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Leczenie chorych na czerniaka z przerzutami zawsze byfo powaznym wyzwaniem.

W ostatnich 8 latach znacznie lepiej poznano zmiany genetyczne przyczyniajace sie do
rozwoju i progresji czerniaka. Wykazano, ze jest to niejednorodna grupa nowotwordw,
ktérej rozwojem kierujg rozne mutacje onkogenne. Udowodniono, ze odpowiednimi
punktami uchwytu dziatania lekéw sg u niektérych chorych na czerniaka aktywujgce
mutacje w kinazie serynowej/treoninowej BRAF i kinazie tyrozynowej receptora KIT.
Autorzy omawiajg zmiany genetyczne i etiologie czerniakdw skéry oraz pozaskdrnych,

a takze analizujg wyniki niektérych opublikowanych ostatnio badan przedklinicznych

i klinicznych poswieconych nowym lekom o ukierunkowanym dziataniu, ktére zaczynajg
wplywac na zycie chorych na czerniaka.

Tak frustrujacy brak postepu sprawil, ze niektorzy okreslajg go mianem nowotworu

z natury opornego na leczenie. Pojawily sie tez sugestie, ze fenotyp oporno$ci moze
by¢ charakterystyczng cechg biologii melanocytéw.! W ostatnich latach podjeto bardzo wiele
badan dokfadnie analizujacych profile genomowe, kt6érych wyniki dostarczyly nowych waznych
informacji o zdarzeniach molekularnych prowadzacych do zapoczatkowania rozwoju i progres;ji
czerniaka.2# Szczegdlng uwage zwraca czeste wystepowanie mutacji lub amplifikacji w onko-
genach, co stworzylo okazje do opracowania niezwykle wybi6rczych metod leczenia o ukierun-
kowanym dziataniu. Dzi¢ki tym badaniom stalo si¢ jasne, ze czerniaki sa niejednorodna grupa
nowotwordw o réznych etiologiach i wymagaja zastosowania odmiennych strategii terapeu-
tycznych. Obecnie ocenia sie role terapii o ukierunkowanym dziataniu w leczeniu chorych na
czerniaka. Metoda ta polega na doborze wybidrczych inhibitoréw drobnoczasteczkowych do
nowotworéw, na powierzchni ktérych dochodzi do ekspresji czasteczek powstalych w wyniku
okreslonych mutacji onkogennych. Przyktadem takiej strategii jest wykorzystanie imatynibu
u chorych na przewlekts biataczke szpikowg (chronic myeloid leukemia, CML) i chorych na
nowotwory podscieliskowe przewodu pokarmowego (gastrointestinal stromal tumors, GIST)
oraz erlotynibu u chorych na typ niedrobnokomérkowego raka ptuca (non-smal cell lung cancer,
NSCLC) z mutacjami aktywujacymi w genie EGFR.>” Autorzy omawiaja najnowsze badania
poswiecone podzialom czerniakéw na podgrupy na podstawie ich cech molekularnych, przedsta-
wiaja tez obiecujace strategie leczenia ukierunkowanego przeciw tym molekularnym podtypom
czerniaka, bedace obecnie przedmiotem badan.

P ] imo wielu lat badaf czerniak rozsiany pozostaje powaznym problemem klinicznym.
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PODZIAt. CZERNIAKOW SKORY | INNYCH NARZADOW NA PODGRUPY NA PODSTAWIE CECH
GENETYCZNYCH

Mutacje BRAF w pozycji V600

Genomowa rewolucja w badaniach nad czerniakiem wybuchta w 2002 r., gdy w okoto 50%
wszystkich czerniakéw odkryto wystepowanie aktywujacej mutacji w genie BRAF (ryc. 1).4
Raf to rodzina biatek ztozona z trzech kinaz serynowo/treoninowych (ARAF, BRAF i CRAF)
o nakladajacych sie funkcjach.® W genie BRAF odkryto dotad ponad 50 réznych mutacji.?
Mutacja BRAF, prowadzaca do substytucji w pozycji V600 (zastapienie waliny kwasem glu-
taminowym), jest z pewnoScig najczestsza, stanowi bowiem ponad 80% wszystkich mutacji
BRAF.%10 Inne mutacje wykryte w probkach czerniakéw, rzadsze, ale majace znaczenie kliniczne,
to V600K (16% wszystkich mutacji BRAF) i V600D/V600R (3% wszystkich mutacji BRAF).11
Onkogenna aktywno$¢ zmutowanego genu BRAF jest najczeéciej wyrazana przez zapoczatko-
wanie kaskady aktywowanej mitogenem kinazy biatkowej (mitogen-activated protein kinase,
MAPK), regulujacej wejscie komédrek w cykl komorkowy przez kontrole ekspresji cykliny D1
i supresje p27XIP1 12,13 jak réwniez przez wplyw na inwazje i przezycie.»15 W modelach do-
$wiadczalnych o roli zmutowanego BRAF w czerniaku przekonaty wyniki badan in vitro, w kt6-
rych wykazano wiasciwosci onkogenne mutacji BRAF V60OE w nieSmiertelnych melanocytach
mysich,16 a takze odwrécenie fenotypu czerniaka w nastgpstwie wybidrczego ograniczenia
ekspresji mutanta BRAF V60OE za pomocg RNAi.17>18 Cho¢ zmutowany BRAF niewatpliwie
odgrywa wazna role w rozwoju czerniaka, wylgczna mutacja BRAF V600E nie wystarcza do
transformacji pierwotnych melanocytéw ludzkich ani mysich.!® Wydaje si¢ natomiast, ze roz-
woj czerniaka wymaga zaréwno BRAF/MAPK, jak i aktywnosci szlaku kinazy fosfoinozytydu-3
(PI3K)/AKT. Szczegdlnie przekonujaco potwierdzono to w badaniach przeprowadzonych na
myszach transgenicznych, u ktérych petna transformacja do czerniaka nastgpowata dopiero po
uaktywnieniu mutacji BRAF V600E réwnolegle z zahamowaniem ekspresji homologu fosfatazy
i tensyny (phosphatase and tensin homolog, PTEN).20

Chociaz mutacje BRAF nie s3 wywolywane promieniowaniem ultrafioletowym (UV), wykazuja sktonnos¢ do wy-

stepowania w skorze eksponowanej na dziatanie promieniowania UV, czeéciej u 0séb gorzej reagujacych na opalanie.
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48

Udowodniono, ze czynnikiem przepowiadajacym wystgpienie mutacji BRAF jest raczej przejSciowa niz przewlekla
ekspozycja na dzialanie promieniowania UV. Chorzy na czerniaki powstale w nastepstwie takiej mutacji sg na og6t
mlodsi (<5$ lat), a ich skamulowana ekspozycja na promieniowanie UV jest mniejsza.22 Wystepowanie lub brak
mutacji BRAF moze mieé znaczenie rokownicze. W jednym z badai przyczyniala si¢ ona do skrécenia czasu przezycia
chorych z przerzutami (5,7 miesiaca w poréwnaniu z 8,5 miesigca w grupie chorych bez mutacji BRAF).23

Drobnoczgsteczkowe inhibitory BRAF: sorafenib, PLX4032/4720 i GSK2118436

Od czasu odkrycia w czerniakach aktywujacych mutacji BRAF opracowano szereg inhibitoréw BRAF, ktérych
dziatanie oceniano w badaniach in vitro.2428 Najintensywniejsze badania po$wiecono inhibitorowi kinaz sorafeni-
bowi (BAY43-9006, Nexxavar, Bayer, Wayne, NJ).28 Opracowano go wprawdzie w celu hamowania CRAF, w trakcie
badan okazalo sie jednak, ze umiarkowanie skutecznie hamuje on réwniez BRAF. Wykorzystano go zatem poczat-
kowo w badaniach typu proof-of-concept, oceniajacych skutecznosé hamowania BRAF w czerniaku.2? W modelach
zwierzecych podanie sorafenibu powodowato nieznaczng regresje wszczepionych obcogatunkowych czerniakow
z mutacja BRAF V600E oraz w niewielkim stopniu zapoczatkowywalo apoptoze.2?-30 W dalszych badaniach przed-
klinicznych sorafenib okazal sie stosunkowo stabym inhibitorem BRAF. Oddziatywat tez na wiele innych punktéw
uchwytu - przede wszystkim hamowat receptory czynnika wzrostu §rédblonka naczyn (vascular endothelial growth
factor receptor, VEGFR) i receptory ptytkopochodnego czynnika wzrostu (platelet-derived growth factor receptor,
PDGFR).28:31 Niewykluczone, ze aktywnos¢ sorafenibu ukierunkowana przeciw komérkom czerniaka jest w duzym
stopniu niezalezna od jego wplywu na hamowanie BRAF.32

Od czasu pierwszych badafi oceniajacych oddziatywanie sorafenibu na czerniaka opracowano nowa generacje
inhibitor6w BRAF. Leki te charakteryzujg sie silniejszym potencjatem wobec zmutowanego BRAF, wywotujg tez mniej
dziatan niepozadanych. Werdd inhibitoréw ocenianych obecnie w badaniach przedklinicznych s3: SB590885, dabra-
fenib (GSK2118436), AZ628, X1.281, GDC-0879 i wemurafenib (RG704, PLX4032/4720).24:2533-39 P X4032
(i jego analog PLX4720) to inhibitory RAF kompetycyjne wobec ATP (stezenie inhibitora wymagane do zahamowania
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aktywnoéci BRAF typu dzikiego w 509 [IC,,] to 100 nmol/l,
a zahamowanie aktywnos$ci zmutowanego BRAF wymaga
IC5,=31 nmol/l). W hodowli komérkowej oraz w mode-
lach mysich z wszczepionym obcogatunkowym czernia-
kiem wybiérczo hamujg one wzrost komérek czerniaka
z mutacja BRAF V600E.2538:40 Inhibitor ten bedzie
dalej nazywany PLX4032 w badaniach przedklinicznych
oraz wemurafenibem badaniach klinicznych. Odpowie-
dzi na dziatanie PLX4032 obserwowane w modelach
wszczepionych czerniakéw obcogatunkowych byty
swoiste dla BRAF V60OE i spektakularne. We wszystkich
przypadkach wykazano odpowiedZ petng lub czesciowa,
a w poszczeg6lnych modelach bliski zwigzek miedzy
ekspozycja na lek a odpowiedzig. 3840 Co ciekawe, nie
wszystkie linie komdrkowe czerniaka z mutacja BRAF
byty réwnie wrazliwe na PLX4032 i PLX4720, wiele
z nich cechowata bowiem r6znego stopnia oporno$¢ wta-
na.33:36:37 Dostepne dane §wiadcza, ze w najwrazliw-
szych liniach komérkowych PLX4032/4720 zatrzymuje
zaréwno cykl komoérkowy, jak i apoptoze, a w liniach
opornych lub mniej wrazliwych wyltacznie cykl ko-
mérkowy.3337 Niedawno przeprowadzono badanie
genetyczne, w ktérym poszukiwano wzorcOw mutacji
i powielen fragmentéw genomu miedzy komoérkami
wrazliwymi a opornymi na PLX4032. Nie stwierdzono
w nim zadnych réznic migdzy tymi dwoma typami ko-
morek.3” Wydaje sie zatem, ze wrodzona opornosé¢ na
inhibitory BRAF jest zlozona i wieloczynnikowa.*! Wia-
domo juz, ze wystepuja podgrupy czerniakdéw z muta-
¢ja BRAF V600E, ktére dodatkowo zawieraja mutacje
w genach PTEN, cykliny D1, CDK2, CDK4, MITF
i AKT3.42% Nie wiadomo jednak, jak ekspresja oraz
brak lub wystepowanie mutacji w tych genach wptywaja
na zachowanie biologiczne nowotworu i jaka odegraja
role w wyborze przysztej terapii.

Innym inhibitorem BRAF, wzbudzajagcym obec-
nie duze zainteresowanie i ocenianym w badaniach
przedklinicznych oraz klinicznych, jest dabrafenib
(GSK2118436), inhibitor kompetycyjny ATP BRAF
V600E/D/K, prawidlowego BRAF, a takze CRAF.44
Wykazal on obiecujaca aktywnos$¢ w przedklinicznych
modelach czerniaka, a teraz jest oceniany w badaniach
klinicznych.45-46

Czerniaki z mato aktywnymi mutacjami BRAF
(inne niz V600) i czerniaki zalezne od CRAF

W niewielkiej podgrupie czerniakéw wykryto mu-
tacje genu BRAF w pozycji innej niz V600. Wiele ta-
kich mutantéw BRAF innych niz V600 w izolowanych
testach aktywnosci kinazowej prezentuje zaburzenia
aktywnosci kinazy (stad nazwa mutanty BRAF o malej
aktywnosci) i wymaga obecno$ci CRAF do transakty-
wadji ich szlaku sygnatowego MAPK.10 Analiza duzego
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Schemat przedstawiajacy wybrane wazne szlaki molekularne
odgrywajace role w progresji czerniaka. Geny przenoszace
mutacje aktywujace zaznaczono ciemnym kolorem.

panelu linii komérkowych i tkanek czerniaka ujaw-
nifa, Ze okoto 1% z nich zawierato odpowiednio mu-
tacje D594G lub G469E w genie BRAF, a okoto 1%
prébek czerniaka zawieralo mutacje G469A.30 Takie
linie komoérkowe z mutacjami BRAF innymi niz w po-
zycji V600 roznig sie w przekazywaniu sygnatéw przez
mutanty BRAF V600, cechujg si¢ tez duzymi stezeniami
fosfo-ERK, malymi stezeniami fosfo-MEK oraz opor-
noscig na hamowanie MEK.3% Co ciekawe, mutanty
BRAF inne niz V600 wydajg sie tworzy¢ czeSC szerszej
podgrupy linii komérkowych czerniaka, w tym takze
z BRAF typu dzikiego i mutacja BRAF V600K, ktére do
przezycia wymagaja czynnego CRAF.47 Badania pro-
wadzone przez dwa niezalezne zespoly ujawnily unie-
czynnienie CRAF za pomoca shRNA w podgrupach
czerniaka zaleznych od CRAF wplywa na fosforylacje
BAD i ekspresje Bcl-2 niezaleznie od MEK, co prowadzi
do apoptozy i zaburzei wzrostu nowotworu w modelu
przeszczepéw obcogatunkowych u myszy.30

Sorafenib jest wprawdzie stosunkowo stabym in-
hibitorem BRAF, lecz w miare silnie dziala na CRAF.
W badaniach przedklinicznych stwierdzono, ze jest on
skutecznym czynnikiem proapoptotycznym w liniach
komorek czerniaka z mutacjami BRAF o matej aktywnos-
ci, hamujgcym wzrost tych linii komérkowych w prze-
szczepach obcogatunkowych u myszy.3? Opracowanie
bardziej wybiérczych i silniejszych inhibitoréw CRAF

Tom 9 Nr 4, 2012 * Onkologia po Dyplomie

49



http://www.podyplomie.pl/onkologiapodyplomie

Ukierunkowane leczenie chorych na czerniaka

moze by¢ réwniez korzystne w czerniakach i innych
nowotworach ztosliwych, w ktérych zachodzi ekspresja
mniej aktywnych mutacji BRAF innych niz V600.

NRAS, KRAS i HRAS

Biatka RAS to duza rodzina drobnoczasteczko-
wych biatek wigzacych tréjfosforan guanozyny (GTP)
wystepujacych w bfonie plazmatycznej. W nowotwo-
rach ludzkich czgsto rozpoznaje si¢ mutacje w genach
trzech cztonkéw rodziny RAS: NRAS, HRAS i KRAS.
Ponad 20% nowotwordw zawiera mutacje aktywujgce
w jednym z genéw RAS.*8 Mutacje w genach NRAS,
KRAS i HRAS wykryto odpowiednio w 20, 2 i 1% czer-
niakéw.*? Mutacje NRAS najczesciej sa nastepstwem
zmiany punktowej prowadzacej do zastgpienia lecytyny
glutaming w pozycji 61,439 rzadziej natomiast wyste-
puja mutacje w pozycjach 12 i 13.2 Przeprowadzona na
duza skale analiza wycinkow czerniaka i linii komor-
kowych wykazala, ze chociaz mutacje BRAF V600E
i NRAS nawzajem sie wykluczaja, mutacje BRAF o malej
aktywnosci pokrywaja sie z mutacjami NRAS.2!
Z mechanistycznego punktu widzenia mutacje w genie
NRAS zaburzajg aktywno$é GTP-azy, prowadzac do jej
zablokowania w pozycji czynnej. W formie zwigzanej
z GTP RAS faczy si¢ z wieloma enzymami efektorowymi
uczestniczacymi w proliferacji i uaktywnia je. Najlepiej
opisanym z nich jest CRAF.92 Czerniaki z aktywuja-
cymi mutacjami NRAS r6znig sie zatem od czerniakéw
z mutacjami BRAF tym, ze polegajag na CRAF podczas
indukgji szlaku MAPK.>2 Wiadomo tez, ze RAS akty-
wujg szlak PI3K/AKT, co przyczynia si¢ do progresji
nowotworu na drodze modulowania wzrostu i prze-
zycia komorek, ktore ulegly transformacji.!3 Oprécz
MAPK i PI3K/AKT zmutowane biatko NRAS moze tez
aktywowa¢ inne szlaki przekazywania sygnatow we-
wnatrzkomérkowych, odgrywajace wazng role w trans-
formacji nowotworowej. Nowsze badania wykazaly
wazng role czynnikéw wymiany nukleotydu guaniny
Ral (Ral guanine nucleotide exchange factors, Ral-GEF)
we wzroScie komorek niezaleznym od zakotwicze-
nia, obserwowanym po transformacji melanocytéw
w nastgpstwie mutacji w genie NRAS.>3 Role muta-
cji RAS w zapoczatkowaniu rozwoju czerniaka po-
twierdzono w modelach zwierzecych, w ktérych wpro-
wadzenie zmutowanych HRAS lub NRAS (Q61K) powo-
duje powstawanie czerniaka u myszy transgenicznych
pozbawionych ekspresji inhibitora CDK p16NK4A 34,55

Inhibitory transferazy farnezylu, podwdjne hamowanie

MEK/PI3K

NRAS jest drobnoczgsteczkowyg GTPaza, a zatem
trudnym punktem uchwytu dziatania lekéw kon-
wencjonalnych.48 Inhibitory transferazy farnezylu
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(farnesyltransferase inhibitor, FTI) to klasa lekow za-
pobiegajacych umiejscowieniu sie¢ w blonie (i aktywacji)
drobnoczgsteczkowych biatek G, poczatkowo zaprojek-
towanych jako leki o dziataniu ukierunkowanym prze-
ciw szlakowi sygnalowemu onkogennego Ras>® Mimo
zakrojonych na szeroka skale prac zwiazki te wykazaty
niewielkg aktywno$¢ w monoterapii, nawet u cho-
rych na raka jelita grubego, wérdod ktorych w okoto
40% wystepuja mutacje w KRAS.5¢ FTI nie oceniano
w badaniach klinicznych przeprowadzonych z udzialem
chorych na czerniaka dobranych ze wzgledu na wyste-
powanie w nich lub brak mutacji NRAS. Zgromadzono
niewiele dowodéw przemawiajacych za pewng aktywno-
§cia FT1 in vitro w hodowlach komérek czerniaka, ba-
dania te prowadzono jednak w czasach poprzedzajacych
podziat czerniakéw na podgrupy na podstawie ich cech
molekularnych.>” Obecnie skupia sie uwage na szlakach
przekazywania sygnatéw umiejscowionym ponizej akty-
wacji Ras, ktore mogg by¢ lepszym punktem uchwytu
dla dziatania lekéw. Dowody pochodzace z badan przed-
klinicznych prowadzonych w modelach zwierzecych
wskazuja, ze jednoczesne zahamowanie szlakéw MEK
i PI3K prowadzi do regresji nowotworéw z mutacja
Ras.38:5% W innych badaniach doswiadczalnych jedno-
czesne zahamowanie BRAF i CRAF lub BRAF i PI3K
(przez shRNA) skutecznie ogranicza wzrost i przezycie
obcogatunkowych przeszczepéw ludzkiego czerniaka
z mutacjami w genie NRAS.0 Wiadomo, ze aktywacja
szlaku sygnalowego MAPK czerniakéw z mutacja RAS
wymaga CRAF, jednak niewiele dowodéw przemawia
za wigksza skutecznoscia sorafenibu w mutantach NRAS
niz w liniach komérkowych czerniaka z mutacja BRAF.30

KIT

W czerniakach rozwijajacych sie w regionach ciala,
ktore nie s3 eksponowane na promieniowanie UV, ta-
kich jak podeszwy st6p, powierzchnia dioni, okolice
pod paznokciami (czerniaki akralne) lub blony Sluzowe
(czerniaki blon §luzowych), rzadko wystepujg mutacje
BRAF.61 Czesto natomiast stwierdza sie w nich po-
wielenie fragmentéw materialu genetycznego i muta-
¢je aktywujace w kinazie tyrozynowej receptora KIT.
W przeprowadzonym niedawno w przelomowym bada-
niu wykazano mutacje aktywujace KIT w 21% czernia-
kéw bton Sluzowych, 11% czerniakéw odsiebnych czgéei
konficzyn i 17% czerniakéw powstajacych pod wptywem
uszkodzen skory wywolanych przewlekla ekspozycja
na promienie stoneczne, przy czym wiele z nich wyste-
puje w miejscu okotobtonowym decydujacym o wrazli-
wosci na imatynib.6! Sekwencjonowanie eksonéw 11,
13, 17 i 18 ¢-KIT ujawnito, ze najczestszymi mutacjami
s3 K642E, L576P, D816H i V559A, ktore czesciej znaj-
duja si¢ w innych miejscach niz mutacje KIT spotykane
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w GIST lub nowotworach ukladu krwiotwérczego.62

Nabyciu mutacji KIT towarzyszy zwykle zwickszenie
liczby kopii i amplifikacja pewnych fragmentéw genomu.
Obserwowano tez amplifikacje genu KIT mimo braku
mutacji.®! Od czasu pierwszego opisu zaburzed w KIT
spostrzezenia te potwierdzono w wielu kolejnych donie-
sieniach.63-6% Zgromadzone dotychczas dane wskazuja,
ze mutacje KIT wystepujg w 14% czerniakow akralnych
i 18% czerniakéw blon §luzowych.®¢ Poniewaz kazdy
z tych podtypéw stanowi zaledwie 2% wszystkich czer-
niakéw, catkowity odsetek czerniakéw z mutacjami KIT
jest niewielki. W populacji australijskiej, w ktorej 40%
czerniakdéw powstaje w nastepstwie przewleklego uszko-
dzenia skory przez ekspozycje na promieniowanie sto-
neczne, mutacje KIT sa réwnie rzadkie.®”

W badaniach do§wiadczalnych wprowadzenie mu-
tacji D814Y do KIT w nienowotworowych nieSmier-
telnych melanocytach w hodowli komérkowej nie
powodowalo ani transformacji nowotworowej, ani
zwigkszenia czestoéci podzialéw komorek.®8 Brak pro-
liferacji w melanocytach z mutacjg KIT zaskakiwal, ale
prawdopodobnie jest skutkiem jedynie pojedynczego
zdarzenia onkogennego powodujacego mutacje KIT.
Niedawno wykazano, ze dwie mutacje ¢-KIT najczesciej
spotykane w czerniaku (K642E i L576P) mogly dopro-
wadzi¢ do transformacji melanocytéw jedynie w warun-
kach niedotlenienia lub po wprowadzeniu egzogennego,
indukowanego niedotlenieniem czynnika 1o (hypoxia
inducible factor 1o, HIF-10).9% Z mechanistycznego
punktu widzenia wydaje si¢, ze pelna aktywacja obu
szlakéw wymagata uruchomienia przekazywania sygna-
tow w szlaku PI3K/AKT aktywowanego zmutowanym
¢-KIT, a nie MEK/ERK, a takze polaczenia niedotlenie-
nia z mutacjg ¢-KIT. Dane te ponownie potwierdzaja, ze
w modelu transformacji obserwowanym w czerniakach
z mutacjg BRAF w celu zapoczatkowania rozwoju i pro-
gresji nowotworu konieczne jest jednoczesne przekazy-
wanie sygnalow przez MAPK/AKT.®?

Imatynib, sunitynib, dazatynib

Stosunkowo nieduza liczba linii komérkowych czer-
niaka z aktywujacymi mutacjami KIT znacznie utrudnia
prowadzenie badan przedklinicznych. Coraz wyrazniej
widaé, ze raczej mutacje KIT niz amplifikacja fragmentu
genomu pozwalaja przewidzie¢ odpowiedZ na zasto-
sowanie drobnoczasteczkowych inhibitoréw KIT.6¢
Wydaje si¢ tez, ze charakter mutacji KIT dyktuje, ktory
z inhibitoréw KIT bedzie skuteczny.®® Do dzi§ opu-
blikowano wyniki jedynie dwoch badan przedklinicz-
nych, w ktérych wykorzystano linie komérek czerniaka
uzyskane z czerniakéw akralnych lub czerniakéw bion
§luzowych.65:70 W pierwszym z badaf opisano trzy
pierwotne linie komérkowe czerniaka bton §luzowych,
z ktérych w jednej wystepowala mutacja ¢-KIT w ekso-
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nie 11, V559D.%5 Dodanie do pozywki imatynibu za-
trzymywalo cykl komérkowy oraz zapoczatkowywalo
apoptoze i hamowalo szlak przekazywania sygnatéw
JAK/STAT, PI3K/AKT i MAPK oraz ekspresje Bcl-2,
surwiwiny i Mcl-1.6> W drugim badaniu opisano linie
komérkowa czerniaka btony $luzowej z mutacja c-KIT
w eksonie 17, D820Y (mutacja czesto wigzana z opor-
noscig na imatynib w GIST) z wrazliwoscig na sunitynib
(tylko w duzych stezeniach).”? W kolejnym opubliko-
wanym niedawno doniesieniu opisano linie komérkowe
czerniaka niebedacego czerniakiem akralnym ani czer-
niakiem blon §luzowych, z mutacja KIT L576P.71 Ta
linia komérkowa okazata sie oporna na dziatanie ima-
tynibu, nilotynibu i sorafenibu, ale wrazliwa na dzia-
lanie dazatynibu.”! Zgromadzono tez pewne dowody
wskazujace, ze wystepowanie konstytutywnej aktywnos-
ci KIT (co wykazano oznaczajac fosfo-KIT) moze by¢
czynnikiem przepowiadajacym odpowiedZ na zastoso-
wanie inhibitora KIT.”2

Kolejnym podtypem czerniaka prawdopodobnie
zwigzanym z aktywacja przekazywania sygnatéw KIT
jest czerniak rozwijajacy si¢ z komérek barwnikowych
blony naczyniowej gatki ocznej. Jest on najczestszym
pierwotnym nowotworem oka u dorostych, pochodza-
cym z melanocytéw naczyniéwki, teczowki i ciatka rze-
skowego. W czerniakach blony naczyniowej, podobnie
jak w innych czerniakach pozaskérnych, nie wystepuja
mutacje aktywujacej BRAF i NRAS,”3 natomiast do
87% z nich zachowuje ekspresje c-KIT. W przeciwieii-
stwie jednak do czerniakéw akralnych i bton §luzowych
w czerniakach blony naczyniowej gatki ocznej na ogét
nie wykrywa sic aktywujacych mutacji ¢-KIT.”# Badania
doswiadczalne przeprowadzone w hodowlach komor-
kowych ujawnily, ze pod wplywem dziatania imatynibu
w komorkach czerniakéw blony naczyniowej gatki
ocznej zachodzi ekspresja fosforylowanego KIT, a takze
do zatrzymania cyklu komérkowego.”S Nie przedsta-
wiono dotychczas wynikéw badai klinicznych ocenia-
jacych przydatno$¢ inhibitoréw KIT w leczeniu chorych
na czerniaki btony naczyniowej gatki oczne;.

GNAQ i GNAT1

Wydaje sie, ze dla rozwoju czerniaka jest ko-
nieczna aktywacja szlaku przekazywania sygnaléw
MAPK. Coraz wiecej dowodéw przemawia za tym, ze
w czerniakach blony naczyniowej gatki ocznej, z ktérych
w wiekszosci nie wystepujg mutacje BRAF i RAS, w aktyw-
no$ci MAPK posredniczy aktywacja mutacji Q209
w heterotrimerycznej podjednostce o GNAQ biatka
G76 lub jej odpowiednika, reszty w blisko zwigzanej
podjednostce o« GNA11 biatka G. Mutacje GNAQ
w pozycji Q209 s3 analogiczne do obserwowanych
w NRAS (w pozycji Q61) i zaburzaja aktywnosé
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GTPazy, prowadzac do nieprzerwanego przesylania sy-
gnatéw. Oznaczenie profiléw molekularnych pozwolito
wykry¢ mutacje GNAQ Q209 w 46-49% wycinkéw
czerniaka blony naczyniowej gatki ocznej i w 27% linii
komérkowych tego czerniaka.”6”7 W badaniach in vitro
wykazano, ze samo wprowadzenie GNAQ-Q209L nie
powoduje transformacji komérek w hodowlach pier-
wotnych melanocytow ludzkich. Jesli jednak te same
komérki zostaly poddane transfekeji, w wyniku ktdrej
hodowla stata si¢ nie$miertelna (mutacje TP53/CDK4
1 hTERT), dochodzito do niezaleznego od zakotwiczenia
wzrostu.”® Nie opracowano jeszcze wprawdzie drobno-
czasteczkowych inhibitor6w GNAQ, ale potwierdzono
potencjal terapeutyczny tego biatka G, wykazujac, ze
eliminacja czynnego GNAQ za pomocg siRNA przyspie-
sza $mier¢ komérek w liniach komérkowych czerniaka
blony naczyniowej gatki ocznej z t3 mutacja.”®

DOSTOSOWANIE LECZENIA DO PROFILU MUTACJI: DANE
KLINICZNE

Przedstawione wyzej dane z badan przedklinicznych
doprowadzity do podjecia wielu opartych na hipotezie
badan klinicznych, w ktérych punktem uchwytu dzia-
tania lek6w byly wykryte w czerniaku mutacje onko-
genne. Pierwsze proby ukierunkowania terapii na te
mutacje polegaly na zastosowaniu u chorych na czer-
niaki lekow o dziataniu ukierunkowanym niezaleznie od
genotypu. Obecnie takg taktyke zastapiono badaniami,
w ktorych chorych dobiera sie na podstawie profilu mu-
tacji, co zaowocowato bardzo interesujgcymi wynikami.

Inhibitory MEK

Odkrycie czesto wystepujacych w czerniaku muta-
¢ji BRAF i NRAS przyczynito sie do rozpoczecia prac
nad inhibitorami MEK, w tym AZD6244, CI-1040
i PD0325901. Uczestnikéw tych wczesnych badan nie
dobierano na podstawie genotypu i nie jest pewne, czy
oceniane leki byly w stanie skutecznie hamowaé MEK
oraz fosforylacje ERK w komérkach czerniaka w maksy-
malnych tolerowanych dawkach.”8-80 Uzyskane wyniki
byty rozczarowujace, odsetek obiektywnych odpowiedzi
wyni6st bowiem 109, a retrospektywne analizy genoty-
péw w podgrupie leczonych chorych nie pozwolity prze-
widzie¢ mozliwych korzysci klinicznych. Dawkowanie
inhibitoréw MEK ograniczalo wystepowanie biegunki
i zaburzefi wzroku, w tym zakrzepicy zyly siatkéwki
w malej podgrupie chorych. U chorych na czerniaka
z mutacjg BRAF V600 oceniano niedawno inhibitor
MEK trametynib, skuteczniej i trwalej hamujacy MEK
i pERK w dawkach dopuszczalnych klinicznie. Wstepne
wyniki wskazujg na odpowiedz przekraczajacg 209.81:82

Onkologia po Dyplomie ® Tom 9 Nr 4, 2012

Planuje sie rozpoczecie randomizowanych badan z uzy-
ciem tego leku, ktore powinny ostatecznie okresli¢ czas
trwania i czesto$¢ odpowiedzi klinicznych na hamowa-
nie MEK u chorych na zaawansowany nowotwor.

Inhibitory BRAF

Sorafenib to pierwszy inhibitor RAF oceniany w ba-
daniach klinicznych u chorych na czerniaka. Uczestni-
kéw tych badaii nie dobierano na podstawie genotypu.
Ze wzgledu na stabg wybiorczo$é wobec konforma-
cji BRAF, aktywnej dzieki mutacji V60OE, a takze na
dziatania dodatkowe, wyniki tych badan rozczarowaty,
a uzyskany odsetek odpowiedzi byl bardzo niewielki.®3
Rezultaty randomizowanych badan oceniajacych dziata-
nie sorafenibu w polaczeniu z chemioterapia byly bar-
dzo rozne, a odsetek uzyskanych odpowiedzi nieduzy,
nie udowodniono tez wplywu terapeutycznego wywie-
ranego za posrednictwem hamowania BRAF 31,84

Zachecajace wyniki przyniosty natomiast badania
nad inhibitorami BRAF dziatajacymi wybidrczo na ak-
tywna konformacje kinazy. Inhibitor BRAF wemurafenib
(PLX4032) w maksymalnej tolerowanej dawce zapo-
czatkowuje silne hamowanie dalszego przekazywania
sygnatéow w szlaku sygnatowym BRAF. Potwierdzono
to na podstawie hamowania pERK, redukgji Ki67 i ha-
mowania pobierania glukozy przez przerzuty czerniaka
(oznaczane za pomocg pozytonowej tomografii emisyj-
nej z uzyciem fluorodeoksyglukozy, fluoro-deoxyglucose
positron emission tomography [FDG-PET])*%:85 (ryc. 2).
W niedawnym badaniu fazy III przeprowadzonym
z udzialem nieleczonych wczesniej chorych na czerniaka
z mutacja BRAF V600E (n=675) leczenie wemurafeni-
bem (960 mg dwa razy na dob¢) pozwolito na uzyska-
nie odpowiedzi u 48% chorych.8¢ Odsetek odpowiedzi
w grupie kontrolnej leczonej dakarbazyng wynidst 5%.
Po 6 miesigcach przezycie catkowite chorych przyjmuja-
cych te leki wyniosto odpowiednio 84 i 64%.8¢ Réwnie
imponujacy wplyw na szlaki przekazywania sygnalow
i odpowiedZ obserwowano, podajac inny wybidrezy
inhibitor BRAF, dabarafenib (GSK2118436),%> obecnie
oceniany w badaniach klinicznych fazy III.

Co ciekawe, wszystkie inhibitory BRAF, w tym so-
rafenib, wemurafenib, dabrafenib i X1.281, oceniane
w badaniach klinicznych indukowaly zmiany proli-
feracyjne w skorze, ktére bardzo przypominajg raki
plaskonablonkowe skory typu rogowiaka kolczystoko-
mérkowego (keratoacanthoma).3%45:85-87 Czesto ce-
chuja sie one szybkim wzrostem, a postepowanie polega
na chirurgicznym usunieciu zmiany lub zastosowaniu
innej metody terapii miejscowej. Nie poznano wpraw-
dzie w pelni mechanizmu powstawania takich zmian
w nastepstwie hamowania kinaz RAF, udowodniono
jednak, ze aktywacja szlaku przekazywania sygnaléw
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MAPK w wyniku zahamowania BRAF paradoksalnie
moze odgrywaé role w rozwoju plaskonabtonkowego
raka skéry (patrz nizej).46

Inhibitory KIT

Wykazano, ze hamowanie KIT przez inhibitory
kinazy tyrozynowej indukuje odpowiedz kliniczng
w czerniakach z mutacja KIT. Opisy pojedynczych przy-
padkéw oraz malych serii chorych wykazaly obiektywne
odpowiedzi na inhibitory KIT, imatynib i sorafenib.38-92
Trwajg badania z losowym doborem chorych, ktérych
celem jest ostateczne okreSlenie, czy zahamowanie
KIT wydtuza wolne od progresji przezycie chorych na
czerniaka (www.clinicaltrials.gov nr NCT01028222).
Do leczenia GIST lub CML zarejestrowano dotych-
czas § inhibitoréw KIT (imatynib, dazatynib, nilotynib,
sorafenib i sunitynib). Cechuja si¢ one réznymi profilami
wobec réznych mutacji KIT, co moze pozwoli¢ na dobér
leku w zaleznosci od indywidualnej mutacji KIT. Obser-
wowano odpowiedz kliniczng na leczenie sorafenibem
chorych na czerniaka odbytu z przerzutami, cechujacego
sie oporng na dzialanie imatynibu mutacja D820Y.7!

OPORNOSC | LECZENIE SKOJARZONE

Obecnosé aktywujacej mutacji BRAF V60OE po-
zwala na og6t przewidzie¢ wrazliwo$¢ na hamo-
wanie BRAF, ale nie wszyscy chorzy na czerniaka
z mutacjg BRAF V600E odpowiadaja na leczenie we-
murafenibem. Udowodniono naturalng opornosé
niekt6rych chorych na dziatanie tego leku.85 W przepro-
wadzonych niedawno badaniach przedklinicznych
wykazano, ze amplifikacja cykliny D1 (nawet w 17%
czerniakéw z mutacjg BRAF V600E) lub utrata supre-
sora nowotworéw RB w polaczeniu z utratg supresora
nowotworéw PTEN mogg si¢ przyczyniaé¢ do rozwoju
wlasnej opornosci chorego na inhibitory BRAF.?3-95
W przypadku utraty PTEN wykazano, ze hamowa-
nie BRAF paradoksalnie aktywuje AKT, co zapobiega
$mierci komoérki na drodze supresji stezefi proapopto-
tycznego biatka BIM.%%

Niemal wszyscy chorzy na czerniaka z mutacja
BRAF, ktérzy odpowiadajg na leczenie wemurafenibem,
w koficu staja si¢ oporni na dziatanie lekéw. Spostrze-
zenia te odzwierciedlajg wzorzec odpowiedzi obserwo-
wany w leczeniu ukierunkowanym chorych na CML,
GIST,?6:97 a ostatnio chorych na rdzeniaka,”$:%% gdy
po poczatkowym okresie regresji nowotworu naste-
puje nawrdt. Jeszcze przed opracowaniem inhibitorow
swoistych wobec BRAF wiadomo byto, ze zaréwno
czynniki wzrostu, jak i cytokiny moga ocali¢ komorki
czerniaka przed apoptozg nastepujaca po indukowanym
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RYCINA 2

Obraz wyjsciowy

Obraz po 15 dniach leczenia
wemurafenibem

Obrazy FDG-PET chorego uczestniczacego w badaniu klinicznym | fazy, w ktérym
oceniano wemurafenib. Ukazano okolice wystgpowania i rozmiary ognisk
nowotworu przed rozpoczeciem podawania leku w dawce 960 mg dwa razy na

dobe oraz po 15 dniach leczenia.

siRNA wylaczeniu genu BRAF.82:100,101 Trwy wiele
badai poswieconych mechanizmom nabytej odpor-
nosci na inhibitory BRAF, zaréwno w liniach komérek
szpiczaka, jak i wycinkach pochodzacych od chorych
na czerniaka z mutacjg BRAF, ktorzy nie odpowiadali
na leczenie wemurafenibem. Opisano duzo potencjal-
nych mechanizméw opornoéci nabytej, w tym natezenie
przekazywania sygnaléw za posrednictwem kinaz tyro-
zynowych receptoréw (zaréwno PDGFR i receptora
insulinopodobnego czynnika wzrostu 1 [insuline-like
growth factor-1 receptor, IGF1R]), wystapienie muta-
gji de novo w NRAS, nabycie nowych mutacji w MEK1
i natezenie ekspresji MAP3KS (inaczej COT).102-106 pg.
znane mechanizmy opornosci sa zréznicowane, jednak
niemal wszystkie polegaja na reaktywacji powszechnie
wystepujacych szlakéw przekazywania sygnalow, o kto-
rych juz wiadomo, ze pelnig wazng role w progresji
czerniaka, takich jak MEK/ERK i PI3K/AKT/cel rapa-
mycyny u ssakéw (mammalian target for rapamycin,
mTOR).106 Dane pochodzace z badar przedklinicznych
wskazujg, ze jednoczesne zahamowanie BRAF i MEK
moze zapobiec lub opdzni¢ wystapienie opornosci na
PLX4720 i przetamaé opornosé, w ktérej posrednicza
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mutacje MEK1, nadmierna ekspresja COT oraz naby-
cie de novo mutacji w genie NRAS.104107,108 Qpor-
no$é, w ktérej posredniczy przekazywanie sygnalow
w szlaku IGF1R, moze natomiast zosta¢ przetamana
przez jednoczesne zahamowanie MEK+PI3K, a opor-
noéé, w ktorej posredniczy przekazywanie sygnatéw
przez PDGFR, mozna pokonaé, ukierunkowujac te-
rapic na szlak mTOR/PI3K/AKT.193 Wiele z tych
mechanizméw reaktywuje MEK, podjeto wiec bada-
nia fazy [ i II nad zastosowaniem inhibitora BRAF
(dabrafenibu) w potaczeniu z inhibitorem MEK tra-
metynibem (GSK1120212,NCT01072175) oraz wemura-
fenibu z inhibitorem MEK GDC-0973 (NCT01271803).
Pojawiaja si¢ pierwsze sygnaly przemawiajace za sku-
tecznoscig takiego leczenia skojarzonego. Podczas kon-
gresu American Society of Clinical Oncology (ASCO)
przedstawiono wyniki badania fazy I/Il oceniajacego
skojarzenie trametynibu z dabrafenibu. Zastosowanie
tych lekéw w dawkach wynoszacych odpowiednio
1501 1 mg przyniosto 77% odpowiedzi obiektyw-
nych (odpowiedzi catkowite+odpowiedzi czeSciowe),
a w dawkach wynoszacych odpowiednio 1501 2 mg
749%.46 Co wazniejsze, polaczenie inhibitora BRAF
z inhibitorem MEK znacznie rzadziej powodowato
wystapienie raka plaskonabtonkowego skory (<19%,
n=109).4¢ Wkroétce sa planowane badania kliniczne
taczace kojarzace BRAF z inhibitorami szlaku mTOR/
PI3K/AKT.

Metody zmierzajace do opanowania opornoSci
czerniakéw na leki réznig si¢ od wykorzystywanego
obecnie modelu leczenia chorych na inne nowotwory,
u ktérych powstala nabyta opornosé, czesto w nastep-
stwie wtornych mutacji w biatkach, bedacych punktami
uchwytu dla dziatania lekéw. Najlepiej znanym przykta-
dem jest oporno$¢ na imatynib w przebiegu CML oraz
GIST, do ktérej dochodzi w wyniku mutacji de novo
w tzw. genach bedacych str6zami genomu, odpowied-
nio BCR-ABL i ¢-KIT.?6:109:110 Y/ badaniach przedkli-
nicznych stwierdzono, ze w BRAF takg funkcje petni
treonina w pozycji 529, dotychczas nie udowodniono
jednak, ze przewleklte leczenie wemurafenibem cho-
rych na czerniaka prowadzi do nabycia wtérnych mu-
tacji w BRAF w tej wlasnie pozycji lub jakiejkolwiek
inne]"32,85,102

DALSZE KIERUNKI

Znaczenie doboru chorych

Mozna sobie wyobrazié, ze w przyszloéci okresle-
nie molekularnego profilu nowotworu danego chorego

stanie si¢ nieodlgcznym elementem doboru leczenia
dla niego. Znaczenie takiego postepowania ukierunko-
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wanego swoiscie na czerniaka o konkretnym genoty-
pie ilustruja najnowsze wyniki uzyskane w badaniach
przedklinicznych. Wykazano w nich, ze BRAF para-
doksalnie aktywuje przekazywanie sygnatow w szlaku
MAPK w nowotworach pozbawionych mutacji aktywu-
jacych BRAF. Doniesienia 6 niezaleznych zespotéw ba-
dawczych wykazuja, ze zahamowanie BRAF prowadzi
do aktywacji MAPK w liniach komérkowych z muta-
cjami NRAS i KRAS oraz w tych liniach komérkowych,
w ktérych szlak MAPK jest aktywowany przez inne
onkogeny, takie jak HER2.3411-115 Badania mechani-
styczne ujawnily, ze cho¢ wemurafenib i inne inhibitory
BRAF mogga silnie hamowaé aktywno$é kompleksow
zawierajagcych BRAF V600E w komoérkach czerniaka,
zamiast nich w komérkach z mutacjami RAS promuja
aktywno$¢ dimeréw CRAF-CRAF, co prowadzi do
aktywacji MEK 34115 Udowodniono tez, ze PLX4032
zwigksza inwazyjny potencjal komérek czerniaka z mu-
tacja NRAS na drodze aktywacji szlakéw przekazywania
sygnaléw ERK i FAK.113 W kolejnych badaniach stwier-
dzono, ze inhibitory BRAF moga sie nawet przyczyniaé
do progresji nowotworéw z mutacjami w NRAS, czes-
ciowo hamujac apoptoze na drodze modulacji ekspre-
sji Mcl-1.114 Na podstawie tych spostrzezei niedawno
opisano nowg generacje inhibitor6w BRAF, ktére naj-
wyrazniej zapobiegaja paradoksalnej aktywacji przeka-
zywania sygnalow przez szlak MAPK. Na razie niewiele
o nich wiadomo, mozna jednak mie¢ nadzieje, ze ich
udoskonalony profil wybidrczosci bedzie zapobiegat
powstawaniu plaskonabtonkowego raka skéry i op6zni
wystapienie opornosci.

Przedstawione badania odgrywaja niezwykle wazng
role w opracowywaniu nowych metod walki z nowo-
tworami, ich wyniki §wiadcza bowiem o tym, ze prosta
empiryczna ocena nowych lekéw moze powodowaé
uzyskanie niekorzystnych wynikéw. Potwierdza sie
natomiast sthuszno$¢ racjonalnego tworzenia metod le-
czenia chorych na nowotwory, opartych na mocnych
dowodach pochodzacych z badafi przedklinicznych,
a takze na profilach molekularnych poszczegdlnych cho-
rych. Naprawde nadszed! czas, by w leczeniu chorych
na czerniaka zastosowac indywidualne podejscie.

PODZIEKOWANIA

Autorzy dzigkuja Jasonowi Callahanowi i Rodowi
Hicksowi za obrazy FDG-PET.

© Elsevier Inc. All rights reserved. This article from Seminars
in Oncology 2012,39:204-214 The Current State of Targeted
Therapy in Melanoma: This Time It's Personal by Keiran S. M.
Smalley, Grant A. McArthur is translated and reprinted with
permission of Elsevier.

www.podyplomie.pl/onkologiapodyplomie



http://www.podyplomie.pl/onkologiapodyplomie

PISMIENNICTWO

1. Soengas MS, Lowe SW. Apoptosis and melanoma
chemoresistance. Oncogene 2003;22:3138-51.

2. Lin WM, Baker AC, Beroukhim R, et al. Modeling
genomic diversity and tumor dependency in malignant
melanoma. Cancer Res 2008;68:664-73.

3. Curtin JA, Fridlyand ], Kageshita T, et al. Distinct
sets of genetic alterations in melanoma. N Engl | Med
2005;353:2135-47.

4. Davies H, Bignell GR, Cox C, et al. Mutations of the
BRAF gene in human cancer. Nature 2002;417:949-54.
5. Duensing S, Duensing A. Targeted therapies of ga-
strointestinal stromal tumors (GIST)—the next frontiers.
Biochem Pharmacol 2010;80:575-83.

6. Druker BJ, Talpaz M, Resta D], et al. Efficacy and
safety of a specific inhibitor of the BCR-ABL tyrosine
kinase in chronic myeloid leukemia. N Engl J Med
2001;344:1031-7.

7. Yoshida T, Zhang G, Haura EB. Targeting epidermal
growth factor receptor: central signaling kinase in lung
cancer. Biochem Pharmacol 2010;80:613-23.

8. Wellbrock C, Karasarides M, Marais R. The RAF
proteins take centre stage. Nat Rev Mol Cell Biol
2004;5:875- 85.

9.  Garnett MJ, Marais R. Guilty as charged: B-RAF is
a human oncogene. Cancer Cell 2004;6:313-9.

10. Wan PT, Garnett MJ, Roe SM, et al. Mechanism of
activation of the RAF-ERK signaling pathway by oncoge-
nic mutations of B-RAF. Cell 2004;116:855-67.

11. Rubinstein JC, Sznol M, Pavlick AC, et al. Incidence
of the V600K mutation among melanoma patients with
BRAF mutations, and potential therapeutic response
to the specific BRAF inhibitor PLX4032. J Transl Med
2010;8:67.

12. Bhatt KV, Spofford LS, Aram G, McMullen M, Pu-
miglia K, Aplin AE. Adhesion control of cyclin D1 and
p27Kip1 levels is deregulated in melanoma cells through
BRAF-MEK-ERK signaling. Oncogene 2005;24:3459-71.
13. Sahai E, Marshall CJ. RHO-GTPases and cancer.
Nat Rev Cancer 2002;2:133-42.

14. Smalley KSM. A pivotal role for ERK in the onco-
genic behaviour of malignant melanoma? Int J Cancer
2003;104:527-32.

15. Boisvert-Adamo K, Aplin AE. Mutant B-RAF me-
diates resistance to anoikis via Bad and Bim. Oncogene
2008;27:3301-12.

16. Wellbrock C, Ogilvie L, Hedley D, etal. VS99EB-RAF
is an oncogene in melanocytes. Cancer Res 2004;
64:2338-42.

17. Hingorani SR, Jacobetz MA, Robertson GB, Her-
lyn M, Tuveson DA. Suppression of BRAF(V599E) in
human melanoma abrogates transformation. Cancer Res
2003;63:5198-202.

18. Karasarides M, Chiloeches A, Hayward R, et al.
B-RAF is a therapeutic target in melanoma. Oncogene
2004 Aug. 19;23(37):6292~ 8.

19. Michaloglou C, Vredeveld LC, Soengas MS, Denoy-
elle C, Kuilman T, van der Horst CM, et al. BRAFE600-
-associated senescence-like cell cycle arrest of human
naevi. Nature 2005;436:720-4.

20. Dankort D, Curley DP, Cartlidge RA, et al. Braf
(V600E) cooperates with Pten loss to induce metastatic
melanoma. Nat Genet 2009;41:544-52.

21. Landi MT, Bauer ], Pfeiffer RM, et al. MC1R germ-
line variants confer risk for BRAF-mutant melanoma.
Science 2006;313:521-2.

www.podyplomie.pl/onkologiapodyplomie

22. Viros A, Fridlyand J, Bauer J, et al. Improving mela-
noma classification by integrating genetic and morpholo-
gic features. PLoS Med 2008;5:¢120.

23. Long GV, Menzies AM, Nagrial AM, et al. Progno-
stic and clinicopathologic associations of oncogenic BRAF
in metastatic melanoma. J Clin Oncol 2011;29:1239-46.
24. King AJ, Patrick DR, Batorsky RS, et al. Demonstra-
tion of a genetic therapeutic index for tumors expressing
oncogenic BRAF by the kinase inhibitor SB-590885.
Cancer Res 2006;66:11100-5.

25. Tsai ], Lee JT, Wang W, et al. Discovery of a selec-
tive inhibitor of oncogenic B-Raf kinase with potent an-
timelanoma activity. Proc Natl Acad Sci U S A 2008;105:
3041-6.

26. Haass NK, Sproesser K, Nguyen TK, et al. The
mitogen-activated protein/extracellular signal-regulated
kinase kinase inhibitor AZD6244 (ARRY-142886) indu-
ces growth arrest in melanoma cells and tumor regres-
sion when combined with docetaxel. Clin Cancer Res
2008;14:230-9.

27. Solit DB, Garraway LA, Pratilas CA, et al. BRAF
mutation predicts sensitivity to MEK inhibition. Nature
2006;439:358-62.

28. Wilhelm SM, Carter C, Tang L, et al. BAY 43-9006
exhibits broad spectrum oral antitumor activity and tar-
gets the RAF/MEK/ERK pathway and receptor tyrosine
kinases involved in tumor progression and angiogenesis.
Cancer Res 2004;64:7099-109.

29. Sharma A, Trivedi NR, Zimmerman MA, Tuveson
DA, Smith CD, Robertson GP. Mutant V599EB-Raf re-
gulates growth and vascular development of malignant
melanoma tumors. Cancer Res 2005;65:2412-21.

30. Smalley KS, Xiao M, Villanueva J, et al. CRAF in-
hibition induces apoptosis in melanoma cells with non-
-V600E BRAF mutations. Oncogene 2009;28:85-94.
31. Hauschild A, Agarwala SS, Trefzer U, et al. Results
of a phase III, randomized, placebo-controlled study of
sorafenib in combination with carboplatin and paclitaxel
as second-line treatment in patients with unresectable
stage III or stage IV melanoma. J Clin Oncol 2009;27:
2823-30.

32. Whittaker S, Kirk R, Hayward R, et al. Gatekeeper
mutations mediate resistance to BRAF-targeted therapies.
Sci Transl Med 2010;2:35ra41.

33. Paraiso KH, Fedorenko IV, Cantini LP, et al. Re-
covery of phospho-ERK activity allows melanoma cells
to escape from BRAF inhibitor therapy. Br J Cancer
2010;102:1724 -30.

34. Poulikakos PI, Zhang C, Bollag G, Shokat KM,
Rosen N. RAF inhibitors transactivate RAF dimers and
ERK signalling in cells with wild-type BRAF. Nature
2010;464:427-30.

35. Montagut C, Sharma SV, Shioda T, et al. Eleva-
ted CRAF as a potential mechanism of acquired resi-
stance to BRAF inhibition in melanoma. Cancer Res
2008;68:4853-61.

36. Sondergaard JN, Nazarian R, Wang Q, et al.
Differential sensitivity of melanoma cell lines with
BRAFV600E mutation to the specific Raf inhibitor
PLX4032. ] Transl Med 2010;8:39.

37. Tap WD, Gong KW] Dering J, et al. Pharmacodyna-
mic characterization of the efficacy signals due to selective
BRAF inhibition with PLX4032 in malignant melanoma.
Neoplasia 2010;12:637-49.

38. Yang H, Higgins B, Kolinsky K, et al. RG7204
(PLX4032), a selective BRAFV600E inhibitor, displays

Ukierunkowane leczenie chorych na czerniaka

potent antitumor activity in preclinical melanoma mo-
dels. Cancer Res 2010;70:5518-27.

39. Schwartz GK, Robertson S, Shen A, et al. A phase
I study of X281, a selective oral RAF kinase in patients
with advanced solid tumors. J Clin Oncol 2009;27
15s:3513.

40. Bollag G, Hirth B Tsai J, et al. Clinical efficacy
of a RAF inhibitor needs broad target blockade in
BRAF-mutant melanoma. Nature 2010;467:596-99.
41. Smalley KSM, Sondak VK. Melanoma—an unli-
kely poster child for targeted therapy. N Engl ] Med
2010;363:876-78.

42. Smalley KS, Nathanson KL, Flaherty KT. Genetic
subgrouping of melanoma reveals new opportunities for
targeted therapy. Cancer Res 2009;69:3241-4.

43. Nathanson KL. Using genetics and genomics stra-
tegies to personalize therapy for cancer: focus on mela-
noma. Biochem Pharmacol 2010;80:755-61.

44. Villanueva J, Cipolla A, Kong J, et al. A kinase switch
underlies acquired resistance to BRAF inhibitors. Pigment
Cell Melanoma Res 2009;22:136.

45. Kefford R, Arkenau H, Brown MP et al. Phase I/II
study of GSK2118436, a selective inhibitor of oncogenic
mutant BRAF kinase, in patients with metastatic mela-
noma and other solid tumors. J Clin Oncol 2010;28
155:8503.

46. Infante JR, Falchook GS, Lawrence DA, et al.
Phase I/l Study of the oral MEK1/2 inhibitor GSK1120212
dosed in combination with the oral BRAF inhibitor
GSK2118436. J Clin Oncol 2011;29 18S:CRAS8503.

47. Jilaveanu L, Zito C, Lee SJ, et al. Expression of
sorafenib targets in melanoma patients treated with
carboplatin, paclitaxel and sorafenib. Clin Cancer Res
2009;15:1076-85.

48. Downward J. Targeting RAS signalling pathways in
cancer therapy. Nat Rev Cancer 2003;3:11-22.

49. Milagre C, Dhomen N, Geyer FC, et al. A mouse
model of melanoma driven by oncogenic KRAS. Cancer
Res 2010;70:5549-57.

50. Brose MS, Volpe B, Feldman M, et al. BRAF and RAS
mutations in human lung cancer and melanoma. Cancer
Res 2002;62:6997-7000.

51. Heidorn SJ, Milagre C, Whittaker S, et al. Kinase-
-dead BRAF and oncogenic RAS cooperate to drive tumor
progression through CRAF. Cell 2010;140:209-21.

52. Dumaz N, Hayward R, Martin J, et al. In mela-
noma, RAS mutations are accompanied by switching
signaling from BRAF to CRAF and disrupted cyclic AMP
signaling. Cancer Res 2006;66:9483-91.

53. Mishra PJ, Ha L, Rieker ], et al. Dissection of RAS
downstream pathways in melanomagenesis: a role for Ral
in transformation. Oncogene 2010;29:2449-56.

54. Chin L, Pomerantz J, Polsky D, et al. Cooperative
effects of INK4a and ras in melanoma susceptibility 7
vivo. Genes Dev 1997;11:2822-34.

55. Ackermann J, Frutschi M, Kaloulis K, McKee T,
Trumpp A, Beermann F. Metastasizing melanoma forma-
tion caused by expression of activated N-RasQ61K on
an INK4a-deficient background. Cancer Res 2005;65:
4005-11.

56. Konstantinopoulos PA, Karamouzis MV, Papavassi-
liou AG. Post-translational modifications and regulation
of the RAS superfamily of GTPases as anticancer targets.
Nat Rev Drug Discov 2007;6:541-55.

57. Smalley KSM, Eisen TG. Farnesyl transferase inhi-
bitor SCH66336 is cytostatic, pro-apoptotic and enhan-

Tom 9 Nr 4, 2012 * Onkologia po Dyplomie 55



http://www.podyplomie.pl/onkologiapodyplomie

Ukierunkowane leczenie chorych na czerniaka

ces chemosensitivity to cisplatin in melanoma cells. Int
J Cancer 2003;105:165-75.

58. Hoeflich KB O’Brien C, Boyd Z, et al. In vivo anti-
tumor activity of MEK and phosphatidylinositol 3-kinase
inhibitors in basal-like breast cancer models. Clin Cancer
Res 2009;15:4649-64.

59. Engelman JA, Chen L, Tan X, et al. Effective use of
PI3K and MEK inhibitors to treat mutant Kras G12D
and PIK3CA H1047R murine lung cancers. Nat Med
2008;14:1351-6.

60. Jaiswal BS, Janakiraman V, Kljavin NM, et al. Com-
bined targeting of BRAF and CRAF or BRAF and PI3K
effector pathways is required for efficacy in NRAS mutant
tumors. PLoS One 2009;4:e5717.

61. Curtin JA, Busam K, Pinkel D, Bastian BC. Somatic
activation of KIT in distinct subtypes of melanoma. ] Clin
Oncol 2006;24:4340-6.

62. Heinrich MC, Blanke CD, Druker BJ, Corless CL.
Inhibition of KIT tyrosine kinase activity: a novel molecu-
lar approach to the treatment of KIT-positive malignan-
cies. ] Clin Oncol 2002;20:1692-703.

63. Torres-Cabala CA, Wang WL, Trent ], et al. Cor-
relation between KIT expression and KIT mutation
in melanoma: a study of 173 cases with emphasis
on the acral-lentiginous/mucosal type. Mod Pathol
2009;22:1446-56.

64. Antonescu CR, Busam KJ, Francone TD, et al.
L576P KIT mutation in anal melanomas correlates with
KIT protein expression and is sensitive to specific kinase
inhibition. Int J Cancer 2007;121:257-64.

65. Jiang X, Zhou J, Yuen NK, et al. Imatinib targeting
of KIT-mutant oncoprotein in melanoma. Clin Cancer
Res 2008;14:7726-32.

66. Woodman SE, Davies MA. Targeting KIT in
melanoma: a paradigm of molecular medicine and
argeted therapeutics. Biochem Pharmacol 2010;80:
568-74.

67. Handolias D, Salemi R, Murray W, et al. Muta-
tions in KIT occur at low frequency in melanomas ari-
sing from anatomical sites associated with chronic and
intermittent sun exposure. Pigment Cell Melanoma Res
2010;23:210-S.

68. Alexeev V, Yoon K. Distinctive role of the cKit recep-
tor tyrosine kinase signaling in mammalian melanocytes.
J Invest Dermatol 2006;126:1102-10.

69. Monsel G, Ortonne N, Bagot M, Bensussan A,
Dumaz N. c-Kit mutants require hypoxia-inducible
factor lalpha to transform melanocytes. Oncogene
2010329:227-36.

70. Ashida A, Takata M, Murata H, Kido K, Saida T.
Pathological activation of KIT in metastatic tumors of
acral and mucosal melanomas. Int J Cancer 2009;124:
862-8.

71. Woodman SE, Trent JC, Stemke-Hale K, et al. Ac-
tivity of dasatinib against L576P KIT mutant melanoma:
molecular, cellular, and clinical correlates. Mol Cancer
Ther 2009;8:2079-85.

72. Smalley KS, Contractor R, Nguyen TK, et al.
Identification of a novel subgroup of melanomas with
KIT/cyclindependent kinase-4 overexpression. Cancer
Res 2008;68:5743-52.

73. Rimoldi D, Salvi S, Lienard D, et al. Lack of
BRAF mutations in uveal melanoma. Cancer Res
2003;63:5712-S.

74. Pache M, Glatz K, Bosch D, et al. Sequence analysis
and high-throughput immunohistochemical profiling of

KIT (CD 117) expression in uveal melanoma using tissue
microarrays. Virchows Arch 2003;443:7414.

75. All-Ericsson C, Girnita L, Muller-Brunotte A, et
al. c-Kitdependent growth of uveal melanoma cells:
a potential therapeutic target? Invest Ophthalmol Vis Sci
2004;45:2075-82.

76. Van Raamsdonk CD, Bezrookove V, Green G, et
al. Frequent somatic mutations of GNAQ in uveal mela-
noma and blue naevi. Nature 2009;457:599-602.

77. Onken MD, Worley LA, Long MD, et al. Oncoge-
nic mutations in GNAQ occur early in uveal melanoma.
Invest Ophthalmol Vis Sci 2008;49:5230-4.

78. Lorusso PM, Adjei AA, Varterasian M, et al. Phase
I and pharmacodynamic study of the oral MEK inhibitor
CI-1040 in patients with advanced malignancies. ] Clin
Oncol 2005;23:5281-93.

79. Rinehart J, Adjei AA, Lorusso PM, et al. Multicen-
ter phase II study of the oral MEK inhibitor, CI-1040,
in patients with advanced non-small-cell lung, breast,
colon, and pancreatic cancer. J Clin Oncol 2004;22:
4456-62.

80. Adjei AA, Cohen RB, Franklin W] et al. Phase I phar-
macokinetic and pharmacodynamic study of the oral,
small-molecule mitogen-activated protein kinase kinase
1/2 inhibitor AZD6244 (ARRY-142886) in patients with
advanced cancers. J Clin Oncol 2008;26:2139-46.

81. Infante JR, Fecher LA, Nallapareddy S, et al. Sa-
fety and efficacy results from the first-in-human study of
the oral MEK 1/2 inhibitor GSL1120212. J Clin Oncol
2010;2815s:2503.

82. Gilmartin AG, Bleam MR, Groy A, et al.
GSK1120212 (JTP-74057) is an inhibitor of MEK ac-
tivity and activation with favorable pharmacokinetic
properties for sustained in vivo pathway inhibition. Clin
Cancer Res 2011;17:989-1000.

83. Eisen T, Ahmad T, Flaherty KT, et al. Sorafenib in
advanced melanoma: a Phase II randomised discontinu-
ation trial analysis. Br ] Cancer 2006;95:581-6.

84. McDermott DF, Sosman JA, Gonzalez R, et al.
Double-blind randomized phase II study of the combina-
tion of sorafenib and dacarbazine in patients with advan-
ced melanoma: a report from the 11715 Study Group.
J Clin Oncol 2008;26:2178-85.

85. Flaherty KT, Puzanov I, Kim KB, et al. Inhibition of
mutated, activated BRAF in metastatic melanoma. N Engl
J Med 2010;363:809-19.

86. Chapman PB, Hauschild A, Robert C, et al. Impro-
ved survival with vemurafenib in melanoma with BRAF
V600E mutation. N Engl ] Med 2011;364:2507-16.
87. Arnault JB, Mateus C, Wechsler J, et al. Paradoxical
cutaneous squamous cell proliferations in patients treated
with sorafenib. J Clin Oncol 2009;27 15s:9564.

88. Hodi FS, Friedlander B, Corless CL, et al. Major re-
sponse to imatinib mesylate in KIT-mutated melanoma.
J Clin Oncol 2008;26:2046-51.

89. Quintas-Cardama A, Lazar AJ, Woodman SE,
Kim K, Ross M, Hwu P Complete response of stage
IV anal mucosal melanoma expressing KIT Val560Asp
to the multikinase inhibitor sorafenib. Nat Clin Pract
2008;5:737-40.

90. Lutzky ], Bauer J, Bastian BC. Dose-dependent,
complete response to imatinib of a metastatic mucosal
melanoma with a K642E KIT mutation. Pigment Cell
Melanoma Res 2008;21:492-3.

91. Handolias D, Hamilton AL, Salemi R, et al. Clinical
responses observed with imatinib or sorafenib in mela-

56 Onkologia po Dyplomie * Tom 9 Nr 4, 2012

noma patients expressing mutations in KIT. Br J Cancer
2010;102:1219-23.

92. Satzger I, Kuttler U, Volker B, Schenck F, Kapp A, Gut-
zmer R. Anal mucosal melanoma with KIT-activating mu-
tation and response to imatinib therapy—case report and
review of the literature. Dermatology 2010;220:77-81.
93. Smalley KS, Lioni M, Palma MD, et al. Increased
cyclin D1 expression can mediate BRAF inhibitor resi-
stance in BRAF V600E-mutated melanomas. Mol Cancer
Ther 2008;7:2876-83.

94. Paraiso KH, Xiang Y, Rebecca VW, et al. PTEN
loss confers BRAF inhibitor resistance to melanoma cells
through the suppression of BIM expression. Cancer Res
2011;71:2750-60.

95. Xing F, Persaud Y, Pratilas CA, et al. Concurrent
loss of the PTEN and RB1 tumor suppressors attenuates
RAF dependence in melanomas harboring (V600E)BRAF.
Oncogene 2011 Jul 4. doi: 10.1038/0nc.2011.250.

96. Bauer S, Duensing A, Demetri GD, Fletcher JA. KIT
oncogenic signaling mechanisms in imatinib-resistant ga-
strointestinal stromal tumor: PI3-kinase/AKT is a crucial
survival pathway. Oncogene 2007;26:7560-8.

97. Sawyers C. Targeted cancer therapy. Nature
2004;432:294-7.

98. Rudin CM, Hann CL, Laterra J, et al. Treatment
of medulloblastoma with hedgehog pathway inhibitor
GDC-0449. N Engl ] Med 2009;361:1173-8.

99. Yauch RL, Dijkgraaf GJ, Alicke B, et al. Smoothened
mutation confers resistance to a hedgehog pathway inhi-
bitor in medulloblastoma. Science 2009;326:572-74.
100. Christensen C, Guldberg P Growth factors rescue
cutaneous melanoma cells from apoptosis induced by
knockdown of mutated (V 600 E) B-RAF. Oncogene
2005;24:6292-302.

101. Gray-Schopfer VC, Karasarides M, Hayward R,
Marais R. Tumor necrosis factor-alpha blocks apopto-
sis in melanoma cells when BRAF signaling is inhibited.
Cancer Res 2007;67:122-9.

102.Nazarian R, Shi H, Wang Q, et al. Melanomas
acquire resistance to B-RAF(V600E) inhibition by RTK
or N-RAS upregulation. Nature 2010;468:973-77.

103. Villanueva J, Vultur A, Lee JT, et al. Acquired re-
sistance to BRAF inhibitors mediated by a RAF kinase
switch in melanoma can be overcome by cotarge-
ting MEK and IGF-1R/PI3K. Cancer Cell 2010;18:
683-95.

104. Johannessen CM, Boehm JS, Kim SY, et al. COT
drives resistance to RAF inhibition through MAP kinase
pathway reactivation. Nature 2010;468:968-72.

105. Wagle N, Emery C, Berger MF, et al. Dissecting
therapeutic resistance to RAF inhibition in melanoma
by tumor genomic profiling. J Clin Oncol 2011;29:3
085-96.

106. Fedorenko IV, Paraiso KH, Smalley KS. Acquired
and intrinsic BRAF inhibitor resistance in BRAF V600E
mutant melanoma. Biochem Pharmacol 2011;82:201-9.
107.Paraiso KH, Fedorenko IV, Cantini LP, et al. Re-
covery of phospho-ERK activity allows melanoma cells
to escape from BRAF inhibitor therapy. Br J Cancer
2010;102:1724-30.

108.Emery CM, Vijayendran KG, Zipser MC, et
al. MEK1 mutations confer resistance to MEK and
B-RAF inhibition. Proc Natl Acad Sci U S A 2009;106:
20411-6.

109. O’Hare T, Shakespeare WC, Zhu X, et al. AP24534,
a pan-BCR-ABL inhibitor for chronic myeloid leukemia,

www.podyplomie.pl/onkologiapodyplomie



http://www.podyplomie.pl/onkologiapodyplomie

potently inhibits the T3151 mutant and overcomes muta-
tion-based resistance. Cancer Cell 2009;16:401-12.
110. Michor F, Hughes TP, Iwasa Y, et al. Dynamics
of chronic myeloid leukaemia. Nature 2005;435:
1267-70.

111. Carnahan J, Beltran PJ, Babij C, et al. Selective and
potent Raf inhibitors paradoxically stimulate normal
cell proliferation and tumor growth. Mol Cancer Ther
2010;9:2399-410.

www.podyplomie.pl/onkologiapodyplomie

112.Heidorn SJ, Milagre C, Whittaker S, et al. Kinase-
-dead BRAF and oncogenic RAS cooperate to drive
tumor progression through CRAF. Cell 2010;140:
209-21.

113.Halaban R, Zhang W, Bacchiocchi A, et al.
PLX4032, a selective BRAF(V600E) kinase inhibitor,
activates the ERK pathway and enhances cell migration
and proliferation of BRAF melanoma cells. Pigment Cell
Melanoma Res 2010;23:190-200.

Ukierunkowane leczenie chorych na czerniaka

114.Kaplan FM, Shao Y, Mayberry MM, Aplin AE. Hy-
peractivation of MEK-ERK1/2 signaling and resistance
to apoptosis induced by the ongenic B-RAF inhibitor,
PLX4720, in mutant N-Ras melanoma cell lines. Onco-
gene 2010;30:366-71.

115. Hatzivassiliou G, Song K, Yen I, et al. RAF inhibitors
prime wild-type RAF to activate the MAPK pathway and
enhance growth. Nature 2010;464:431-5.

Tom 9 Nr 4, 2012 * Onkologia po Dyplomie 57



http://www.podyplomie.pl/onkologiapodyplomie

