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UVOD

Sorafenib je noviji protutumorski lijek, odobren 2005. godine pod zasti¢enim
imenom Nexavar® (1), koji se koristi za lije¢enje uznapredovalog hepatocelularnog
karcinoma i uznapredovalog metastatskog karcinoma bubreznih stanica. Zbog Siro-
kog spektra djelovanja, niske toksi¢nosti i novog mehanizma djelovanja, koji uklju-
¢uje inhibiciju vi$e kinaza ukljucenih u stani¢nu proliferaciju i prezivljavanje, pred-
met je brojnih znanstvenih istrazivanja. U ovom je radu detaljno opisan sorafenib,
njegovo dizajniranje i mehanizam djelovanja te analozi.

Signalni put map kinaze i njegova uloga u nastanku karcinoma

Signalni put MAP kinaze (MAPK signalni put, odnosno Ras-Raf-Mek-Erk sig-
nalni put) predstavlja kaskadnu reakciju koja ima vaznu ulogu u prijenosu izvansta-
ni¢nih signala kroz citosol sve do jezgre (slika 1.). Sudjeluje u modulaciji stani¢nih
funkcija kao $to su rast stanice, proliferacija, pokretljivost i prezivljavanje. Ta je kas-
kada evolucijski o¢uvana sve do sada $to upuéuje na njezinu vaznost. Potrebno je
napomenuti da put kroz koji signal prolazi nije uvijek linearan, ve¢ postoji mnostvo
proteina koji takoder ulaze u interakcije s proteinima toga signalnog puta (2).

Sredi$nju ulogu u tom prijenosu signala imaju Raf proteini koje ubrajamo u
obitelj serin/treoninskih kinaza. Raf postoji u tri izoforme: A-Raf, B-Raf i C-Raf, koji
se jo$ naziva i Raf-1 (3). Potjecu iz nezavisnih gena nadenih u sisavaca, te sve mogu
aktivirati MAPK put. Raf na regulatornom /NV-terminalnom kraju sadrzi domenu koja
veze Ras, dok se na katalitickom C-terminalnom kraju nalazi kinazna domena ¢ija je
fosforilacija nuzna za aktivnost (2).

Kaskadna reakcija ukljucuje niz fosforilacija, a zapocinje vezanjem faktora rasta
(kao $to su VEGF, PDGE IGF-1), raznih citokina i hormona na receptor, odnosno na
receptorsku protein tirozinsku kinazu. Vezanjem na izvanstani¢nu domenu receptora
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oni poti¢u konformacijske promjene koje dovode do interakcija izmedu receptora i
njihove dimerizacije. Takvo udruZivanje receptora ima za posljedicu autofosforilaciju,
odnosno unakrsnu fosforilaciju dvaju polipeptidnih lanaca receptora, $to dovodi do
vezanja GTP-a za Ras i aktivacije Ras-a, koji je inae vezan za stani¢nu membranu u
inaktivnom obliku s GDP-om. Aktivan Ras protein veze se u kompleks s Raf protei-
nom, koji se zatim fosforilira i aktivira MEK fosforilacijom. Idu¢i korak je aktivacija
Erk-a fosforilacijom te je on klju¢an u prijenosu signala. Fosforilacija Erk-a uzrokuje
daljnju fosforilaciju proteina u jezgri i citoplazmi, te transkripcijskih faktora koji odlaze
u jezgru i na taj se nacin kontrolira ekspresija gena (4).

Budu¢i da MAPK signalni put ima vaznu ulogu u prijenosu izvanstani¢nih sig-
nala kroz citosol sve do jezgre, promjene u aktivaciji signalizacije MAPK signalnog
puta imaju vaznu ulogu u nastanku karcinoma, uklju¢ujuéi nekoliko vrsta dobro
prokrvljenih solidnih tumora i hematoloskih malignih bolesti. Izoforme Raf-a su prve
kinaze u MAPK kaskadi, $to ih ¢ini glavnim regulatorima stani¢ne proliferacije i pre-
zivljavanja.

Divlji tip Raf-1 moze produljiti Zivot stanice direktnom interakcijom s anti-
apoptoti¢kim i apoptotickim proteinima neovisno o MAPK signalizaciji (5). Hiper-
aktivacija Raf-1 u odsutnosti onkogenih mutacija uobicajena je u karcinomu bubrez-
nih (50 %) i jetrenih stanica (100 %) (6, 7). Kasid i suradnici su 1989. godine pomocu
specifitnog antisense oligonukleotida promijenili rafI gen u stanicama karcinoma
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pluca, dojke i jajnika te dokazali da ova promjena inhibira rast tih tumora u atimi¢-
nim misevima, §to je bio prvi dokaz da je 72fI gen dobra meta za lije¢enje karcinoma
(8).

Tijekom osamdesetih godina proslog stolje¢a doslo je do velikih otkri¢a u razu-
mijevanju nastanka karcinoma, $to je dovelo i do napretka u dizajniranju novih cito-
statika. Umjesto dizajniranja nespecifi¢nih citostatika koji su djelovali $tetno na sve
stanice, fokus se prebacio na racionalno dizajniranje lijekova ¢ije je djelovanje usmje-
reno na signalne putove specifi¢ne za nastanak karcinoma.

Sorafenib

Sorafenib (Nexavar®) inhibira vise tirozin-kinaza, posebno tirozin-kinazne domene
dvaju podtipova receptora za VEGF (VEGFR2 i VEGFR3), receptora za trombocitni
faktor rasta-B (PDGFR-), a inhibira i Raf (slika 2.) (9). Jedini je lijek odobren za
lije¢enje uznapredovalog hepatocelularnog karcinoma, a koristi se i za lije¢enje uzna-
predovalog metastatskog karcinoma bubreznih stanica.
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Slika 2. Sorafenib

Ucinkovitost sorafeniba potvrdena je u SHARP studiji (7he Sorafenib Hepatoce-
Uular Carcinoma Assessment Randomized Protocol), u kojoj je 602 pacijenta s uznapre-
dovalim hepatocelularnim karcinomom dobivalo sorafenib ili placebo. U sorafenib-
skoj skupini srednje vrijeme prezivljavanja bilo je 10,7 mjeseci, dok je u placebo sku-
pini bilo 7,9 mjeseci. Takoder se produljilo vrijeme progresije tumora (5,5 mjeseci
prema 2,8 mjeseci) (10).

Najce$¢e nuspojave sorafeniba su umor, mucnina, dijarea, anoreksija i osip. Rjede
nuspojave su supresija koStane srzi i gastrointestinalne perforacije (11).

Dizajniranje sorafeniba

Devedesetih godina proslog stolje¢a tvrtke Bayer i Onyx zapodele su istrazivanja
novih lijekova ¢ije bi djelovanje bilo usmjereno na Ras-Raf-MEK-Erk signalni put.
Pretrazivanjem visokog kapaciteta testirano je inhibitorno djelovanje 200.000 spojeva
na Raf. To je istrazivanje dovelo do otkrica 3-tienil uree (spoj I), obecavajuéeg spoja s
inhibitornim djelovanjem na Raf-1 u mikromolarnim koncentracijama (slika 3.).
Djelovanje spoja I se udeseterostrucilo uvodenjem metilne supstitucije na benzenski

prsten (spoj 1) (12).
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Slika 3. Klfjucne strukture u razvoju sorafeniba

Da bi se dodatno poboljsalo inhibitorno djelovanje na Raf-1, sintentizirano je
priblizno 1000 analoga bis-arilnih urea te im je ispitana aktivnost. Na taj je nadin
otkriven spoj III, ¢ije je djelovanje bilo nesto snaznije od djelovanja spoja II. Zamje-
nom distalnog benzenskog prstena piridinom, dobiven je spoj IV koji je imao znacajno
snaznije inhibitorno djelovanje, smanjenu lipofilnost i poveéanu topljivost u vodi (12).

Daljnim proucavanjem odnosa strukture i djelovanja primije¢eno je da je za inhi-
bitorno djelovanje vaina urea, dok je prstenove moguce zamijeniti. Zadrzavanjem
difeniluree i modifikacijom piridinskog prstena dizajniran je sorafenib, koji je djelo-
tvoran u nanomolarnim koncentracijama (12).

Mehanizam djelovanja sorafeniba

Do sada su poznata tri mehanizma djelovanja sorafeniba: inhibicija MAPK sig-
nalnog puta, inhibicija angiogeneze i indukcija apoptoze (slika 4.) (13).

Zbog inhibicije MAPK signalnog puta, sorafenib ima $iroki spektar djelovanja
na tumorske stanice (2). Izdravno blokira autofosforilaciju nekoliko tirozin-kinaznih
receptora (VEGFR1, 2 i 3, PDGFR, c-Kit i RET) i inhibira izoforme Raf-a (divlji
tip Raf-1, B-Raf i mutirani #-r2f V60OE) u stani¢nim linijama. Snazno inhibira i
VEFG- i PDGFp-stimuliranu fosforilaciju VEGFR2 i PDGFRP receptorskih tirozin-
kinaza. U potpunosti zaustavlja rast sljede¢ih tumorskih stani¢nih linija: kolona (HT-
29 i Colo-205), dojke (MDA-MB-231 s G463 b-raf i k-ras onkogenima), jajnika
(SK-OV-3), gusterae (k-ras pozitivne MIA PaCa2 stanice), melanoma (LOX,
UACC903, 1205 Lu s b-#af VGOOE) i titnjace (12-15).
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Slika 4. Mehanizam djelovanja sorafeniba

Antikancerogeno djelovanje sorafeniba na stanice makrocelularnog karcinoma
plué¢a (A549 i NCI-H460) te na stanice karcinoma kolona (Colo-205) neovisno je o
inhibiciji MAPK signalnog puta i bez vidljivog je smanjenja fosforilacije Erk-a. Inhi-
bicija rasta tumora postignuta je inhibicijom tumorske angiogeneze. Nadalje, na
modelu tumora bubrega dokazano je da sorafenib, inhibicijom receptora endotelnog
(VEGFR2) i pericitnog (PDGFRp) faktora rasta, inhibira angiogenezu, dok je na
modelima karcinoma dojke (MDA-MB-231) i kolona (HT-29) dokazano da sorafe-
nib ispoljava antikancerogeno djelovanje inhibicijom MAPK signalnog puta i inhibi-
cijom angiogeneze (12).

Smanjenjem razine antiapoptotic¢kog proteina MCL1, sorafenib inducira apop-
tozu sljedec¢ih tumorskih stanica: bubrega (ACHN), kolona (HT-29), dojke (MDA-
MB-231), bilijarnog trakta (KMCH), te stanica leukemije (Jurkat, K562, MEC-2)
(16). U stanicama melanoma takoder inducira apoptozu neovisno o MEK/Erk sig-
nalnom putu, ali u tim stanicama do apoptoze dolazi zbog translokacije nuklearnog
faktora apoptoze (12, 17).

Analozi sorafeniba

Regorafenib

Regorafenib (Stivarga®) je medunarodno nezasti¢eno ime (INN) 4-[4-({[4-kloro-
-3-(trifluormetil)fenil]karbamoil}amino)-3-fluorfenoksi]- V-metil piridin-2-karbok-
samid hidrata (slika 5.). FDA je odobrila stavljanje regorafeniba u promet 27. 9.

2012. godine. Taj je lijek odobren kao orphan lijek, bududi da se koristi za lijecenje
rijetkih i teskih bolesti (18).
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Slika 5. Struktura regorafeniba

Regorafenib je oralni multikinazni inhibitor koji inhibira tirozin-kinazne domene
VEGFR-1, VEGFR-1, receptor faktora rasta fibroblasta-1, te mutirane onkogene
kinaze KIT, RET i B-Raf (4). Koristi se za lije¢enje metastatskog kolorektalnog karci-
noma u pacijenata koji su prethodno lije¢eni luoropirmidinom; oksaliplatinom, anti-
-VEGEF terapijom (bevacizumab, ziv-aflibercept) i anti-EGFR terapijom (cetuksimab,
panitumumab) (19).

CORRECT studija (Regorafenib monotherapy for previously treated metastatic colo-
rectal cancer, faza 111 klini¢kih studija u razvoju regorafeniba) ukljucila je 753 pacijenta
s uznapredovalim kolorektalnim karcinomom, koji su ranije primili standardnu tera-
piju. Pacijenti su podijeljeni u dvije skupine u omjeru 2:1 (regorafenib : placebo).
Srednje vrijeme prezivljavanja u regorafenibskoj skupini bilo je 6,4 mjeseci u uspo-
redbi s 5,0 mjeseci u skupini koja je dobivala placebo. Sli¢ni rezultati dobiveni su u
pacijenata s karcinomom debelog crijeva i rektalnim karcinomom (20).

Regorafenib se takoder koristi za lije¢enje neoperabilnih gastrointestinalnih stro-
malnih tumora koji viSe ne reagiraju na drugu terapiju (imatinib, sunitinib) (19).
Nuspojave su Ceste pri lije¢enju regorafenibom, a ukljucuju: anemiju (79 %), povise-
nje koncentracije aspartat-aminotransferaze u plazmi (65 %), gubitak snage (64 %),
proteinuriju (60 %), hipokalcemiju (59 %), hipofosfatemiju (57 %), limfopeniju (54
%), smanjeni apetit i unos hrane (47 %), povisenje koncentracije lipaza (46 %), hand-
-foot koini osip (45 %), hiperbilirubinemiju (45 %), povisenje koncentracije alanin-
aminotransferaze u plazmi (45 %), te dijareu (43 %) (19).

Vemurafenib

Vemurafenib (Zelboraf”) medunarodno je nezasticeno ime N-(3-{[5-(4-kloro-
fenil)-lH—pirolo-[2,3-b]piridin—3-il]karbonil}-2,4—diﬂuorofenil)propan—1-sulfonamida
(slika 6.). FDA je odobrila njegovo stavljanje u promet 17.08.2011. kao oralnog inhi-
bitora B-Raf-a, pozitivnog na V60OE mutaciju (zamjena valina glutaminskom kiseli-
nom na polozaju 600 B-Raf-a), po ¢emu je i dobio ime (VG00E mutirani &-raf gen)
(21). B-Raf normalno je uklju¢en u regulaciju stani¢nog rasta, no mutiran je kod
priblizno 50 % pacijenata s terminalnim stadijem melanoma.

Koristi se za lije¢enje pacijenata s metastatskim ili neoperabilnim melanomom
kod kojih postoji mutacija gena 6-raf V60OE. Kod pacijenata bez te mutacije nije
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primjenjivan. Nacionalni institut za tumore u SAD-u procjenjuje da je u 2010. dija-

gnosticirano 68.130 novih slu¢aja melanoma, te je priblizno 8.700 pacijenata premi-
nulo od te bolesti u SAD-u (21).

Slika 6. Struktura vemurafeniba

Chapman i suradnici proveli su klini¢ku studiju u fazi III razvoja vemurafeniba,
u kojoj su usporedivali djelovanja vemurafeniba i dakarbazina u pacijenata s metastat-
skim melanomom. Utvrdili su da je terapija vemurafenibom superiorna terapiji dakar-
bazinom i da je pobolj$ano prezivljavanje pacijenata (22).

Neke od ées¢ih nuspojava su artralgija (53-67 %), umor (38-54 %), osip (37—
52 %), fotosenzitivnost (33-49 %), alopecija (3645 %), mucnina (35-37 %), svr-
bez (23-30 %), dijarea (28-29 %), hiperkeratoza (24-28 %), glavobolja (23-27 %),
povracanje (18-26 %), te mijalgija (13-24 %) (23).

Dabrafenib

Dabrafenib (Tafinlar®) medunarnodno je nezasti¢eno ime N-{3-[5-(2-aminopi-
rimidin-4-il)-2-tert-butil-1,3-tiazol-4-il]-2-fluorofenil}-2,6-difluorobenzensulfon-
amida (slika 7.). Stavljanje dabrafeniba u promet FDA je odobrila 29.3.2013. godine
(24).

Slika 7. Dabrafenib

Dabrafenib se koristi za lije¢enje pacijenata s neoperabilnim ili metastatskim
melanomom kod kojeg je doslo do V60OE mutacije 6-7af gena. Nije indiciran za lije-
enje pacijenata s divljim tipom B-Raf melanoma, buduéi da postoji potencijalni
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rizik od promocije tumora. Istodobno s odobrenjem dabrafeniba, FDA je odobrila i
THxID BRAF test za otkrivanje navedene mutacije (21).

Hauschild i suradnici u klini¢koj studiji faze III razvoja dabrafeniba usporedi-
vali su djelovanje dabrafeniba i dakarbazina u pacijenata s metastatskim melanomom,
pozitivnim na V60OE mutacije #-raf gena. Studija je pokazala da dabrafenib znacajno
poboljsava prezivljavanje u odnosu na dakarbazin (5,1 mjesec u odnosu na 2,7 mje-

seci) (25).

Neke od ¢es¢ih nuspojava pri lije¢enju dabrafenibom: hiperglicemija (50 %),
hipofosfatemija (37 %), hiperkeratoza (37 %), glavobolja (28 %), artralgija (27 %),
alopecija (22 %), povisenje koncentracije alanin-aminotransferaze u plazmi (19 %),
osip (17 %), bol u ledima (12 %), mijalgija (11 %), te konstipacija (11 %) (26).

RAF265

RAF265 je oralni lijek, koji je trenutno u fazi 1b klinickih ispitivanja u odraslih
pacijenata s uznapredovalim karcinomima s mutacijama na Ras-u ili B-Raf-u (VG00E
mutacija) (slika 8.). RAF265 je pokazao selektivnu inhibitornu aktivnost u in vitro i
in vivo modelima na Raf-u, uklju¢uju¢i B-Raf (divlji tip), Raf-1 (C-Raf), te mutirani
B-Raf VGOOE. /n vitro, RAF265 pokazuje antiangiogenu aktivnost kroz inhibiciju
fosforilacije VEGFR-2 (27, 28). U in vivo istrazivanjima na imunodeficijentnim ati-
mi¢nim miSevima, RAF265 je uzrokovao znacajnu regresiju tumora (29).
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Slika 8. Struktura RAF265

ZAKLJUCAK

Sorafenib je noviji protutumorski lijek, koji se koristi za lije¢enje uznapredova-
log hepatocelularnog karcinoma i za lije¢enje uznapredovalog metastatskog karcinoma
bubreznih stanica. Zbog novog, kompleksnog mehanizma djelovanja, koji ukljucuje
inhibiciju MAPK signalnog puta (odnosno Raf-a), inhibiciju angiogeneze i indukciju
apoptoze, smatra se da bi mogao na¢i primjenu i u lije¢enju drugih tipova karcinoma.
Na temelju sorafeniba razvijena su tri nova lijeka, regorafenib, vemurafenib i dabrafe-
nib. Vemurafenib i dabrafenib, za razliku od sorafeniba, inhibiraju i B-Raf, koji je
pozitivan na V60OE mutaciju, prisutnu kod priblizno 50 % pacijenata s terminalnim
stadijem melanoma.
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Sorafenib and related drugs - kinase inhibitors as antitumour agents
by J. Vidovic, T. Ubreki¢, D. Lovi¢, M. Beus, Z. Raji¢ Dzoli¢
Abstract

Sorafenib is a relatively new antitumour drug, approved in 2005. It exerts its
antiproliferative action through inhibition of MAPK signalling pathway, inhibition
of angiogenesis and induction of apoptosis. Rationale design of sorafenib started at
the end of the last century, by testing more than 200.000 compounds. Structural
modifications of the found lead compound resulted in the synthesis of sorafenib.

Registered analogues of sorafenib are also described — regorafenib, vemurafenib and
dabrafenib, as well as RAF265, which is still in clinical trials.
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