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 Dotychczas opisano kilka mechanizmów oporności na hamowanie aktywności BRAF w komórkach czerniaka. Badania 
genetyczne pozwoliły ustalić, że mutacje w kinazie MEK1 (kinaza kinazy MAP), które skutkują konstytutywną aktywacją 
kinazy ERK, powodują oporność na leczenie. Innym mechanizmem nabytej oporności na hamowanie BRAF jest gromadzenie 
mutacji aktywujących w onkogenie NRAS, który napędza aktywację CRAF. To z kolei prowadzi do trwałej aktywacji przeka-
zywania sygnału do MEK i ERK. Innym ważnym mechanizmem oporności jest tworzenie wariantów składania genu BRAF 
V600E, w tym wariantów, w których brakuje eksonów od 4 do 8 zawierających domenę wiążącą RAS. Obecność wariantu 
p61 BRAF V600E prowadzi do konstytutywnej sygnalizacji ERK, która jest oporna na hamowanie RAF. Ponadto wpływ na 
oporność na leczenie mają hiperaktywacja receptorów kinaz tyrozynowych, takich jak receptor czynnika wzrostu płytek 
krwi β (PDFRβ), receptor podobnego do insuliny czynnika wzrostu 1 (IGF-1R) i wytwarzające erytropoetynę receptory 
wątrobowokomórkowe (EPH) – prowadzące do indukcji szlaku kinazy 3-fosfoinozytolowej (PI3K) u pacjentów leczonych 
inhibitorami BRAF lub MEK. Inną interesującą ścieżką oporności na BRAFi/MEKi jest nadekspresja receptora naskórkowego 
czynnika wzrostu (EGFR) poprzez ujemne sprzężenie zwrotne u pacjentów leczonych inhibitorami BRAF (BRAFi) – EGFR 
nie ulega normalnej ekspresji w nieleczonych czerniakach.
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Wstęp
Przed odkryciem aktywujących mutacji w genie BRAF uwa-
żano czerniaka za nowotwór skóry o najgorszym rokowaniu. 
Klasyczne schematy chemioterapii oparte na dakarbazynie 
dawały niewielkie możliwości terapeutyczne. W 2002 roku 
w  przełomowym badaniu przeprowadzonym przez Cancer 
Genome Project w Instytucie Sangera w ponad 60% czer-
niaków zidentyfikowano mutacje BRAF [1] Obecnie czerniak 
odpowiada za ponad 80% zgonów z przyczyn nowotworów 
skóry, choć jego przypadki stanowią tylko 1% wszystkich przy-

padków nowotworów złośliwych skóry. Do 2011 roku, kiedy 
Food and Drug Administration (FDA) zatwierdziła wemurafenib 
(pierwszy lek działający selektywnie na konkretne zmutowane 
białko w szlaku sygnalizacji BRAF/MEK), w zasadzie nie było sku-
tecznej terapii dla chorych na czerniaka z przerzutami. Grupę 
leków, do których należy wemurafenib (a także dabrafenib 
i enkorafenib) określamy jako inhibitory białka BRAF (BRAFi) [2].

Szlak RAS/MAPK (ryc. 1) jest jednym z najlepiej pozna-
nych szlaków przekazywania sygnału ze środowiska komórki 
do jądra komórkowego, w którym – w efekcie działania tych 
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sygnałów – uruchamia się transkrypcja genów związanych 
z procesami wzrostu, podziału i różnicowania się komórek. 
Można powiedzieć, że jest to kaskada fosforylacji kolejnych 
białek (Ras-Raf-MEK-ERK), gdzie zaktywowane białko fosforyluje 
kolejne białko i tak sygnał przekazywany jest aż do czynni-
ków transkrypcyjnych (m.in. c-Myc i CREB). Aktywowany Ras 
pobudza aktywność kinazy białkowej kinazy RAF, kinaza RAF 
fosforyluje i aktywuje MEK (MEK1 i MEK2), a MEK fosforyluje 
i aktywuje kinazę białkową aktywowaną mitogenem (MAPK). 
RAF i ERK (znane również jako MAPK) to kinazy białkowe sery-
nowo-treoninowe, a MEK jest kinazą serynowo-tyrozynowo-
-treoninową. Ten szlak przekazywania sygnału jest aktywowany 
przez czynniki wzrostu, hormony i cytokiny, które oddziałują 
z  błonowym receptorem o aktywności kinazy tyrozynowej 
(RTK). W wyniku tych oddziaływań receptor błonowy ulega 
fosforylacji i wiąże kilka różnych białek, które przekazują z kolei 
sygnał na białko z rodziny RAS (rat sarcoma). Białko RAS wiąże 
wówczas trifosforan guanozyny, co powoduje jego aktywa-

cję i z kolei przekazuje sygnał na całą kolejną kaskadę kinaz 
białkowych aktywowanych przez mitogeny (mitogen activa-
ted protein kinases – MAPK). Pierwsze białko w tym szlaku to 
białko z rodziny RAF (rapidly accelerated fibrosarcoma protein): 
BRAF lub CRAF. Białka RAF mają aktywność kinazy serynowo-
-treoninowej i fosforylują oraz aktywują kinazę MAPK, zwaną 
także MEK – MAPK/ERK, a ta z kolei fosforyluje kolejną kinazę 
ERK (extracellular signal regulated kinase), która po fosforylacji 
przemieszcza się do jądra komórkowego, gdzie poprzez fosfo-
rylację aktywuje docelowe czynniki transkrypcyjne. Zaburzenia 
w tym szlaku mogą z jednej strony prowadzić do nowotworów, 
a z drugiej, do szeregu ludzkich wad rozwojowych [3].

Zaburzenia w tym szlaku, także onkogenne, w wyniku mu-
tacji genów mogą zachodzić na różnych poziomach – gen RAS 
jest jednym z najczęściej zmutowanych onkogenów w nowo-
tworach ludzkich [4]. Zaburzenia w całym szlaku RAS/MAPK 
występują w 98% czerniaków [5]. W około 50% tych nowotwo-
rów (ale dla porównania tylko ogólnie w 7–10% wszystkich 
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nowotworów) występuje mutacja w genie BRAF. Z kolei 80–90% 
tych mutacji to zmiana typu missense V600E, gdzie aminokwas 
numer 600 jest kwasem glutaminowym, a nie waliną wystę-
pującą w białku typu dzikiego. Ta mutacja powoduje zmianę 
konformacji białka BRAF, zwiększając jego aktywność kinazową, 
czego efektem jest konstytutywna aktywacja szlaku MAPK/ERK. 
W tym samym miejscu, ale znacznie rzadziej, występują też inne 
podstawienia m.in. V600K (7,8%), V600R (1%) (odpowiednio: 
podstawienie lizyną i argininą). W komórkach czerniaka mają 
miejsce także mutacje w innych genach szlaku MAPK/ERK, naj-
częściej w genie NRAS (13–25%) [6, 7].

Warto wspomnieć, że mutacje w genie BRAF nie zależą od 
promieniowania UV, a także nie są wystarczające do powstania 
czerniaka. Proces nowotworzenia jest efektem wielu mutacji 
w różnych genach. W czerniaku występują też inne mutacje, 
m.in. w genach supresorów nowotworów TP53, PTEN i CDK-
N2A, a także w promotorze genu telomerazy [5]. Dla rozwoju 
czerniaka ważne są również mutacje indukowane przez pro-
mieniowanie UV, dla których charakterystyczne są tranzycje 
nukleotydów C->T na 3’. końcu dimerów pirymidynowych 
[8], takie mutacje występują w wyżej wymienionych genach 
supresorów nowotworowych, genie telomerazy oraz w p16. 
Jednak zagadnienie mutacji indukowanych przez UV jest skom-
plikowane, są one różne w różnych czerniakach i klasyfikacja 
molekularna bardziej opiera się na mutacjach, których nie 
powodują promienie UV [5]. Co więcej, ustalenie, czy dana 
mutacja była spowodowana przez UV, nie jest proste i nie 
zawsze jest pewne [9].

Czerniaki molekularnie mogą być klasyfikowane w 4 gru-
pach, na podstawie mutacji, jakie w nich występują: w RAS, 
w BRAF, w NF1, a czwartą grupę stanowią tak zwane potrójnie 
negatywne czerniaki [5, 10, 11]. Ciekawe jest, że w pierwotnych 
czerniakach mutacje w genach RAS i BRAF nigdy nie występują 
równocześnie. Natomiast jeśli chodzi o mutacje w genach MEK 
(MAPK), nie ma tak dobrych danych jak dla mutacji w wielu 
innych genach, ale ponieważ inhibitory MEK są stosowane 
w terapii czerniaków także razem z inhibitorami BRAF, mutacje 
w MAP2K1 występują u 5,38% pacjentów z czerniakiem na-
tomiast w MAPK1 – u 1,77%. Mutacje w konkretnych genach 
MAPK są często kryteriami włączenia do badań klinicznych 
z inhibitorami MEK (MEKi) [12].

Białko BRAF w normalnych warunkach działa jako dimer, 
jednak mutacja V600E powoduje, że działa on jako monomer. 
Na taki monomer właśnie działają inhibitory stosowane w te-
rapii czerniaka, takie jak wemurafenib. Około 20% pacjentów 
z mutacją BRAF V600E nie odpowiada na ten lek [6]. Przyczyny 
tego są złożone i mogą wynikać między innymi z heterogen-
ności nowotworu – np. nie we wszystkich jego komórkach 
jest obecna docelowa mutacja, albo też z utraty pewnych 
genów supresorów nowotworów, takich jak PTEN i NF1, które 
są przyczyną oporności pierwotnej na BRAFi/MEKi [6]. 

Podobnie po kilku miesiącach stosowania BRAFi komórki 
czerniaka stają się oporne na terapię, co może mieć różne przy-

czyny. Na ogół mutacje, które powodują oporność, działają po-
przez zwiększenie częstości dimeryzacji RAF, choć najczęściej 
u podłoża takiej oporności leży reaktywacja szlaku BRAF/MEK 
lub innego pro-proliferacyjnego szlaku transdukcji sygnału. Ta 
reaktywacja może przechodzić przez ERK lub inne białka. Re-
aktywacja może się także odbywać poprzez aktywację innych 
RAF, np. ARAF i CRAF. W procesie powstawania oporności na 
BRAFi/MEKi może też być aktywowany inny szlak transduk-
cji sygnału, taki jak PI3K-AKT-mTOR. W komórkach czerniaka 
z mutacją BRAF V600E opornych na inhibitory występuje m.in. 
nadekspresja receptora czynnika  wzrostu płytek krwi typu β 
(platelet-derived growth factor receptors β – PDGFR-β), jednak 
obecne są też inne zmiany w tych komórkach. Pojawia się też 
zwiększona aktywacja receptora IGFR1 (receptor podobnego 
do insuliny czynnika wzrostu 1), co prowadzi do aktywacji 
szlaku PI3K-AKT-mTOR. W końcu, w niektórych opornych ko-
mórkach stwierdza się również podwyższony poziom recep-
torów naskórkowego czynnika wzrostu [2]. Z punktu widzenia 
fizjologii, ogólnie zawsze chodzi o reaktywację szlaku sygnału 
przekazującego informację o proliferacji. Nie we wszystkich 
przypadkach udaje się ustalić przyczynę oporności na lek.

Niektóre przyczyny lekooporności na BRAFi/MEKi dotyczą 
samego genu BRAF. Nie są to jednak typowe mutacje w samym 
genie, które zmieniają jego strukturę, lecz takie, które powodują 
zmiany w składaniu (splicing) transkryptu genu. Efektem tego 
jest produkt białkowy ponownie zdolny do tworzenia dimerów 
(co znosi aktywność inhibitorów działających na monomer) 
lub też nadekspresja tego genu, co powoduje większą ilość 
produktu białkowego, która może skutkować występowa-
niem dimerów. Pośrednio na dimeryzację mogą wpływać też 
mutacje genu RAS [6].

Mechanizmy oporności pierwotnej czerniaków 
na leczenie inhibitorami BRAF
Złośliwe czerniaki są bardzo heteregonne pod względem 
genetycznym. Co więcej, zyskują nowe mutacje w trakcie 
procesu tworzenia przerzutów [13]. Znaczna część komórek 
nowotworowych czerniaka ma mutację BRAF V600E, a około 
20% pacjentów z czerniakami będącymi nosicielami mutacji 
BRAF V600E nie odpowiada na leczenie inhibitorami BRAF [14]. 
Ponadto różne komórki nowotworowe u tego samego pacjen-
ta mogą być nosicielami innych mutacji odpowiadających 
za oporność na inhibitory BRAF [6]. Główne proponowane 
mechanizmy oporności pierwotnej na inhibitory BRAF, takie 
jak: utrata PTEN, występowanie mutacji RAC1P292S, nadekspresja 
MAP3K8, wydzielanie czynnika wzrostu hepatocytów (HGF) 
przez komórki stromy, utrata genu supresorowego NF1 oraz 
amplifikacja CCND1, podsumowano w tabeli I. 

Przyszłe badania powinny przynieść dokładniejsze wy-
jaśnienie mechanizmów leżących u podłoża oporności na 
inhibitory BRAF i odkrycia wspólnych mechanizmów oporności 
na różne grupy chemioterapeutyków. Ważnym celem badań 
jest zidentyfikowanie biomarkerów pierwotnej oporności na 



171

inhibitory BRAF tak, aby możliwe było przewidzenie odpowie-
dzi na terapię przed jej rozpoczęciem.

Utrata genu PTEN
Gen PTEN (phosphatase and tensin homolog) jest genem su-
presorowym – białko kodowane przez ten gen (phosphatidyli-
nositol-3,4,5-trisphosphate 3-phosphatase – PTEN, MMAC1) jest 
zaangażowane w regulację cyklu komórkowego. PTEN katali-
zuje defosforylację PIP3 w pozycji 3’ pierścienia inozytolowego, 
co skutkuje zahamowaniem szlaku sygnałowego PI3K/AKT 
i zahamowaniem proliferacji komórki. Utrata funkcjonalnego 
genu PTEN występuje w ponad 10% przypadków czerniaka 
i  jest jedną z najczęściej występujących mutacji odpowie-
dzialnych za oporność na inhibitory BRAF [15]. Utrata ekspre-
sji białka PTEN prowadzi do konstytutywnej aktywacji szlaku 
sygnałowego PI3K/AKT, co skutkuje proliferacją komórek, ich 
wzrostem i zahamowaniem apoptozy. Mechanizm oporności 
na inhibitory BRAF polega na hamowaniu apoptozy induko-
wanej za pośrednictwem białka BIM (inaczej BCL2L11) [15]. 

Mutacja genu RAC1P29S
Białko RAC1 (rac family small GTPase 1 in. cell migration-inducing 
gene 5 protein) jest GTP-azą, regulatorem cyklu komórkowego, 
adhezji komórkowej, ruchliwości komórki (poprzez oddziały-
wanie na cytoszkielet) oraz różnicowania komórki. Mutacja 
P29S w genie RAC1, zgodnie z wynikami badania Watsona i Li 
[16] występuje w 3,3% przypadków czerniaków, a więc niezbyt 
często. Obecność tej mutacji koreluje pozytywnie z indeksem 
mitotycznym, rozmiarem zmiany, a także występowaniem 
przerzutów [16]. Mutacja P29S występuje jednak aż u około 
20% pacjentów, którzy nie odpowiadają na leczenie inhibi-
torami BRAF [17]. Co więcej, obecność tej mutacji w liniach 
komórkowych czerniaka powoduje oporność na inhibitory 
BRAF [16].

Nadekspresja genu MAP3K8
Gen MAP3K8 koduje białko MAP3K8 (mitogen-activated protein 
kinase kinase kinase 8, inaczej COT, EST, ESTF, MEKK8, TPL2, 
Tpl-2, c-COT, AURA2). Białko MAP3K8 może aktywować szlak 
sygnałowy MAPK/ERK. Zwiększony poziom białka COT skutkuje 
utrzymaniem proliferacji pomimo inhibicji BRAF. W przypadku 
pierwotnej nadekspresji MAP3K8 podawanie inhibitorów BRAF 
prowadzi do jeszcze większej produkcji COT i w rezultacie 
powoduje dalsze nasilenie proliferacji [18, 19]. Zmiany genu 
MAP3K8 pojawiają się u około 1,5% wszystkich pacjentów 
z czerniakiem, często (w przypadku ok. 33% zmian) są obecne 
w znamionach Spitz [20].

Utrata funkcji białka NF1
Gen NF1 koduje białko neurofibrominę (neurofibromin inaczej 
neurofibromatosis-related protein – NF-1), należącą do grupy 
białek aktywujących GTP-azy. Neurofibromina jest negatyw-
nym regulatorem RAS, pierwszego białka szlaku sygnałowego 
MAPK. Utrata funkcjonalnego produktu genu NF1 oznacza 
wzrost poziomu białka RAS i aktywację szlaku MAPK, również 
w obecności inhibitorów BRAF. Utrata NF1 powoduje więc 
oporność na inhibitory RAF, MAPK i BRAF poprzez konstytutyw-
ną aktywację szlaku przekazywania sygnału kinaz MAPK [21].

Amplifikacja genu CCND1
Gen CCND1 (BCL1) koduje cyklinę D1 (cyclin D1 lub inaczej 
B-cell lymphoma 1 protein), kluczowe białko odpowiedzialne 
za regulację cyklu komórkowego (przejście faz G1/S). Opor-
ność na BRAFi w wyniku amplifikacji CCND1 jest przykładem 
oporności na inhibitory BRAF związanej ze zmianą liczby kopii 
genu. W komórkach, w których amplifikacji uległ gen CCND1, 
dochodzi do zwiększonej produkcji cykliny D1 i w efekcie 
inhibicja BRAF nie jest wystarczająca do zahamowania proli-
feracji [22]. Amplifikację CCND1 obserwuje się w ponad 38% 

Tabela I. Najważniejsze mechanizmy oporności pierwotnej na inhibitory BRAF

Mutacja/ inna przyczyna 
oporności 

Proponowany mechanizm Piśmiennictwo

Amplifikacja CCND1 Gen CCND1 koduje białko cyklinę D1 – kluczowy regulator cyklu komórkowego. Amplifikacja 
genu CCND1 oraz zwiększenie poziomu białka cykliny D1 powoduje utrzymanie proliferacji 
komórki w obecności inhibitorów BRAF.

[22, 23]

Mutacja RAC1P292S Mutacja RAC1P292S podtrzymuje przekaźnictwo w szlaku sygnałowym MAPK w obecności 
inhibitorów BRAF, proliferacja utrzymuje się pomimo inhibicji BRAF.

[16, 51]

Nadekspresja MAP3K8 Gen MAP3K8 koduje białko COT, które aktywuje szlak sygnałowy MAPK/ERK. Zwiększony 
poziom białka COT skutkuje utrzymaniem proliferacji pomimo inhibicji BRAF. 

[18, 19]

Utrata genu supresorowego NF1 NF1 jest negatywnym regulatorem szlaku sygnałowego RAS. Mutacja NF1 skutkująca utratą 
funkcjonalnego białka neurofibrominy 1 (NF1) powoduje wzrost poziomu RAS, aktywację 
CRAF i w konsekwencji aktywację szlaku MAPK, co powoduje utrzymanie proliferacji w 
obecności inhibitorów BRAF. 

[21, 52]

Utrata PTEN PTEN jest supresorem szlaku PI3K/AKT. Utrata PTEN skutkuje konstytutywną aktywacją tego 
szlaku sygnałowego i umożliwia proliferację komórek nawet w przypadku inhibicji BRAF. 

Paraiso, Xiang [15]

Wydzielanie czynnika wzrostu 
hepatocytów (hepatocyte growth 
factor – HGF) przez komórki zrębu

Wydzielanie HGF prowadzi do aktywacji MET – receptora HGF i aktywacji szlaków MAPK/ERK 
oraz PI3K/AKT.

[25, 26]
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próbek czerniaków, co wskazuje, że duża grupa chorych jest 
potencjalnie oporna na BRAFi i dla niej korzystna mogłaby być 
terapia inhibitorem CDK4/6 [23, 24].

Wydzielanie czynnika wzrostu hepatocytów 
przez komórki zrębu
Czynnik wzrostu hepatocytów (hepatocyte growth factor – HGF) 
jest czynnikiem wzrostu komórek, mobilności i czynnikiem 
morfogennym. Plejotropowe aktywności HGF zachodzą przez 
jego receptor, transbłonową kinazę tyrozynową, kodowaną 
przez proto-onkogen cMet. Przykładem mechanizmu pierwot-
nej oporności na inhibitory BRAF, która jest związana z oddzia-
ływaniem mikrośrodowiska guza, jest wydzielanie HGF przez 
komórki zrębu (m.in. fibroblasty). Wydzielanie HGF prowadzi 
do aktywacji receptora HGF – białka MET – i aktywacji szlaków 
MAPK/ERK oraz PI3K/AKT (ryc. 2). Ich aktywacja skutkuje utrzy-
maniem proliferacji w obecności inhibitorów BRAF [25, 26]. 

Mechanizmy oporności wtórnej czerniaków na 
leczenie inhibitorami BRAF
Podczas leczenia większość pacjentów rozwija wtórną opor-
ność na stosowane BRAFi/MEKi. Najczęstszy mechanizm opor-
ności wtórnej na leczenie BRAFi/MEKi wiąże się z reaktywacją 
przekazywania sygnału przez ścieżkę MAPK/ERK. Aktywacja 
tej ścieżki może być wynikiem zarówno działania białek akty-
wujących białko BRAF, aktywowanych przez białko BRAF, jak 
i wtórnej aktywacji samego BRAF. 

Reaktywacja przekazywania sygnału przez 
MAPK/ERK 
Reaktywacja przekazywania sygnału od błony komórkowej do 
kinaz MAPK/ERK (upstream reactivation) zachodzi w efekcie na-
dekspresji receptorów kinaz tyrozynowych, która prowadzi do 
podziałów komórkowych poprzez aktywację kinaz ARAF i CRAF 
w miejsce BRAF. Komórki czerniaka z mutacją BRAF V600E 
podczas leczenia BRAFi/MEKi mogą uzyskać oporność na le-
czenie poprzez przełączanie przekazywania sygnału na różne 
izoformy RAF (ARAF, BRAF lub CRAF) i wynikającą z tego reakty-
wację przekazywania w obrębie ścieżki ERK [14]. W komórkach 
czerniaka może dochodzić do nadekspresji białek ARAF lub 
CRAF podczas gdy BRAF ulega zablokowaniu. Białko ERK jest 
negatywnym regulatorem białka RAS. Podaż inhibitora BRAF 
hamuje wzrost komórek nowotworowych poprzez zahamowa-
nie ścieżki ERK. Blokada przekazywania sygnału poprzez ścieżkę 
ERK zatrzymuje regulację RAS, indukując częściową aktywność 
RAS. Aktywacja RAS prowadzi do powstawania dimerów BRAF 
V600E. Inhibitory BRAF wiążą się z jednym z monomerów, co 
prowadzi do transaktywacji drugiego monomeru, niezwią-
zanego przez lek. Taka aktywacja BRAF powoduje częściową 
aktywację przekazywania sygnału przez ERK i przyczynia się 
do ograniczenia skuteczności leczenia [27, 28]. 

Ścieżka sygnałowa MAPK/ERK może także ulegać aktywacji 
w skutek akumulacji mutacji aktywujących w genie RAS, gdyż 
RAS promuje podziały komórkowe, fosforylując białka ARAF 
i  CRAF, co kompensuje inhibicję BRAF. Zmutowane białko 

Rycina 2. Aktywacja ścieżek przekazywania sygnału w rozwoju lekooporności na BRAFi/MEKi
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RAS po związaniu GTP nie dysocjuje do formy nieaktywnej – 
związanej z GDP, i ulega stałej aktywacji. Zmutowane białko 
RAS związane z GTP promuje także dimeryzację BRAF V600E, 
reaktywację ścieżki sygnałowej ERK i finalnie wpływa na po-
wstanie oporności na inhibitory BRAF, gdyż leki te wiążą się 
wyłącznie z monomerami BRAF V600E [29–31]. 

Aktywacja przekazywania sygnału poniżej 
białek MAPK/ERK 
Aktywacja przekazywania sygnału do genów docelowych 
przez ścieżkę sygnałową RAS-RAF-MEK-ERK może zachodzić 
wskutek mutacji aktywujących w genach dla białek MEK1/
MEK2 (mitogen-activated protein kinase 1/2). W efekcie akty-
wacji białek MEK (downstream reactivation) inicjacja przekazy-
wania sygnału na poziomie BRAF przestaje być konieczna dla 
aktywacji genów docelowych, co znosi efekt inhibicji BRAF [6].

Reaktywacja białka BRAF 
Do reaktywacji funkcji białka BRAF może dochodzić w wielu 
mechanizmach, spośród których częsta jest amplifikacja zmu-
towanego allelu BRAF. Z powodu zwiększenia liczby kopii genu 
dochodzi do nadekspresji białka BRAF. W efekcie obecności 
w komórce bardzo wielu kopii białka BRAF podawana dawka 
inhibitora (liczba cząsteczek inhibitora w komórce) przestaje 
być (w proporcji) wystarczająca do zahamowania ich aktyw-
ności. Zwiększenie ilości zmutowanego białka BRAF V600E 
powstaje w wyniku zwiększenia liczby kopii genu i może pro-
wadzić do spontanicznej dimeryzacji tego białka, reaktywacji 
ścieżki sygnałowej ERK i stać się przyczyną oporności lekowej. 
Taki rodzaj oporności określono jako zależny od dawki. W 
badaniach in vitro podanie większych dawek wemurafenibu 
prowadzi do przełamania oporności na lek [32]. 

Dodatkowo wariant BRAF V600E, który powstaje na dro-
dze alternatywnego składania p61BRAFV600E, został opisany 
u chorych z opornością wtórną na wemurafenib. Ten wariant 
tworzy dimery w sposób niezależny od aktywacji przez kinazę 
RAS, co czyni hamowanie BRAF nieefektywnym, z uwagi na wy-
żej wspomnianą aktywność BRAFi tylko wobec monomerów 
BRAF V600E. Wydaje się, iż alternatywne izoformy splicingowe 
BRAF powstają w efekcie mutacji lub zmian epigenetycznych 
[33, 34]. 

Aktywacja ścieżki sygnałowej PI3K/AKT 
Ścieżka sygnałowa PI3K/AKT komunikuje się z ścieżką ERK, 
a hamowanie jednej ścieżki może powodować zwiększenie 
aktywności drugiej (ryc. 2). Zablokowanie sygnalizacji ERK może 
prowadzić do adaptacyjnej nadaktywności PI3K/AKT, która 
kompensuje hamowanie BRAF i napędza oporność. Niepra-
widłowa sygnalizacja PI3K/AKT jest częstą cechą czerniaków 
i daje oporność poprzez stymulowanie alternatywnych szla-
ków, które zmniejszają zależność od sygnalizacji ERK. Mutacje, 
które prowadzą do podwyższenia aktywności szlaku PI3K/AKT, 
zidentyfikowano w 22% czerniaków z nabytą opornością na 

hamowanie BRAF. Wykazano, że w ciągu kilku dni od podania 
inhibitorów BRAF dochodzi do podwyższenia ekspresji białka 
AKT [35–37].

W badaniach przedklinicznych wyjściowo postawiono 
hipotezę, iż podczas leczenia BRAFi/MEKi istnieje silna pre-
sja selekcyjna wobec komórek z mutacjami nabycia funk-
cji, prowadząca do zwiększonej aktywności szlaku PI3K/AKT 
w obecności hamowania szlaku MAPK. Zakładano, że komór-
ki czerniaka z  takimi mutacjami, będą się dzielić, ponieważ 
mają przewagę w zakresie przeżycia i proliferacji, kiedy na 
ich metabolizm nie wpływa hamowanie BRAF. W obserwa-
cjach klinicznych to właśnie ta nasilona proliferacja komórek 
z aktywowanym szlakiem AKT może tłumaczyć występowa-
nie dużej masy guza i szybką progresję u pacjentów, którzy 
odpowiedzieli na hamowanie BRAF, a następnie rozwinęli 
wtórną oporność w tym mechanizmie. Dodatkowo szlak PI3K/
AKT jest aktywowany przez czynniki wzrostu, które wiążą się 
z RTK, takie jak PDGFR-β i IGF-1R. Gdy BRAF jest zablokowany 
inhibitorem, komórki nowotworowe mogą kompensacyj-
nie zwiększać ekspresję PDGFR-β i IGF-1R. A to prowadzi do 
przetrwałej sygnalizacji PI3K/AKT, która zapobiega apoptozie 
i sprzyja przeżyciu komórek. Aktywowana AKT fosforyluje aż 
9000 białek substratowych, regulując w ten sposób różnorodne 
procesy, takie jak przeżycie komórek, proliferacja i migracja, 
oraz wpływając na lekooporność. 

Do białek substratowych AKT należą takie cząsteczki jak: 
ASK1 (apoptotic signal kinase 1), Bim (B cell leukemia/lympho-
ma-2 interacting mediator of cell death), Bad (B cell leukemia/
lymphoma-2 associated death agonist), MDM-2 (murine double 
minute-2), p21 (p21 cyclin dependent kinase inhibitory protein, 
Cip1), XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis), Foxo3a (forkhead box 
O3) i wiele innych [38]. Wysoka ekspresja wyżej wymienionych 
receptorów RTK na powierzchni komórek czerniaka wiąże się 
z nabytą opornością na wemurafenib zarówno in vitro, jak i in 
vivo. Ponadto mutacje aktywujące PI3K i AKT mogą zwiększać 
sygnalizację w ścieżce sygnałowej AKT. To z kolei intensyfikuje 
sygnały antyapoptotyczne i regulację ekspresji najważniej-
szych genów proliferacyjnych opisanych powyżej. Zmiany 
te pozwalają komórkom czerniaka na przeżycie i replikację 
niezależnie od zahamowania BRAF, co klinicznie powoduje 
nabytą oporność [6, 37, 39]. 

Zwiększona aktywacja ścieżki sygnałowej EGFR 
Zwiększenie ekspresji i aktywacja receptora naskórkowe-
go czynnika wzrostu (EGFR) może być również związane 
z opornością na hamowanie BRAF lub MEK. Po aktywacji 
EGRF kompleks utworzony przez białka Grb2 i Sos wiąże się 
bezpośrednio lub poprzez połączenie białka adaptorowego 
Shc z określonymi resztami tyrozyny na receptorze. Prowa-
dzi to do zmian konformacyjnych w białku Sos, które może 
rekrutować i aktywować Ras-GDP. Następnie aktywowane 
przez ERK kinazy MAPK ostatecznie przemieszczają się do 
jądra, aby w celu indukcji proliferacji komórek fosforylować 
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specyficzne czynniki transkrypcyjne, takie jak Elk1 i C-myc, 
[40]. Obniżenie aktywności SOX10 (sex determining region 
Y-box 10) opisane w części czerniaków może prowadzić do 
sygnalizacji poprzez TGF-β, a w konsekwencji do zwiększenia 
ekspresji genu receptora EGFR i receptora czynnika wzrostu 
płytek krwi (PDGFRB) [6, 41]. 

Aktywacja mikrośrodowiskowa guza
Badania nad lekoopornością koncentrują się głównie na me-
chanizmach oporności na leki, które powstają w efekcie zmian 
właściwości komórek nowotworowych. Obecnie wiadomo 
jednak, że progresja choroby i oporność na terapie celowane 
BRAFi/MEKi nie są wyłączną pochodną modyfikacji genomo-
wych i epigenetycznych komórek nowotworowych. 

Istotne znaczenie ma mikrośrodowisko guza promujące 
oporność na hamowanie MAPK – a zależność ta jest złożona 
i obejmuje między innymi interakcje pomiędzy komórkami 
guza i zrębu [42]. Ostatnie badania wykazały wyraźny udział 
makrofagów i czynników pochodzących z fibroblastów w roz-
woju oporności na inhibitory szlaku MAPK. W obecności fibro-
blastów sąsiednie komórki czerniaka uzyskują odróżnicowany 
agresywny fenotyp mezenchymalny. Po leczeniu BRAFi takie 
komórki czerniaka utrzymują wysoki poziom ufosforylowane-
go rybosomalnego białka S6 (pS6), a co za tym idzie aktywną 
sygnalizację przez mTOR, która jest tłumiona w komórkach 
wrażliwych na BRAFi bez kontaktu z komórkami zrębu [[43]. 
Aktywacja mTOR prowadzi do fosforylacji i aktywacji kina-
zy rybosomalnej S6 p70 i eukariotycznego białka wiążącego 
czynnik 4E 1E, promując w ten sposób zwiększoną translację 
białka i wzrost komórek. mTOR jest kinazą, która łączy stymu-
lację komórek czynnikami wzrostu i dostępność składników 
odżywczych z syntezą białka i wzrostem komórek [44].

W ostatnich latach oceniono, że fibroblasty ułatwiają 
progresję czerniaka i istnieje dwukierunkowa komunikacja 
poprzez bezpośredni kontakt między komórkami czernia-
ka i fibroblastami. Dodatkowo dochodzi do odpowiedzi ko-
mórek czerniaka na wydzielanie przez fibroblasty czynniki 
wzrostu i  cytokiny promujące przeżycie i wzrost komórek, 
w tym TGF-β czy VEGF. Fibroblasty w kontakcie z komórkami 
czerniaka wydzielają także komponenty macierzy zewnątrzko-
mórkowej (m.in. lamninę IV), które wtórnie ułatwiają migrację 
(przerzutowanie) komórkom czerniaka [45, 46]. W obrębie 
guza fibroblasty wykazują hiperaktywację ścieżki MAPK, co 
powoduje jakościową zmianę w macierzy zewnątrzkomór-
kowej guza przez integrynę β1 i kinazę FAK, które indukują 
ERK, zapewniając komórkom czerniaka możliwość uniknięcia 
skutecznego leczenia [47].

W czerniaku na skutek wydzielania HGF przez komórki 
zrębu może dochodzić do rozwoju oporności na BRAFi/MEKi. 
HGF może się wiązać z RTK na powierzchni komórek czerniaka, 
które zwiększą sygnalizację wewnątrzkomórkową promującą 
ekspresję RAS, która finalnie prowadzi do aktywacji szlaku MAPK. 
Ponadto wiadomo, że HGF przyczynia się do rozwoju oporności 

na leczenie inhibitorem BRAF poprzez obniżenie ekspresji ge-
nów kodujących czynniki pro-apoptotyczne [25, 26]. 

Co szczególnie istotne z uwagi na epidemiologię czerniaka, 
wpływ fibroblastów na komórki czerniaka może się istotnie róż-
nić u pacjentów w podeszłym wieku, ponieważ starzejące się 
fibroblasty są bardziej inwazyjne. Ostatnie badania wykazały, 
iż starzejące się fibroblasty zwiększają wydzielanie czynnika 
sFRP2 – inhibitora β-kateniny – co zmniejsza ekspresję MITF, 
prowadzącą do zmniejszenia ekspresji regulatora redoks APE1 
i czyni komórki czerniaka bardziej wrażliwymi na stres oksyda-
cyjny, co wtórnie promuje oporność na hamowanie BRAF [48]. 

Makrofagi zrębu nowotworu wydzielają czynnik TNF-α, 
który promuje w sposób zależny od NF-β ekspresję MITF, co 
prowadzi do oporności na BRAFi/MEKi. Dodatkowo udowod-
niono, iż TNF-α blokuje apoptozę w komórkach, w których 
hamowany jest BRAF oraz przyczynia się do inwazji czerniaka 
i angiogenezy [49, 50]. 

Posumowanie
Główne mechanizmy oporności na inhibitory BRAF to:
1. Utrata funkcji hamującej kinazy ERK – inhibitor BRAF ha-

muje wzrost guza poprzez hamowanie szlaku ERK. Wtór-
nie hamuje to ujemne sprzężenie zwrotne ERK na RAS, 
co częściowo przywraca aktywność RAS. Prowadzi to do 
powstawania dimerów BRAF V600E indukowanych przez 
RAS. Inhibitory BRAF wiążą jeden i transaktywują drugi 
BRAF, zmniejszając efektywność leczenia inhibitorem BRAF. 

2. Mutacje aktywujące gen RAS – zmutowany RAS-GTP staje 
się konstytutywnie aktywny, zwiększa dimeryzację BRAF 
V600E, reaktywuje szlak ERK i wtórnie promuje odporność 
na inhibitory BRAF, które blokują tylko monomeryczny 
BRAF V600E.

3. Alternatywne składanie (splicing) BRAF V600E – wariant skła-
dania BRAF V600E p61BRAFV600E z powodu mutacji lub 
zmian epigenetycznych może tworzyć dimery w sposób 
niezależny od RAS. Przez to inhibitor BRAF jest nieskuteczny, 
ponieważ blokuje tylko monomeryczne BRAF V600E.

4. Nadekspresja zmutowanego białka BRAF V600E – zwięk-
szona liczba kopii BRAF V600E w komórce (powstająca 
z powodu przyrostu liczby kopii genów) może również 
spontanicznie sprzyjać dimeryzacji BRAF V600E, reakty-
wując szlak ERK i powodując niepowodzenie leczenia 
u niektórych pacjentów.

5. Aktywacja alternatywnych izoform białka RAF – czerniak 
BRAF V600E leczony inhibitorami BRAF może uzyskać opor-
ność poprzez elastyczne przełączanie między różnymi 
izoformami RAF zdolnymi do reaktywacji szlaku ERK, pod-
wyższając ekspresję ARAF lub CRAF.

6. Nadekspresja białka COT – COT, prawdopodobnie z po-
wodu amplifikacji genu lub jeszcze niezidentyfikowanych 
mechanizmów, może reaktywować MEK w obecności 
hamowania BRAF, stymulując sygnalizację ERK i rozwój 
lekooporności na BRAFi. 
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7. Mutacje aktywujące gen MEK – mutacje aktywujące 
w  MEK1/MEK2 powodują, że blokowanie BRAF jest nie-
skuteczne, ponieważ reaktywacja MEK oznacza, że szlak 
MAPK/ERK może nadal przekazywać sygnał poniżej BRAF, 
niezależnie od jego hamowania.

8. Aktywacja ścieżki sygnałowej PI3K/AKT – nieprawidłowa 
sygnalizacja PI3K/AKT jest częstą cechą czerniaków. Zablo-
kowanie sygnalizacji ERK może prowadzić do adaptacyjnej 
nadaktywności PI3K/AKT, która kompensuje hamowanie 
BRAF i promuje oporność. 

9. Aktywacja receptorów kinaz tyrozynowych (RTK) – szlak 
PI3K/AKT jest aktywowany przez czynniki wzrostu, które 
wiążą się z RTK, takie jak PDGFR-β i IGF-1R. Z blokadą BRAF 
komórki nowotworowe mogą nadeksprymować RTK, pro-
wadząc do trwałej sygnalizacji PI3K/AKT. 

10. Mutacje aktywujące w genach PI3K/AKT – mutacje aktywu-
jące PI3K i AKT wzmacniają sygnalizację AKT, która zwiększa 
sygnały antyapoptotyczne i zwiększa ekspresję kluczowych 
genów proliferacyjnych, zapewniając komórce sygnały 
przeżycia niezależnie od BRAF. 

11. Aktywacja ścieżki sygnałowej EGFR – aktywacja EGFR in-
dukowana przez supresję SOX10 i zwiększoną aktywność 
szlaku TGF-β, która powoduje starzenie się komórek, jest 
odwracana poprzez hamowanie BRAF/MEK.
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