BRAF MUTIRANI METASTATSKI MELANOM - UČESTALOST, TERAPIJSKI PRISTUP I ISHOD LIJEČENjA     
Uvod
Melanom je najmaligniji tumor kože porijeklom od pigmentnih ćelija melanocita  koji maligno alteriraju. [1] To je maligna bolesti velikog društveno-ekonomskog značaja, s progresivnim rastom svjetske incidencije. [2]  Ovo potvrđuju i podaci GLOBOCANA iz 2018. godine, koji pokazuju da je broj novoregistrovanih slučajeva melanoma u svijetu kod oba pola 287 723. [3]
Dostupni podaci pokazuju prosječan trend porasta incidencije od oko 15% za pet godina, a sličan trend zabilježen je u zemljama balkanskog okruženja i u svijetu. U Evropi najveća incidencija registrovana je u skandinavskim zemljama i u Holandiji, Njemačkoj, Švajcarskoj, Belgiji i Sloveniji, a najniža u južnoj Evropi. [4] Najučestaliji je u Australiji, gdje jedan od 14 muškaraca i jedna od 23 žene tokom života oboli od melanoma. [5]  Melanom uzrokuje čak 80% mortaliteta od svih kožnih tumora. Stope mortaliteta u SAD su 2,6/100 000, dok su u Evropi nešto manje, 1,8/100 000.
Istraživanja su pokazala da je od svih ispitivanih tumora najveći broj mutacija upravo u melanomu. Većina mutacija je u genima koji su uključeni u mitogenima aktivirani put protein kinaza (engl. Mitogen-activated protein kinase pathway, MAPK signalni put) koji je od izuzetne važnosti za ćelijski rast, proliferaciju i preživljavanje. [2] Od 50% do 60% pacijenata s melanomom kože, ima mutaciju BRAF gena. [6]
Trenutno, određivanje mutacija u BRAF genu je jedini biomarker koji određuje modalitet terapije kod pacijenata s uznapredovalim melanomom, i testiranje mutacija u BRAF genu je postalo standardna procedura. Prvi korak u testiranju je određivanje mutacije u BRAF genu, te u slučaju da je mutacija prisutna pacijent je kandidat za terapiju kombinacijom BRAF i MEK inhibitora. [7]
Za klasifikaciju melanoma primjenjuje se nova osma TNM klasifikacija Američkog združenog komiteta za rak (eng. American Joint Committee on Cancer – AJCC 8) iz 2017. godine. Visokorizičnim melanomima pripadaju stadijumi IIC i IIIA-C, kod kojih je stopa desetogodišnjeg preživljavanja manja od 50%, dok se stadijumi IIA i IIB smatraju melanomima srednjeg rizika (desetogodišnje preživljavanje 50% - 65%). [8] Prema najnovijoj AJCC 8 klasifikaciji melanoma posebnoj grupi viskorizičnih stadijuma bolesti pripada IIID stadijum zbog izuzetno brze progesije bolesti i slabijeg odgovora na savremene terapijske portokole. 
Danas postoje savremene terapijske procedure, poput selektivnih BRAF inhibitora, selektivnih MEK inhibitora ili njihova kombinacija, koje se koriste kao ciljana biološka terapija kod BRAF mutiranog metastatskog melanoma. Njihovom primjenom postiže se značajna antitumorska aktivnost i brz terapijski odgovor. U terapiji melanoma koriste se i hemioterapija, te imunoterapija. Cilj adjuvantne terapije je da produži preživljavanje bez bolesti i ukupno preživljavanje. [9]
Cilj rada
Cilj rada je odrediti ukupan broj pacijenata sa BRAF mutiranim metastatskim melanomom liječenih u Klinici za onkologiju (UKC RS) i odrediti vrijeme do progresije bolesti - disease free survival (DFS), preživljavanje bez progresije bolesti - progression free survival (PFS) i ukupno preživljavanje - overall survival (OS).


Materijal i metode
Sprovedeno je retrospektivno istraživanje u periodu od početka januara 2015. do kraja decembra 2019. godine u Klinici za onkologiju UKC RS. 
Podaci su prikupljani iz istorija bolesti i patohistoloških nalaza. Analizirani su svi pacijenti sa melanomom liječeni u UKC RS u navedenom periodu, sa posebnim osvrtom na BRAF mutirani metastatski melanom, terapijski pristup i ishod liječenja. Analizirani su i osnovni demografski podaci (pol, dob u momentu dijagnoze), te tip melanoma i najčešće lokalizacije metastaza. 
Pacijenti sa BRAF mutiranim melanomom su raspoređeni u tri grupe: 
· Prvu grupu čine pacijenti koji su liječeni hemioterapijom;
· U drugoj grupi su pacijenti koji su liječeni BRAF/MEK inhibitorima;
· U trećoj grupi su pacijenti liječeni BRAF inhibitorom vemurafenibom. 
U skladu sa smjernicama o liječenju melanoma, u prvoj liniji liječenja koristi se kombinovana terapija BRAF/MEK inhibitorima. Protokol liječenja pacijenata od 2015. do 2019. godine u Klinici za onkologiju UKC RS se s godinama mijenjao, jer BRAF/MEK inhibitori nisu odmah bili dostupni za liječenje. S obzirom da su pacijenti morali biti tretirani, u terapiji je prvobitno korištena hemioterapija, a naknadno i monoterapija BRAF inhibitorom vemurafenibom. Krajem 2018. godine u terapijski protokol je uključena i kombinovana terapija BRAF/MEK inhibitora. 
Kod sve tri grupe pacijenata određen je DFS - definisan kao vrijeme od početka bolesti do progresije, te PFS - definisan kao vrijeme od početka terapije do progresije bolesti i OS - definisan kao vrijeme od početka bolesti do smrti iz bilo kojeg uzroka.

Kriterijumi uključivanja:
1. Patohistološki verifikovan melanom, neresektabilni stadijum IIIC, IIID i stadijum IV;
2. BRAF mutirani metastatski melanom (mutacija detektovana na V600E egzonu);
3. Neophodan period primjene terapije od najmanje 3 mjeseca uz postojanje podataka o toku i ishodu liječenja.
Kriterijumi neuključivanja:
1. Melanom u kojem nema BRAF mutacije (wild type – wt);
2. Melanom nižeg stadijuma bolesti od IIIC;
3. Primjena terapije kraće od 3 mjeseca, kao i nedostatak adekvatnih podataka o toku i ishodu liječenja.
Za statističku obradu podataka korišten je program SPSS verzija 23 (IBM SPSS Statistika za Windows, verzija 23,0). Prikupljeni podaci su analizirani osnovnim deskriptivno statističkim metodama. Preživljavanje u sve tri grupe pacijenata je određeno Kaplan–Meier-ovom analizom, a poređenja liječenja su izvršena upotrebom stratifikovanog Log-Rank testa.. Statistički značajnom vrijednošću smatra se p < 0,05 po Log-Rank-u.
Rezultati
Ukupan broj novoverifikovanih pacijenata sa melanomom koji su prezentovani onkološkom konzilijumu u periodu od početka 2015. do kraja 2019. godine je 413. Na godišnjem nivou, prosječan broj novooboljelih je 82,6, dok je prosječna životna dob pacijenata u trenutku dijagnostikovanja melanoma 61,6 godina.
Od ukupno 413 pacijenata sa melanomom, njih 65 (15,74%) ima patohistološki verifikovan BRAF mutirani metastatski melanom sa mutacijom detektovanom na V600E egzonu. 41 pacijent je muškog pola i 24 pacijenta ženskog pola. Nodularni tip melanoma prisutan je kod 52 pacijenta (80%), superficijalni tip kod 8 pacijenata (12,3%), dok kod 5 pacijenata (7,7%) nedostaje podatak o tipu melanoma u patohistološkom nalazu. (Grafikon 1)

Grafikon 1. Tip melanoma
Prosječna životna dob pacijenata sa BRAF mutiranim melanomom u trenutku dijagnostikovanja je 51.2 godine. Najveći procenat pacijenata je životne  dobi između 50 – 59 godina sa 20 oboljelih (30,77 %). 15 pacijenata (20,07%) je životne dobi između 30 – 39 godina. Dok je po 9 pacijenata životne dobi između 40 – 49, 60 – 69 i 70 – 79 godina (13,85%), te 3 pacijenta (4,61%) između 20 - 29 godina. (Tabela 1)
Tabela 1. Životna dob pacijenata
	Životna dob
	Broj pacijenata

	70 - 79
	9

	60 - 69
	9

	50 - 59
	20

	40 - 49
	9

	30 - 39
	15

	20 - 29
	3



Od ukupno 65 pacijenata sa BRAF mutiranim metastatskim melanomom, njih 13 (20%) je u prvoj grupi pacijenata liječenih hemioterapijom, dakarbazinom. Ukupno 18 pacijenata (27,7%) pripada drugoj grupi liječenih BRAF/MEK inhibitorima. 15 pacijenata liječeno je kombinovanom terapijom vemurafenib/kobimetinib, dok su 3 pacijenta liječena kombinacijom dabrafenib/trametinib. U trećoj grupi je 17 pacijenata (26,2%) liječenih monoterapijski BRAF inhibitorom vemurafenibom. (Grafikon 2)
Grafikon 2. Terapijski pristup kod BRAF mutiranog melanoma
Multiple metastaze otkrivene su kod većine pacijenata. Najčešće mjesto metastataza su limfni čvorovi, sa učestalošću od 70,76% (46 pacijenata), zatim pluća 41,53% (27 pacijenta). Potom jetra sa učestalošću od 29,23% (19 pacijenta), te mozak 24,61% (16 pacijenata), koža 23,07% (15 pacijenata) i kosti 16,92% (11 pacijenata). (Tabela 2)



Tabela 2. Najčešće lokalizacije metastaza
	Lokalizacije metastaza
	Učestalost

	1. Limfni čvorovi
	70,76 %

	2. Pluća
	41,53 %

	3. Jetra
	29,23 %

	4. Mozak
	24,61 %

	5. Koža
	23,07 %

	6. Kosti
	16,92 %


Prosječan DFS za sve tri grupe pacijenata iznosi 24,5 mjeseci. Prosječan PFS kod pacijenata liječenih hemioterapijom iznosi 8,1 mjesec, standardna devijacija - SD 5,75 (Confidence interval (CI) 95% kreće se od 5,1 do 11,1; p=0,051), dok prosječan OS iznosi 27 mjeseci, SD 23,61 (Cl 95% je 14,6-39,3; p=0,013). (Tabele 3, 4)
PFS kod pacijenata liječenih BRAF/MEK inhibitorima u prosjeku iznosi 11,6 mjeseci, SD 7,40 (CI 95% je 2,3-11,7; p=0,051), dok prosječan OS iznosi 48,7 mjeseci, SD 45,45 (Cl 95% 10,7-27,7; p=0,013). U ovoj grupi pacijenata 2 pacijenta primaju kombinovanu terapiju kraće od godinu dana, još uvijek su živi i bez progresije, te je potrebno dalje praćenje. (Tabele 3, 4)
U grupi pacijenata liječenih monoterapijski BRAF inhibitorom vemurafenibom prosječan PFS iznosi 9,1 mjesec, SD 5,55 (CI 95% je 1,4-6,3; p=0,051), te OS 50,7 mjeseci, SD 42,96 (Cl 95% je 10,7-29,6; p=0,013). (Tabele 3, 4)
Tabela 3. PFS u sve tri grupe pacijenata
	Terapijska grupa
	Hemioterapija
	BRAF/MEK inhibitori
	Vemurafenib

	PFS
	8,1 мјесец
	11,6 мјесеци
	9,1 мјесец

	Standardna devijacija - SD
	5,75
	7,40
	5,55

	Confidence interval - CI
	5,1 - 11,1
	2,3 - 11,7
	1,4 - 6,3


Tabela 4. OS u sve tri grupe pacijenata
	Terapijska grupa
	Hemioterapija
	BRAF/MEK inhibitori
	Vemurafenib

	OS
	27 mjeseci
	48,7 mjeseci
	50,7 mjeseci

	SD
	23,61
	7,40
	45,45

	CI
	14,6 - 39,3
	10,7 - 27,7
	10,7 - 29,6



[image: ]Kaplan - Meier krivulje pokazuju trend PFS-a i OS-a u navedenim grupama pacijenata. (Slike 1, 2)
[image: ]Slika 1. Kaplan – Meier krivulja koja pokazuje PFS
Slika 2. Kaplan – Meier krivulja koja pokazuje OS
Diskusija
BRAF ciljana terapija je prije nekoliko godina ustanovljena kao standard za liječenje pacijenata koji imaju BRAF mutirani metastatski melanom zbog poboljšavanja stope preživljavanja, u poređenju sa ranije korištenom konvencionalnom hemioterapijom. [10] Međutim, klinički znaci rezistencije i progresije bolesti pojavljuju se u prosjeku 6 do 7 mjeseci nakon početka terapije. [11] Dokazano je da je najčešći razlog progresije bolesti reaktivacija MAPK signalnog puta nishodno od BRAF gena u polju dejstva MEK proteina, te je pretpostavljeno da bi inhibicija ovog signalnog puta njegovom dvostrukom blokadom, kombinovanom primjenom BRAF/MEK inhibitora suzbila navedeni mehanizam rezistencije. [12-14]
U ovom radu, poređenjem efikasnosti terapije u navedene tri grupe pacijenata, dokazan je produžen PFS i OS u grupi pacijenata koji su liječeni monoterapijski vemurafenibom i kombinovanom terapijom BRAF/MEK inhibitorima, u odnosu na grupu pacijenata liječenih hemioterapijom, dakarbazinom. Rezultati potvrđuju da pacijenti koji su tretirani monoterapijski vemurafenibom imaju lošiji PFS u odnosu na pacijente koji su liječeni kombinovanom terapijom BRAF/MEK inhibitorima. Takođe, potvrđena je hipoteza da postoji povezanost između produženog PFS i liječenja BRAF/MEK inhibitorima.
Isto je dokazano i u kliničkim studijama faze III, gdje je kod pacijenta liječenih vemurafenibom i dabrafenibom potvrđena značajna  prednost u produženju OS i PFS, u odnosu na standardnu hemioterapiju dakarbazinom. U studiju je uključeno 675 prethodno neliječenih pacijenata s inoperabilnim, lokalno uznapredovalim i/ili metastatskim BRAF mutiranim melanomom. Pacijenti su randomizovani u dvije grupe; jednu, koja je liječena vemurafenibom i drugu grupu pacijenata liječenih standardnom hemioterapijom dakarbazinom. Konačni rezultati studije su potvrdili značajnu prednost vemurafeniba u odnosu na dakarbazin, u pogledu ukupnog terapijskog odgovora (57% vs 9%; p<0,0001) i PFS (medijana PFS, 6,9 mjeseci / 1,6 mjeseci; Hazard ratio - HR=0,38; p<0,001). Najvažnije, medijana OS je u grupi liječenoj vemurafenibom bila znatno duža (13,6 vs 9,7 mjeseci; HR=0,70; p=0,0008). [15, 16]
[bookmark: _Hlk99229223]Takođe istraživanje iz 2018. godine dokazuje da je u poređenju sa rezultatima primjene hemioterapijskih protokola, upotreba vemurafeniba rezultirala poboljšanjem PFS i OS kod pacijenata sa uznapredovalim BRAF mutiranim melanomom. Srednje OS od momenta praćenja zaključno sa martom 2018. je 11,8 mjeseci (p=0.23), SD je 9,18. Izračunat srednji PFS  je 9,5, SD je 7,57. [17]  
Treba imati na umu da primjena kombinovane terapije BRAF/MEK inhibitora ostvaruje znatan (70% - 75%) i brz odgovor na terapiju (za dve do tri nedelje), uz kontrolu simptoma bolesti (i do 90% pacijenata), uz PFS od oko 12 mjeseci. Međutim, kompletne remisije nisu česte, kod monoterapije BRAF inhibitorom su kod 4% do 9% pacijenata, a kod kombinovane primjene BRAF/MEK inhibitora kod oko 13% pacijenata. Dodavanje kobimetiniba vemurafenibu povezano je sa značajnim poboljšanjem PFS kod pacijenata sa BRAF mutiranim metastatskim melanomom, po cijenu porasta toksičnosti. [18, 19] 
[bookmark: _Hlk99229324]U studiji u kojoj je poređena efikasnost kombinovane terapije dabrafenib + trametinib u odnosu na sam dabrafenib, utvrđen je prosječan PFS od 9,3 mjeseci u grupi dabrafenib + trametinib i 8,8 mjeseci u grupi koja je liječena samo dabrafenibom (HR progresije ili smrti za grupu dabrafenib/trametinib je 0,75; p = 0,03). [20]
Savremene smjernice za primjenu hemioterapije (dakarbazin) u liječenju BRAF mutiranog metastatskog melanoma, preporučuju njenu upotrebu kod pacijenata s neresektabilnim melanomom III i IV stadijuma, poslije progresije na ciljanu terapiju i imunoterapiju. Odnosno koristi se ukoliko su iscrpljene sve druge terapijske mogućnosti, uključujući i učešće u kliničkim studijama. [21] Polihemioterapijskim režimom koji sadrži dakarbazin, cisplatin i vindezin ostvaruje se kod agresivne simptomatske bolesti, RR do 40%, bez uticaja na OS. [22]
Retrospektivna opservaciona multicentrična studija - ADMIRE (Advanced Melanoma In Russia (Experience)), pratila je grupu pacijenata sa BRAF mutiranim neresektabilnim ili metastatskim melanomom, koji su liječeni ciljanom terapijom. Praćeno je 382 pacijenta. Medijana PFS i OS iznosila je 9,2 mjeseca i 22,6 mjeseci, za kombinovanu terapiju prve linije; 9,4 mjeseca i 16,1 mjeseci za drugu liniju; te 7,4 mjeseca i 17,1 mjesec, za kombinovanu terapiju treće linije. [23] Rezultati ove studije su slični rezultatima u kliničkim ispitivanjima i bolji nego u drugim studijama iz svakodnevne prakse.
Retrospektivna studija DESCRIBE II, pratila je pacijente sa BRAF mutiranim melanomom III/IV stadijuma koji su liječeni kombinacijom dabrafenib + trametinib. Ukupan broj ispitivanih pacijenata je 271, od toga 92,6% sa dokazanim melanomom IV stadijuma. Kod pacijenata liječenih kombinacijom dabrafenib + trametinib postignuta medijana OS je 20,0 mjeseci, a medijana PFS 7,5 mjeseci. [24]
[bookmark: _Hlk99658320]Važno je razmišljati i o primjeni ciljane terapije u adjuvantnom tretmanu oboljenih od melanoma. Kombinacija dabrafenib + trametinib koristi se i u adjuvantnom liječenju. Danas postoje i novi modaliteti liječenja, poput imunoterapije, anti-PD-1 blokatorima. Izbor između ova dva terapijska modaliteta nije lak u nedostatku komparativnih studija. [25]

Zaključak
Dobijeni rezultati pokazuju da su PFS i OS u grupi pacijenata liječenih BRAF/MEK inhibitorima i monoterapijski BRAF inhibitorom vemurafenibom bolji u odnosu na pacijente liječene hemioterapijski dakarbazinom. Liječenje monoterapijski vemurafenibom pokazuje lošiji PFS u odnosu na pacijente liječene kombinacijom BRAF/MEK inhibitora. Takođe, rezultati pokazuju značajnu povezanost između produženog PFS i liječenja kombinovanom terapijom BRAF/MEK inhibitorima. Od savremenih lijekova se očekuje dalje poboljšanje kliničkih ishoda, jer uznapredovali melanom, na žalost, ostaje i dalje neizlječiva bolest. Buduća istraživanja trebalo bi da daju odgovore o načinu prevazilaženja rezistencije pri primjeni ciljane terapije, racionalnijoj primjeni kombinacije lijekova, ali i pouzdanije podatke o prediktivnim faktorima koji bi olakšali terapijski izbor. Na taj način bi se ostvarila dugoročnija kontrola bolesti, pa čak i izlječenje kod određenog broja pacijenata. Osim poboljšanja u metastatskoj bolesti, isti lijekovi se počinju primjenjivati i u adjuvantnom tretmanu što će još dodatno poboljšati ishod liječenja.
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