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Cilend lé¢ba BRAF a MEK inhibitory patii mezi zakladni pilife celkové 1é¢by pacientd s BRAF mutovanym melanomem. Navzdory
dobré terapeutické odpovédi je tato Ié¢ba zatizena brzkym vznikem rezistence. Ur¢itou moznosti, jak tuto rezistenci prekonat, je
kombinace cilené terapie a imunoterapie. Samotné BRAF mutované melanomy maji imunosupresivni vlastnosti, které stimuluje
nadorové mikroprostredi. Cilena |é¢ba BRAF a MEK inhibitory vyznamné ovliviiuje imunitni nddorové mikroprostiedi, které by
mohlo podporovat pouziti kombinované terapie s checkpoint inhibitory. Tyto poznatky viak zatim nebyly podporeny v klinickych
studiich. Prace pfindsi pohled na sou¢asné znalosti ovlivnéni imunitniho systému cilenou terapii.
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Effect of target therapy with BRAF and MEK inhibitors on the immune system in metastatic melanoma

Target therapy with BRAF and MEK inhibitors is one of the main pillars of treating patients with BRAF-mutated melanoma. Despite
a good therapeutic response, this treatment is burdened by early development resistance. A particular possibility to overcome
this resistance is the combination of target therapy and immunotherapy. BRAF-mutated melanomas themselves have immuno-
suppressive properties that stimulate the tumour microenvironment. Target therapy with BRAF and MEK inhibitors significantly
affects the immune tumour microenvironment, which could support the use of combination therapy with checkpoint inhibitors.
However, these findings have not yet been supported in clinical studies. The work provides insight into the current knowledge
of the influence of the immune system by target therapy.
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Uvod

BRAF inhibitory predstavuji moznost ci-
lené terapie nadorl s pritomnou somatic-
kou mutaci genu BRAF V600 (V600E, vzac-
né&ji i V600K a V60O0R). Zavedeni této terapie
v |é¢bé metastazujictho melanomu pfineslo
zlomovy okamzik s velkou mirou terapeu-
tickych odpovédi. Prvotni nadéjné vysled-
ky byly zatizeny brzkym vznikem nadorové
rezistence a selhanim terapie. Vemurafenib,
prvni BRAF inhibitor, ktery byl zaveden do
klinického testovani ve studii BRIM-3 byl

hodnocen oproti monoterapii dakarbazinem.
Terapeuticka odpovéd byla az 53 %, coz byla
hodnota do té doby nezaznamenand v [é¢bé
metastazujiciho melanomu. Celkové piezi-
ti (OS) u pacientl [é¢enych vemurafenibem
bylo 13,6 mésice proti 9,7 mésiclim u paci-
entd léc¢enych pouze dakarbazinem (mira
rizika (HR): 0,70, 95%; interval spolehlivosti
(C1):0,57-0,87, p = 0,0008) (1). Vznik nadorové
rezistence a selhani této terapie demonstruji
data u dlouhodobého sledovani, kdy pomér
poctu OS v prvnim roce |é¢by byl 56 % paci-

entl na lé¢bé vemurafenibem oproti 46 % na
terapii dekarbazinem. Ve 4. roce sledovani byl
tento pomeér OS jiZ pouze 17 % pacientd ku
16 % pacientlim na terapii dakarbazinem (2).
Pomérné zahy byla zvefejnéna data klinické
studie BREAK-3, ve které byl testovén druhy
BRAF inhibitor dabrafenib, ktery zaznamenal
podobnou terapeutickou ucinnost jako ve-
murafenib (3). Vzhledem k rychlému nastupu
rezistence pfi terapii BRAF inhibitory (6-9 mé-
sicd) byla hledana cesta k potencovani efektu
a prekonani alespon nékterych mechanisma
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rezistence (4, 5). Proto byla zavedena kombi-
novana terapie BRAF a MEK (MEK1/2, trameti-
nib, cobimetinib) inhibitory s cilenou inhibici
v dal$im stupni MAP kindzové signalizace (5).
Trametinib a cobimetinib patfi mezi selektivni
reverzibilni inhibitory MEK 1/2 kinaz, které
jsou soucasti MAP kinazové intracelularni
signalizace. Jedna se o kindzovy protein, ktery
je uloZzen mezi proteinem BRAF a ERK kinazou.
Prvniinhibitor trametinib ukazal vyznamnou
ucinnost v kombinaci s dabrafenibem ve studii
COMBI-D. Cobimetinib byl zkousen v kom-
binaci s vemurafenibem ve studii COMBI-V.
Obé kombinace ve studiich prokazaly stati-
sticky vyznamné zlep3eni celkového preziti
a preziti bez progrese oproti monoterapii jen
BRAF inhibitory. V dlouhodobém preziti byly
vysledky obou studii spojeny (211 ve studii
COMBI-D a 352 ve studii COMBI-V). Celkova
mira preziti do progrese (PFS) byla 21 % (95 %
Cl, 17-24) po 4 letech a 19% (95% Cl, 15-22)
po 5 letech. Celkova mira OS byla 37 % (95 %
Cl, 33-42) po 4 letech a 34 % (95 % Cl, 30-38)
po 5 letech. Kompletni terapeutickd odpo-
véd'byla u 109 pacientt (19 %) a byla spojena
s dlouhodobym efektem a trvanim remise
(6). Treti dvojice BRAF a MEK inhibitord, resp.
encorafenibu a binimetinibu byla testovana
ve studii Columbus sledujici efekt zminénych
inhibitord oproti monoterapii vemurafenibem
¢i encorafenibem. Median sledovani pro OS
byl 36,8 mésice (95 % Cl, 0,47-0,79), median OS
pro kombinaci encorafenibu s binimetinibem
byl 33,6 mésice (95% Cl, 24,4-39,2) ve srovnani
s 16,9 mésici (95 % Cl, 14,0-24,5) pf¥i terapii
vemurafenibem (HR 0,61; 95 %, Cl 0,47-0,79;
p <0,0001) (7). Tato studie prokdzala na zatim
nejlepsi dlouhodobé vysledky OS pacientt na
kombinované terapii BRAF a MEK inhibitory.

Vyse popsané studie a znalosti o efektu
imunoterapie melanomu checkpoint inhibi-
tory nabidly moznost kombinované terapie,
kterd by mohla navodit vyssi miru terapeu-
tickych odpovédi a soucasné prodlouzit
terapeutickou odpovéd' u pacientl s BRAF
mutovanym melanomem (8). Jednou z téchto
kombinaci byla studie COMBI-i, ktera navic
zavedla treti anti-PD-1 protildtku spartalizu-
mab. Dostupna data z klinické faze 1 a 2, pii
sledovani 1 rok, byl OS 85,9 % (95% Cl, 69-94)
a kompletniremise byla pozorovana dokonce
u 1/3 vsech pacientli (9). Tyto vysledky ukazaly
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na pomérné zajimavé moznosti lé¢by, ale z po-
slednich uverejnénych dat bohuzel vyplyva,
ze kombinovana terapie anti-PD-1 s cilenou
terapii signifikantné neprodlouZila PFS oproti
kombinaci placeba a cilené terapie. Median
sledovani byl 27,2 mésice a median PFS byl
v kombinaci 16,2 mésice oproti 12,0 mésicim
v kombinaci jen s placebem (HR, 0,82; 95 % Cl,
0,655-1,027; p = 0,042). Ocekdvané PFS po 12
mésicich |écby bylo 58 % oproti 50 % pacientu
a po 24 mésicich terapie 44 % oproti 36 % pa-
cient. Tyto statistické udaje nepotvrdily pa-
vodnim ocekavani a tdaje z predchozich fazi
klinického testovani (10). Vysledky této studie
ukdzaly na nutnost dlislednéjsiho prozkouma-
ni pfipadného vlivu BRAF a MEK inhibitor({ na
imunitni systém, protoze nadale je ptipadna
kombinace téchto IéCiv jednou z moznosti
k dosazeni efektivnéjsi a dlouhodobéjsi te-
rapie u pacientll s pfitomnou BRAF mutaci.

BRAF mutované nadory
indukuji imunitni ,,Gnikové”
mechanismy

Rada studii naznacuje, ze BRAF mutované
nadory, v¢etné melanomu, vytvareji Unikové
mechanismy vedouci k tzv. ,cold” (chudému)
imunitnimu nadorovému mikroprostredi, které
neni schopno vytvofit adekvatni protinado-
rovou odpovéd. BRAF mutované melanomy
mohou vytvofitimunosupresivni mikroprostre-
di, které brani prezentaci nddorovych antige-
nd antigen prezentujicim bunkém, jako jsou
dendritické buriky (DC) a makrofagy, a tak
i nasledné stimulaci T-lymfocytG. Ho a jeho
spolupracovnici zjistili, Ze v pocatecnich fazich
BRAF mutovanych nadord je snizena exprese
IFN gama, TNF alfa, IL-2 a napf. exprese CD40L
na CD4* nador infiltrujicich lymfocytech (TILs)
(11). Signalizace CD40/CD40L a IFN gama jsou
zdsadni imunologické faktory, které mohou
zlepsit diferenciaci DC a pomahaji posilit ak-
tivaci CD8* T-lymfocytd (12). Navic, nddor in-
filtrujici dendritické buriky (TIDCs) izolované
z BRAFV600E/PTEN melanom nejsou schop-
ny stimulovat proliferaci gp100-specifickych
(Pmel) CD8* T-lymfocytt (11). V dalsi fadé je sni-
Zena polarizace makrofagli M1 fenotypu, které
produkuji napf. cytokiny IL-163, IL-12 a pomahaji
vytvéret protinddorové mikroprostredi (11-13).
Posilené makrofagy s M2 polarizaci produkuji
IL-10 a VEGF a tlumi tak imunitni protinddoro-

vou odpovéd (13). Dalsi cestou ovlivnéni imu-
nitniho systému je adekvétni exprese HLA mo-
lekul. MAP kindzova signalizace se ukazala jako
dominantni reguldtor exprese molekul HLA I.
tridy. Bradley a jeho spolupracovnici prokazali,
ze BRAF mutované melanomy snizuji expresi
molekuly HLA I. tfidy na svém bunécném po-
vrchu prostiednictvim intracelularni posilené
signalizace BRAF mutovanou kinazou (14).
Celkové tyto vysledky ukazuji, ze konstitutivni
upregulace signalni drdhy MAP kindzy mutaci
genu BRAF mUze vést k pro-tumorogennimu
mikroprostiedi s potla¢enim protinddorové
imunitni odpovédi.

Aktivace imunitniho systému
cilenou lIé¢bou BRAF a MEK
inhibitory

Vzhledem ke klinickym moznostem pouziti
kombinované terapie BRAF a MEK inhibitory
a po jejich selhani pouziti imunoterapie chec-
kpoint inhibitory je dllezité porozumét plso-
beni cilené terapie na nadorové imunitni mik-
roprostfedi. BRAF a MEK inhibitory vyznamné
indukuji protinadorovou imunitni reakci. BRAF
inhibitory zvysuji expresi MHC molekul a indu-
kuji protinddorovou imunitni odpovéd pomoci
stimulace CD4* a CD8* T-lymfocytt (15). Situace
u MEK inhibitort je komplikovanéjsi, jelikoz je-
jich samotné podani posiluje spise imunosup-
resivni ucinky protinddorové imunitni reakce
T-lymfocyty aktivaci TCR receptoru a nasledné
dochézi kindukci apoptézy nadorové specific-
kych T-lymfocyt(. Tento imunosupresivni efekt
Ize blokovat napt. pouzitim agonist( IL-15, ktery
stimuluje T-lymfocyty pomoci aktivace PI3K
kindzy (16). V in vitro modelovani bylo navic
prokazano, ze MEK inhibitor trametinib ma-
ze inhibovat funkci CD4* T-lymfocytd, ktery
Ize blokovat pouzitim CD3/CD28 protilatek.
Nékteré tyto poznatky nebyly ale potvrzeny
vinvivo experimentech (17, 18). Obecné plati, ze
terapie BRAF a MEK inhibitory koreluje s infiltra-
i T-lymfocytd do nddor( a napomaha vzniku
nador infiltrujicich lymfocytl (TILs). Dostate¢na
infiltrace nddoru TILs je spojena s lepsi terapeu-
tickou odpovédi melanomu na checkpoint inhi-
bitory. Zdsadni musi byt i dostate¢nd stimulace
TILs nddorovymi neoantigeny, kterd by videdl-
nim pfipadé béhem cilené terapie BRAF a MEK
inhibitory méla byt dostate¢na (diky rozpadu
nadorovych bunék). Na druhé strané maze
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dochazet k navozené ztraté predevsim naddoro-
vych CD8* T-lymfocytt (snizeni efektorové ¢asti
TILs) a infiltraci nddoru nadorové asociovanymi
makrofagy (CAMs), coz mUze vézt k navozeni
rezistence na imunoterapii u metastatického
melanomu (19, 20). V klinickych studiich s BRAF
inhibitory nebyl prokazan vliv na ovlivnéni se-
krece prozanétlivych cytokint (IFNy, TNFa, IL-2,
IL-6, IL-8, IL-10) a jejich koncentraci v séru oproti
zdravym darcdm (21), ale dochazi k vyznam-
né aktivaci MAP kindzové signalizace pomoci
zvysené fosforylace ERK kindzy u BRAF nemu-
tovanych bunék (BRAF"), v¢etné CD4* a CD8*
T-lymfocytu. Tato patologicka aktivace se mlize
odrazit v neadekvatni (paradoxni) diferenciaci
a proliferaci T-lymfocyt0 (22). Navzdory témto
znalostem, mechanismy, kterymi cilend Ié¢ba
BRAF a MEK inhibitory ovliviiuji fenotyp, funkci
T-lymfocytd a formovani samotnych TILs v na-
doru, nejsou zcela jesté pochopeny.

Imunomodulacni uéinek
cilené terapie

Pomérné zajimavy je imunomodulaéni
efekt BRAF a MEK inhibitor(, ktery je popsan
v nékterych preklinickych, ale i klinickych stu-
diich. Tyto studie poukazuji na nizkou infiltraci
T-lymfocytli u BRAF V60OE mutovanych me-
lanomu. Navic byla prokazana i vyssi hladina
imunosupresivnich faktor(, které se podileji na
ochrané nadorovych melanocytd pred aktivi-
tou imunitniho systému (23-25). Kombinovana
terapie BRAF a MEK inhibitory mize navodit
zmény v imunologickém chovéni melanomu,
které v dlsledku vedou k prekonani pomérné
zasadni imunologické tolerance nadoru (26).
Wilmott a jeho kolegové nalezli pfekvapivé vys-
sizanétlivy infiltrat TILs v biopsiich zmelanom(
odebranych jiz po tydnu lIé¢by BRAF inhibitory
ve srovnani s pavodni biopsii ze stejnych lozi-
sek pred zahdjenim terapie. Navic byl prokazéan
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