnika transkrypcyjnego MITF, a duza
aktywno$cig NF-kB [53]. Aktywno$¢ biatka MITF ma zna-
czenie w pierwotnej oporno$ci na wemurafenib przez
regulacje ekspresji MET, receptora czynnika wzrostu
hepatocytéw (HGF) [108]. Poza receptorem MET na roz-
wéj opornosci wptywa takze ekspresja EGFR. Wykazano,
ze podwyzszenie ekspresji EGRF w komérkach czerniaka
po zastosowaniu inhibitoréw BRAF lub MEK jest przej-
$ciowe, a zastosowanie przerwy w podawaniu leku (‘drug
holidays’) moze wywota¢ ponowna wrazliwo$¢ komérek
na te inhibitory [59]. W innych badaniach komérki czer-
niaka, ktére uzyskaty oporno$é na wemurafenib przez
podwyzszony poziom EGFR byty eliminowane, gdy z pod-
toza hodowlanego usuwano wemurafenib [99]. Innym
przyktadem odzyskiwania wrazliwosci na wemurafenib
po przerwie w jego stosowaniu sa badania Thakur i wsp.
[23]. Wiele badan wskazuje na zasadno$¢ kontynuowania
terapii inhibitorami BRAF, nawet w przypadku progresji
choroby [3,23,37].

Uwaza sie, ze oporno$¢ fenotypowa na inhibitory BRAF
moze by¢ réwniez zwigzana ze zmianami w progra-
mach metabolicznych, w ktérych istotna role odgrywa
czynnik transkrypcyjny MITF (ryc. 3B). Czynnik ten
jest odpowiedzialny m.in. za indukcje ekspresji PGC1a.
Oba biatka, MITF i PGC1la sg elementami programu ada-
ptacji bioenergetycznej, ktéry zapewnia wydajng syn-
teze ATP w wyniku fosforylacji oksydacyjnej (OXPHOS)
w czasie stosowania inhibitoréw BRAF [36]. Oporno$¢é
fenotypowa jest réwniez zwigzana z duzg plastycznoscia
komdrek czerniaka i obecnoscia subpopulacji komérek
wolno dzielgcych sie [85]. Fenotyp ten, ktérego cecha
jest wysoka ekspresja JARID1A, moze by¢ uruchomiony
przez czynniki mikro§rodowiska, takie jak niski poziom
tlenu. Subpopulacja komérek JARID1A-pozytywnych
charakteryzuje sie opornoscia wielolekowg, prawdopo-
dobnie juz przy pierwszym kontakcie z lekami [85,116].
Stwierdzono znaczaco podwyzszona aktywacje cyklu
Krebsa i OXPHOS w komdérkach o wysokiej ekspresji
JARID1A. Zastosowanie w badaniach in vitro i in vivo inhi-
bitoréw mitochondrialnego taricucha transportu elek-
tronéw lub syntazy ATP w skojarzeniu z wemurafenibem
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doprowadzito do wyeliminowania komérek JARID1A-
pozytywnych, opornych na terapie [85,116].

W rozwoju opornoéci na wemurafenib znaczaca role
odgrywaja czynniki wzrostu wydzielane przez komérki
zrebu tworzace biotyczne mikro$rodowisko dla komd-
rek czerniaka (ryc. 3B). Najwieksza role przypisuje sie
HGF. Czynnik ten jest wydzielany m.in. przez fibrobla-
sty i aktywuje receptor MET w komérkach czerniaka, co
powoduje przekazanie sygnatu zaréwno szlakiem MAPK
jak i PI3K/AKT i odpowiada za pierwotng oporno$é na
wemurafenib [98]. Sie¢ powigzahh w mikro$rodowisku
jest na tyle silna, ze fibroblasty pod wptywem wemura-
fenibu mogg wytwarza¢ czynniki wzrostu, w tym HGF,
co warunkuje wtérng oporno$¢ komérek czerniaka
na wemurafenib [39]. Crizotinib, inhibitor c-MET zno-
sit oporno$¢ w badaniach in vitro i na modelach zwie-
rzecych. Wykazano ponadto, ze badajac stezenie HGF
w surowicy pacjentéw przed terapiag mozna byto okre-
$li¢ odpowiedZ na wemurafenib, z czego wynika, ze HGF
moze sie sta¢ biomarkerem istotnym przy podejmowa-
niu decyzji terapeutycznych [111]. Komérki nowotwo-
rowe réwniez wytwarzaja czynniki wzrostu, tj. HGF,
bFGF, EGF i IGF, ktére aktywuja odpowiednie szlaki
sygnatowe i przyczyniajg sie do wytworzenia zaréwno
opornoéci pierwotnej jak i wtérnej na wemurafenib
[111]. Stosowana terapia moze réwniez wplywad na
mikro$rodowisko, np. przez zmiane liczby limfocytéw T
w masie guza [52].

W celu ograniczenia rozwoju opornosci i zmniejsze-
nia toksycznosci stosowanych lekéw poszukuje sie ich
odpowiednich kombinacji [55,65]. Kolejne fazy badan
klinicznych nad skutecznoscia i bezpieczeristwem sto-
sowania dabrafenibu i trametinibu, zwane CombiDT,
zakonczyly sie zaaprobowaniem tego potaczenia przez
FDA do leczenia pacjentéw z zaawansowanym czernia-
kiem. Kombinacja zaowocowata wiekszym odsetkiem
odpowiedzi catkowitych i czasem wolnym od progre-
sji w poréwnaniu z monoterapig wemurafenibem lub
dabrafenibem [80]. Uzyskano spadek czesto$ci wyste-
powania SCC. W poréwnaniu z wynikami II fazy badan
klinicznych nad trametinibem, w ktérych nie uzyskano
odpowiedzi u zadnego pacjenta wcze$niej leczonego
inhibitorem BRAF, zastosowanie trametinibu w skoja-
rzeniu z dabrafenibem u takich pacjentéw wykazato nie-
znaczng skuteczno$¢ kliniczng, ale zalezna od rodzaju
odpowiedzi na inhibitor BRAF [48].

W obecnie prowadzonych badaniach klinicznych wyko-
rzystuje sie wiedze na temat mechanizmdéw opornosci
na inhibitory BRAF. Najbardziej interesujgce badania kli-
niczne wyszczegblniono w tabeli 1. Na uwage zastuguje
LCCC 1128, ktére jest badaniem typu open-label 11 fazy
z zastosowaniem dabrafenibu i trametinibu w celu oceny
mechanizmu oporno$ci. Wykorzystana zostanie tech-
nika sekwencjonowania NextGEN DNA uwzgledniajaca
150 onkogendw i genéw supresorowych, w tym BRAF,
NRAS, MEK1, MAP3K8, COT i PTEN (badanie NCT01726738).
Innym przyktadem badan mechanizmu opornosci jest

NCT02263898, w ktérym podczas terapii z zastosowa-
niem LGX818 i MEK162 beda badane komérki czerniaka
cyrkulujace w krwiobiegu pod katem ekspresji biatek
zaangazowanych w oporno$¢ na leki.

INHIBITORY BRAF | MEK W LECZENIU RAKA BRODAWKOWATEGO
TARCZYCY | RAKA JELITA GRUBEGO

Wspomniany wyzej sorafenib zostat zatwierdzony przez
FDA do leczenia pacjentéw z rakiem tarczycy, nerki
i watrobowokomérkowym. Badanie 111 fazy pod akroni-
mem DECISION potwierdzito skuteczno$¢ i bezpieczen-
stwo stosowania sorafenibu w poréwnaniu do placebo
u pacjentéw ze zréznicowanym rakiem tarczycy opor-
nym na radioaktywny jod [9]. Typowe objawy niepoza-
dane to wysypka skérna, biegunka i tysienie bliznowate.
W badaniu tym zasugerowano, ze mutacje BRAF i RAS nie
wplywaja na czas wolny od choroby. Zaproponowano, ze
markerem skuteczno$ci stosowania sorafenibu jest niski
poziom ufosforylowanego AKT w jadrze komdrkowym.

W badaniach przedklinicznych na liniach komérko-
wych PTC testowano zaréwno inhibitory MEK jak i BRAF
[61,92]. Do badan klinicznych wilaczeni zostali pacjenci
z rakiem tarczycy z mutacjag BRAFV®E | oporno$cig na
jodoterapie definiowang na podstawie jednego z naste-
pujacych kryteridéw:

« widoczne w badaniach obrazowych ognisko nowotworu
bez wychwytu 3],

« ognisko, ktére uleglo progresji zgodnie z kryteriami
RECIST w ciagu 12 miesiecy mimo leczenia Y],

« wychwyt jodu w czasie leczenia,

« skumulowana aktywno$¢ **'J <600 mcCi [113].

W badaniu klinicznym I fazy z uzyciem wemurafe-
nibu uzyskano odpowiedz kliniczng u 3 z 9 pacjentéw
z rakiem brodawkowatym tarczycy majacych mutacje
BRAFV® [81], Czes$ciowa odpowiedZ zanotowano u 35%
chorych z BRAFV®® opornych na radiojod. Podobne
wyniki uzyskano w badaniu I fazy z uzyciem dabrafe-
nibu [28]. Trwajg obecnie prace nad zastosowaniem tra-
metinibu i w skojarzeniu z dabrafenibem u pacjentéw
z rakiem tarczycy (badanie NCT01723202).

Aktywacja zmutowanego szlaku MAPK obniza aktyw-
nos$¢ symportera sodowo-jodowego oraz peroksydazy
tarczycowej, petniacych podstawowe role w terapii
radiojodem. Obecnie trwajg badania, ktére majg oce-
ni¢ skutek zastosowania terapii radioaktywnym jodem
z wemurafenibem (NCT02145143) i dabrafenibem
(NCT01534897). We wcze$niejszych badaniach wyka-
zano, ze zastosowanie inhibitoréw MEK uwrazliwia
komdrki na radiojod [40].

Mutacja w KRAS, ale takze w BRAF odgrywa znaczaca role
w rozwoju raka jelita grubego. Obecno$¢ mutacji BRAF
i KRAS odpowiada za brak skutecznosci terapii z uzyciem
przeciwcial przeciw EGFR [20]. Potwierdzita to metaana-
liza badan klinicznych, ktéra wykazata brak odpowie-
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dzi u pacjentéw z zaawansowanym CRC otrzymujgcych
przeciwciata monoklonalne przeciw EGFR (cetuximab
lub panitumumab), jezeli wystepowata mutacja w BRAF
[77]. Pierwsze wyniki badah nad zastosowaniem wemu-
rafenibu w czerniaku zachecity badaczy do stosowania
tej terapii w raku jelita grubego. Niestety zastosowanie
wemurafenibu w CRC nie dato oczekiwanych wynikéw,
poniewaz tylko u jednego z 21 pacjentéw z przerzu-
towym CRC zanotowano cze$ciowa odpowiedz [54].
Pézniejsze badania wykazaty, ze hamowanie aktywnosci
BRAFVS%% bardzo szybko indukuje aktywno$¢ EGFR [79].
Zastosowanie wemurafenibu w skojarzeniu z przeciwcia-
tem monoklonalnym przeciw EGFR synergistycznie zaha-
mowato wzrost komdrek CRC zaréwno in vitro jak i in vivo
[19,79]. Jednym z mechanizméw pierwotnej opornosci
CRC na wemurafenib jest duza aktywno$¢ szlaku PI3K/
AKT, w poréwnaniu z jego aktywno$cig w czerniaku, przy
matej aktywno$ci szlaku MAPK [64]. Jednoczesne zabloko-
wanie szlaku PI3K/AKT i aktywno$ci zmutowanej kinazy
BRAF powodowalo zahamowanie proliferacji w liniach
komdrkowych CRC [17,64]. W oparciu o te dane sg obecnie
prowadzone badania kliniczne nad skuteczno$cig terapii
inhibitorem EGFR (panitumumab) w skojarzeniu z inhibi-
torami kinaz szlakéw MAPK i PI3K/AKT (tabela 1).

PRzysz£0$¢ TERAPII UKIERUNKOWANYCH PRZECIW BRAF

Zastosowanie terapii celowanych jest prawdziwym prze-
tomem w leczeniu pacjentéw onkologicznych. Ma nie
tylko olbrzymie znaczenie kliniczne, ale takze poznaw-
cze, gdyz umozliwia badanie zachowania sie nowotworu
w jego naturalnym srodowisku, w organizmie pacjenta.
Dzieki temu réwniez problemy pojawiajace sie w trak-
cie leczenia, w tym przede wszystkim rozwdj oporno-
$ci wtdrnej, sg coraz lepiej poznawane. Niewatpliwym
wyzwaniem jest udoskonalenie metod diagnostycznych
tak, aby uwzglednialy nie tylko réznice genetyczne
miedzy nowotworami od réznych pacjentdw, ale takze
heterogennos$é genetyczna i fenotypowa wystepujaca
u tego samego pacjenta, réwniez w obrebie jednego
guza. Trwajg prace nad terapiami skojarzonymi, ktére
skutecznie usuwatyby wszystkie rodzaje komérek nowo-
tworowych obecne w heterogennym guzie, tym samym
eliminujgc oporno$¢ pierwotng i zapobiegajac rozwo-
jowi oporno$ci wtérnej. Wydaje sie, ze inhibitory zmu-
towanego biatka BRAF beda waznym elementem terapii
skojarzonych przeciw réznym typom nowotwordéw
zaleznym od szlaku sygnatowego RAS/RAF/MEK/ERK
(MAPK).

Tabela 1. Obecnie prowadzone badania kliniczne w czerniaku, raku jelita grubego i raku brodawkowatym tarczycy z wykorzystaniem inhibitoréw kinaz szlaku MAPK

(na podstawie www.clinicaltrial.gov)

Numer identyfikacyjny

Badane leki

NCT01657591 Wemurafenib* + XL888 (inhibitor HSP90)
NCT01754376 Wemurafenib* + Aldesleukin (IL-2)
NCT01940809 Ipilimumab (przeciwciato anty-CTLA-4)/Dabrafenib** /Trametinib***
NCT01902173 Trametinib*** + Dabrafenib** + GSK2141795 (inhibitor AKT)
Cermiak NCT01495988 Wemurafenib* + Cobimetinib*** +/- Bevacizumab (przeciwciato anty-VEGF-A)
NCT02036086 Wemurafenib* + Cobimetinib***
NCT01943422 Wemurafenib* + Interferon a-2b
NCT01909453 LGX818 (inhibitor BRAFYO%) + MEK162*** vs. Wemurafenib* lub LGX818 (inhibitor BRAF'60€)
NCT01972347 Trametinib*** 4 Dabrafenib**
NCT01989585 Trametinib*** + Dabrafenib** + Navitoclax (mimetyk biatek “BH3-only")
NCT01723202 Trametinib*** + Dabrafenib**
Rak brodawkowaty NCT02145143 Wemurafenib* + 1131
tarczycy NCT01534897 Dabrafenib** + 1131
NCT01709292 Vemurafenib*
NCT01750918 Dabrafenib**/Trametinib***/Panitumumab (przeciwciato anty-EGFR)
Rakelita grubego NCT02164916 Cetuximab (przeciwciato anty-EGFR) + Irinotekan (inhibitor topoizomerazy |) +/- Wemurafenib*
NCT01719380 LGX818 (inhibitor BRAFY®%) + Cetuximab (przeciwciato anty-EGFR) +/- BYL719 (inhibitor PI3K)
NCT01902173 Trametinib*** + Dabrafenib** + GSK2141795 (inhibitor AKT)

* inhibitor BRAFY6%E: ** inhibitor BRAFV62Ej BRAFV60K: *** inhihitor MEK
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