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Mechanizmy opornosci na leczenie czerniaka inhibitorami
BRAF i MEK
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Dotychczas opisano kilka mechanizméw opornosci na hamowanie aktywnosci BRAF w komérkach czerniaka. Badania
genetyczne pozwolity ustali¢, ze mutacje w kinazie MEKT (kinaza kinazy MAP), ktére skutkuja konstytutywnga aktywacja
kinazy ERK, powoduja opornos¢ na leczenie. Innym mechanizmem nabytej opornosci na hamowanie BRAF jest gromadzenie
mutacji aktywujacych w onkogenie NRAS, ktéry napedza aktywacje CRAF. To z kolei prowadzi do trwatej aktywadji przeka-
zywania sygnatu do MEK i ERK. Innym waznym mechanizmem opornosci jest tworzenie wariantow sktadania genu BRAF
V600E, w tym wariantéw, w ktérych brakuje eksonéw od 4 do 8 zawierajgcych domene wigzgca RAS. Obecnos¢ wariantu
p61 BRAF V60OE prowadzi do konstytutywnej sygnalizacji ERK, ktéra jest oporna na hamowanie RAF. Ponadto wptyw na
opornos¢ na leczenie maja hiperaktywacja receptoréw kinaz tyrozynowych, takich jak receptor czynnika wzrostu ptytek
krwi 3 (PDFR), receptor podobnego do insuliny czynnika wzrostu 1 (IGF-1R) i wytwarzajace erytropoetyne receptory
watrobowokomdrkowe (EPH) — prowadzace do indukgji szlaku kinazy 3-fosfoinozytolowej (PI3K) u pacjentéw leczonych
inhibitorami BRAF lub MEK. Inng interesujaca $ciezkg opornosci na BRAFiI/MEKi jest nadekspresja receptora naskérkowego
czynnika wzrostu (EGFR) poprzez ujemne sprzezenie zwrotne u pacjentéw leczonych inhibitorami BRAF (BRAFi) — EGFR
nie ulega normalnej ekspresji w nieleczonych czerniakach.
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Wstep

Przed odkryciem aktywujacych mutacji w genie BRAF uwa-
zano czerniaka za nowotwar skory o najgorszym rokowaniu.
Klasyczne schematy chemioterapii oparte na dakarbazynie
dawaty niewielkie mozliwosci terapeutyczne. W 2002 roku
w przetomowym badaniu przeprowadzonym przez Cancer
Genome Project w Instytucie Sangera w ponad 60% czer-
niakow zidentyfikowano mutacje BRAF [1] Obecnie czerniak
odpowiada za ponad 80% zgondw z przyczyn nowotwordw
skory, choc jego przypadki stanowig tylko 1% wszystkich przy-

padkow nowotwordw ztosliwych skéry. Do 2011 roku, kiedy
Food and Drug Administration (FDA) zatwierdzita wemurafenib
(pierwszy lek dziatajacy selektywnie na konkretne zmutowane
biatko w szlaku sygnalizacji BRAF/MEK), w zasadzie nie byto sku-
tecznej terapii dla chorych na czerniaka z przerzutami. Grupe
lekéw, do ktorych nalezy wemurafenib (a takze dabrafenib
i enkorafenib) okreslamy jako inhibitory biatka BRAF (BRAFi) [2].

Szlak RAS/MAPK (ryc. 1) jest jednym z najlepiej pozna-
nych szlakow przekazywania sygnatu ze srodowiska komarki
do jadra komorkowego, w ktérym — w efekcie dziatania tych
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sygnatow — uruchamia sie transkrypcja genow zwigzanych
7 procesami wzrostu, podziatu i roznicowania sie komorek.
Mozna powiedzie¢, Ze jest to kaskada fosforylacji kolejnych
biatek (Ras-Raf-MEK-ERK), gdzie zaktywowane biatko fosforyluje
kolejne biatko i tak sygnat przekazywany jest az do czynni-
kow transkrypcyjnych (m.in. c-Myc i CREB). Aktywowany Ras
pobudza aktywnos¢ kinazy biatkowej kinazy RAF, kinaza RAF
fosforyluje i aktywuje MEK (MEKT i MEK2), a MEK fosforyluje
i aktywuje kinaze biatkowa aktywowang mitogenem (MAPK).
RAF i ERK (znane réwniez jako MAPK) to kinazy biatkowe sery-
nowo-treoninowe, a MEK jest kinaza serynowo-tyrozynowo-
-treoninowa. Ten szlak przekazywania sygnatu jest aktywowany
przez czynniki wzrostu, hormony i cytokiny, ktére oddziatujg
z btonowym receptorem o aktywnosci kinazy tyrozynowej
(RTK). W wyniku tych oddziatywan receptor btonowy ulega
fosforylacjiiwigze kilka roznych biatek, ktére przekazuja z kolei
sygnat na biatko z rodziny RAS (rat sarcoma). Biatko RAS wigze
woéwczas trifosforan guanozyny, co powoduje jego aktywa-

cje i z kolei przekazuje sygnat na catg kolejng kaskade kinaz
biatkowych aktywowanych przez mitogeny (mitogen activa-
ted protein kinases — MAPK). Pierwsze biatko w tym szlaku to
biatko z rodziny RAF (rapidly accelerated fibrosarcoma protein):
BRAF lub CRAF. Biatka RAF maja aktywnos¢ kinazy serynowo-
-treoninowej i fosforylujg oraz aktywuja kinaze MAPK, zwang
takze MEK — MAPK/ERK, a ta z kolei fosforyluje kolejna kinaze
ERK (extracellular signal requlated kinase), ktéra po fosforylacji
przemieszcza sie do jadra komdérkowego, gdzie poprzez fosfo-
rylacje aktywuje docelowe czynniki transkrypcyjne. Zaburzenia
w tym szlaku moga z jednej strony prowadzi¢ do nowotwordw,
a zdrugiej, do szeregu ludzkich wad rozwojowych [3].
Zaburzenia w tym szlaku, takze onkogenne, w wyniku mu-
tacji genéw moga zachodzi¢ na réznych poziomach — gen RAS
jest jednym z najczesciej zmutowanych onkogendw w nowo-
tworach ludzkich [4]. Zaburzenia w catym szlaku RAS/MAPK
wystepuja w 98% czerniakdw [5]. W okoto 50% tych nowotwo-
row (ale dla poréwnania tylko ogolnie w 7-10% wszystkich

Rycina 1. Szlak RAS w komorkach czerniaka
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nowotwordw) wystepuje mutacja w genie BRAF. Z kolei 80-90%
tych mutacji to zmiana typu missense V600E, gdzie aminokwas
numer 600 jest kwasem glutaminowym, a nie waling wyste-
pujacg w biatku typu dzikiego. Ta mutacja powoduje zmiane
konformacji biatka BRAF, zwiekszajac jego aktywnos¢ kinazowa,
czego efektem jest konstytutywna aktywacja szlaku MAPK/ERK.
W tym samym miejscu, ale znacznie rzadziej, wystepuja tezinne
podstawienia m.in. V600K (7,8%), V600R (1%) (odpowiednio:
podstawienie lizyna i argining). W komarkach czerniaka majg
miejsce takze mutacje w innych genach szlaku MAPK/ERK, naj-
czesciej w genie NRAS (13-25%) [6, 7].

Warto wspomnied, ze mutacje w genie BRAF nie zalezg od
promieniowania UV, a takze nie sg wystarczajace do powstania
czerniaka. Proces nowotworzenia jest efektem wielu mutacji
w réznych genach. W czerniaku wystepuja tez inne mutacje,
m.in. w genach supresoréw nowotworéw TP53, PTEN i CDK-
N2A, a takze w promotorze genu telomerazy [5]. Dla rozwoju
czerniaka wazne sg rowniez mutacje indukowane przez pro-
mieniowanie UV, dla ktérych charakterystyczne s3 tranzycje
nukleotydéw C->T na 3" koricu dimeréw pirymidynowych
[8], takie mutacje wystepujg w wyzej wymienionych genach
supresorow nowotworowych, genie telomerazy oraz w p16.
Jednak zagadnienie mutacji indukowanych przez UV jest skom-
plikowane, sg one rézne w réznych czerniakach i klasyfikacja
molekularna bardziej opiera sie na mutacjach, ktorych nie
powoduja promienie UV [5]. Co wiecej, ustalenie, czy dana
mutacja byfa spowodowana przez UV, nie jest proste i nie
zawsze jest pewne [9].

Czerniaki molekularnie moga by¢ klasyfikowane w 4 gru-
pach, na podstawie mutadji, jakie w nich wystepuja: w RAS,
w BRAF, w NFT,a czwarta grupe stanowig tak zwane potréjnie
negatywne czerniaki[5, 10, 11]. Ciekawe jest, ze w pierwotnych
czerniakach mutacje w genach RAS i BRAF nigdy nie wystepuja
réwnoczesnie. Natomiast jesli chodzi o mutacje w genach MEK
(MAPK), nie ma tak dobrych danych jak dla mutacji w wielu
innych genach, ale poniewaz inhibitory MEK sg stosowane
w terapii czerniakow takze razem z inhibitorami BRAF, mutacje
w MAP2KT wystepuja u 5,38% pacjentdw z czerniakiem na-
tomiast w MAPKT - u 1,77%. Mutacje w konkretnych genach
MAPK sg czesto kryteriami wiaczenia do badan klinicznych
z inhibitorami MEK (MEKi) [12].

Biatko BRAF w normalnych warunkach dziata jako dimer,
jednak mutacja V60OE powoduje, ze dziata on jako monomer.
Na taki monomer wiasnie dziataja inhibitory stosowane w te-
rapii czerniaka, takie jak wemurafenib. Okoto 20% pacjentéow
z mutacja BRAFV600E nie odpowiada na ten lek [6]. Przyczyny
tego s3 ztozone i moga wynika¢ miedzy innymi z heterogen-
nosci nowotworu — np. nie we wszystkich jego komdrkach
jest obecna docelowa mutacja, albo tez z utraty pewnych
gendw supresordw nowotwordw, takich jak PTEN i NFT, ktore
s przyczyna opornosci pierwotnej na BRAFi/MEKi [6].

Podobnie po kilku miesigcach stosowania BRAFi komorki
czerniaka stajg sie oporne na terapie, co moze miec rézne przy-
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czyny. Na ogot mutacje, ktére powodujg opornos¢, dziataja po-
przez zwiekszenie czestosci dimeryzacji RAF, cho¢ najczesciej
u podtoza takiej opornosci lezy reaktywacja szlaku BRAF/MEK
lub innego pro-proliferacyjnego szlaku transdukcji sygnatu. Ta
reaktywacja moze przechodzi¢ przez ERK lub inne biatka. Re-
aktywacja moze sie takze odbywac poprzez aktywacje innych
RAF, np. ARAF i CRAF. W procesie powstawania opornosci na
BRAFI/MEKiI moze tez by¢ aktywowany inny szlak transduk-
cji sygnaty, taki jak PI3K-AKT-mTOR. W komorkach czerniaka
z mutacja BRAFV600E opornych na inhibitory wystepuje m.in.
nadekspresja receptora czynnika wzrostu ptytek krwi typu 3
(platelet-derived growth factor receptors 3 — PDGFR-f), jednak
obecne s3 tez inne zmiany w tych komdrkach. Pojawia sie tez
zwiekszona aktywacja receptora IGFR1 (receptor podobnego
do insuliny czynnika wzrostu 1), co prowadzi do aktywacji
szlaku PI3K-AKT-mTOR. W koricu, w niektérych opornych ko-
morkach stwierdza sie rowniez podwyzszony poziom recep-
toréw naskorkowego czynnika wzrostu [2]. Z punktu widzenia
fizjologii, ogdinie zawsze chodzi o reaktywacje szlaku sygnatu
przekazujgcego informacje o proliferacji. Nie we wszystkich
przypadkach udaje sie ustali¢ przyczyne opornosci na lek.

Niektdre przyczyny lekoopornosci na BRAFi/MEKi dotycza
samego genu BRAF. Nie sg to jednak typowe mutacje w samym
genie, ktdre zmieniaja jego strukture, lecz takie, ktére powoduja
zmiany w sktadaniu (splicing) transkryptu genu. Efektem tego
jest produkt biatkowy ponownie zdolny do tworzenia dimeréw
(co znosi aktywnos¢ inhibitoréw dziafajgcych na monomer)
lub tez nadekspresja tego genu, co powoduje wiekszg ilos¢
produktu biatkowego, ktéra moze skutkowac wystepowa-
niem dimerdw. Posrednio na dimeryzacje moga wptywac tez
mutacje genu RAS [6].

Mechanizmy opornosci pierwotnej czerniakow
na leczenie inhibitorami BRAF

Ztosliwe czerniaki sa bardzo heteregonne pod wzgledem
genetycznym. Co wiecej, zyskuja nowe mutacje w trakcie
procesu tworzenia przerzutéw [13]. Znaczna czes¢ komarek
nowotworowych czerniaka ma mutacje BRAF V600E, a okoto
20% pacjentéw z czerniakami bedacymi nosicielami mutacji
BRAF V600E nie odpowiada na leczenie inhibitorami BRAF [14].
Ponadto rézne komorki nowotworowe u tego samego pacjen-
ta moga by¢ nosicielami innych mutacji odpowiadajacych
za opornos¢ na inhibitory BRAF [6]. Gtéwne proponowane
mechanizmy opornosci pierwotnej na inhibitory BRAF, takie

jak: utrata PTEN, wystepowanie mutacji RACT nadekspresja

P2925"
MAP3K8, wydzielanie czynnika wzrostu hepatocytow (HGF)
przez komorki stromy, utrata genu supresorowego NFT oraz
amplifikacja CCND1, podsumowano w tabeli I.

Przyszte badania powinny przynies¢ dokfadniejsze wy-
jasnienie mechanizméw lezacych u podfoza opornosci na
inhibitory BRAF i odkrycia wspdlnych mechanizmdw opornosci
na rézne grupy chemioterapeutykdw. Waznym celem badan

jest zidentyfikowanie biomarkeréw pierwotnej opornosci na



Tabela I. Najwazniejsze mechanizmy opornosci pierwotnej na inhibitory BRAF

Mutacja/ inna przyczyna Proponowany mechanizm

opornosci

Pismiennictwo

Amplifikacja CCND1

Gen CCNDT koduije biatko cykline D1 - kluczowy regulator cyklu komérkowego. Amplifikacja  [22, 23]

genu CCND1 oraz zwiekszenie poziomu biatka cykliny D1 powoduje utrzymanie proliferacji

komarki w obecnosci inhibitorow BRAF.

Mutacja RACT g5

Mutacja RACT ,,,,s podtrzymuje przekaznictwo w szlaku sygnatowym MAPK w obecnosci [16,51]

inhibitoréw BRAF, proliferacja utrzymuije sie pomimo inhibicji BRAF.

Nadekspresja MAP3K8

Gen MAP3K8 koduje biatko COT, ktdre aktywuje szlak sygnatowy MAPK/ERK. Zwiekszony [18,19]

poziom biatka COT skutkuje utrzymaniem proliferacji pomimo inhibicji BRAF.

Utrata genu supresorowego NF1

NFT jest negatywnym regulatorem szlaku sygnatowego RAS. Mutacja NFT skutkujaca utrata [21,52]

funkcjonalnego biatka neurofibrominy 1 (NF1) powoduje wzrost poziomu RAS, aktywacje
CRAF i w konsekwencji aktywacje szlaku MAPK, co powoduje utrzymanie proliferacji w

obecnosci inhibitorow BRAF.
Utrata PTEN

PTEN jest supresorem szlaku PI3K/AKT. Utrata PTEN skutkuje konstytutywng aktywacja tego

Paraiso, Xiang [15]

szlaku sygnatowego i umozliwia proliferacje komaérek nawet w przypadku inhibicji BRAF.

Wydzielanie czynnika wzrostu
hepatocytow (hepatocyte growth
factor — HGF) przez komorki zrebu

oraz PI3K/AKT.

inhibitory BRAF tak, aby mozliwe byto przewidzenie odpowie-
dzi na terapie przed jej rozpoczeciem.

Utrata genu PTEN

Gen PTEN (phosphatase and tensin homolog) jest genem su-
presorowym — biatko kodowane przez ten gen (phosphatidyli-
nositol-3,4,5-trisphosphate 3-phosphatase — PTEN, MMACT) jest
zaangazowane w regulacje cyklu komaérkowego. PTEN katali-
zuje defosforylacje PIP3 w pozydji 3'pierécienia inozytolowego,
co skutkuje zahamowaniem szlaku sygnatowego PISK/AKT
i zahamowaniem proliferacji komarki. Utrata funkcjonalnego
genu PTEN wystepuje w ponad 10% przypadkéw czerniaka
i jest jedna z najczesciej wystepujacych mutacji odpowie-
dzialnych za opornos¢ na inhibitory BRAF [15]. Utrata ekspre-
sji biatka PTEN prowadzi do konstytutywnej aktywacji szlaku
sygnatowego PI3K/AKT, co skutkuje proliferacja komorek, ich
wzrostem i zahamowaniem apoptozy. Mechanizm opornosci
na inhibitory BRAF polega na hamowaniu apoptozy induko-
wanej za posrednictwem biatka BIM (inaczej BCL2L11) [15].

Mutacja genu RACT .

Biatko RACT (rac family small GTPase 1 in. cell migration-inducing
gene 5 protein) jest GTP-azg, regulatorem cyklu komdorkowego,
adhezji komdrkowej, ruchliwosci komaorki (poprzez oddziaty-
wanie na cytoszkielet) oraz réznicowania komaorki. Mutacja
P29S w genie RACT, zgodnie z wynikami badania Watsona i Li
[16] wystepuje w 3,3% przypadkow czerniakow, a wiec niezbyt
czesto. Obecnosc tej mutacji koreluje pozytywnie z indeksem
mitotycznym, rozmiarem zmiany, a takze wystepowaniem
przerzutow [16]. Mutacja P29S wystepuje jednak az u okoto
20% pacjentow, ktérzy nie odpowiadajg na leczenie inhibi-
torami BRAF [17]. Co wiecej, obecnos¢ tej mutacji w liniach
komdrkowych czerniaka powoduje opornos¢ na inhibitory
BRAF [16].

Wydzielanie HGF prowadzi do aktywacji MET — receptora HGF i aktywacji szlakow MAPK/ERK  [25, 26]

Nadekspresja genu MAP3K8

Gen MAP3K8 koduje biatko MAP3K8 (mitogen-activated protein
kinase kinase kinase 8, inaczej COT, EST, ESTF, MEKKS, TPL2,
Tpl-2, c-COT, AURA2). Biatko MAP3K8 moze aktywowac szlak
sygnatowy MAPK/ERK. Zwigkszony poziom biatka COT skutkuje
utrzymaniem proliferacji pomimo inhibicji BRAF. W przypadku
pierwotnej nadekspresji MAP3K8 podawanie inhibitoréw BRAF
prowadzi do jeszcze wiekszej produkcji COT i w rezultacie
powoduje dalsze nasilenie proliferacji [18, 19]. Zmiany genu
MAP3K8 pojawiaja sie u okoto 1,5% wszystkich pacjentow
z czerniakiem, czesto (w przypadku ok. 339% zmian) sg obecne
w znamionach Spitz [20].

Utrata funkgji biatka NF1

Gen NFT koduje biatko neurofibromine (neurofibromin inaczej
neurofibromatosis-related protein — NF-1), nalezacg do grupy
biatek aktywujacych GTP-azy. Neurofibromina jest negatyw-
nym regulatorem RAS, pierwszego biatka szlaku sygnatowego
MAPK. Utrata funkcjonalnego produktu genu NFI oznacza
wzrost poziomu biatka RAS i aktywacje szlaku MAPK, rowniez
w obecnosci inhibitorow BRAF. Utrata NFT powoduje wiec
opornos¢ na inhibitory RAF, MAPKi BRAF poprzez konstytutyw-
na aktywacje szlaku przekazywania sygnatu kinaz MAPK [21].

Amplifikacja genu CCND1

Gen CCNDT (BCLT) koduje cykline D1 (cyclin D1 lub inaczej
B-cell lymphoma 1 protein), kluczowe biatko odpowiedzialne
za regulacje cyklu komdrkowego (przejscie faz G1/S). Opor-
nos$¢ na BRAFi w wyniku amplifikacji CCNDT jest przyktadem
opornosci na inhibitory BRAF zwigzanej ze zmiana liczby kopii
genu. W komorkach, w ktérych amplifikacji ulegt gen CCNDI,
dochodzi do zwiekszonej produkcji cykliny D1 i w efekcie
inhibicja BRAF nie jest wystarczajaca do zahamowania proli-
feracji [22]. Amplifikacje CCNDT obserwuje sie w ponad 38%
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prébek czerniakéw, co wskazuje, ze duza grupa chorych jest
potencjalnie oporna na BRAFi i dla niej korzystna mogtaby by¢
terapia inhibitorem CDK4/6 [23, 24].

Wydzielanie czynnika wzrostu hepatocytow
przez komorki zrebu

Czynnik wzrostu hepatocytow (hepatocyte growth factor — HGF)
jest czynnikiem wzrostu komorek, mobilnosci i czynnikiem
morfogennym. Plejotropowe aktywnosci HGF zachodza przez
jego receptor, transbfonowa kinaze tyrozynowa, kodowanga
przez proto-onkogen cMet. Przyktadem mechanizmu pierwot-
nej opornosci na inhibitory BRAF, ktéra jest zwigzana z oddzia-
tywaniem mikrosrodowiska guza, jest wydzielanie HGF przez
komarki zrebu (m.in. fibroblasty). Wydzielanie HGF prowadzi
do aktywacji receptora HGF — biatka MET — i aktywacji szlakow
MAPK/ERK oraz PI3K/AKT (ryc. 2). Ich aktywacja skutkuje utrzy-
maniem proliferacji w obecnosci inhibitoréw BRAF [25, 26].

Mechanizmy opornosci wtérnej czerniakéw na
leczenie inhibitorami BRAF

Podczas leczenia wiekszos¢ pacjentow rozwija wtdrng opor-
nos¢ na stosowane BRAFiI/MEKI. Najczestszy mechanizm opor-
nosci wtérnej na leczenie BRAFI/MEKi wiaze sie z reaktywacja
przekazywania sygnatu przez sciezke MAPK/ERK. Aktywacja
tej sciezki moze by¢ wynikiem zaréwno dziafania biatek akty-
wujacych biatko BRAF, aktywowanych przez biatko BRAF, jak
i wtornej aktywacji samego BRAF.

PDGFR, EGFR, MET
ERBB3, IGF1R

Reaktywacja przekazywania sygnatu przez
MAPK/ERK
Reaktywacja przekazywania sygnatu od btony komorkowej do
kinaz MAPK/ERK (upstream reactivation) zachodzi w efekcie na-
dekspresji receptorow kinaz tyrozynowych, ktéra prowadzi do
podziatdw komorkowych poprzez aktywacje kinaz ARAF i CRAF
w miejsce BRAF. Komorki czerniaka z mutacjg BRAF V600E
podczas leczenia BRAFi/MEKi mogga uzyskac opornos¢ na le-
czenie poprzez przetaczanie przekazywania sygnatu na rézne
izoformy RAF (ARAF, BRAF lub CRAF) i wynikajaca z tego reakty-
wacje przekazywania w obrebie sciezki ERK[14]. W komorkach
czerniaka moze dochodzi¢ do nadekspresji biatek ARAF lub
CRAF podczas gdy BRAF ulega zablokowaniu. Biatko ERK jest
negatywnym regulatorem biatka RAS. Podaz inhibitora BRAF
hamuje wzrost komorek nowotworowych poprzez zahamowa-
nie sciezki ERK. Blokada przekazywania sygnatu poprzez ciezke
ERK zatrzymuje regulacje RAS, indukujac czesciowa aktywnos¢
RAS. Aktywacja RAS prowadzi do powstawania dimeréw BRAF
V60OE. Inhibitory BRAF wiaza sie z jednym z monomerdw, co
prowadzi do transaktywacji drugiego monomeru, niezwia-
zanego przez lek. Taka aktywacja BRAF powoduje czesciowa
aktywacje przekazywania sygnatu przez ERK i przyczynia sie
do ograniczenia skutecznosci leczenia [27, 28].

Sciezka sygnatowa MAPK/ERK moze takze ulegac aktywadji
w skutek akumulacji mutacji aktywujacych w genie RAS, gdyz
RAS promuje podziaty komorkowe, fosforylujac biatka ARAF
i CRAF, co kompensuje inhibicje BRAF. Zmutowane biatko

MEK

ERK

Rycina 2. Aktywacja $ciezek przekazywania sygnatu w rozwoju lekoopornosci na BRAFi/MEKi
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RAS po zwigzaniu GTP nie dysocjuje do formy nieaktywnej —
zwiazanej z GDP, i ulega statej aktywacji. Zmutowane biatko
RAS zwigzane z GTP promuje takze dimeryzacje BRAF V60OE,
reaktywacje $ciezki sygnatowej ERK i finalnie wptywa na po-
wstanie opornosci na inhibitory BRAF, gdyz leki te wigza sie
wyltacznie z monomerami BRAF V60OE [29-31].

Aktywacja przekazywania sygnatu ponizej
biatek MAPK/ERK

Aktywacja przekazywania sygnatu do genow docelowych
przez $ciezke sygnatowa RAS-RAF-MEK-ERK moze zachodzi¢
wskutek mutacji aktywujacych w genach dla biatek MEK1/
MEK2 (mitogen-activated protein kinase 1/2). W efekcie akty-
wadji biatek MEK (downstream reactivation) inicjacja przekazy-
wania sygnatu na poziomie BRAF przestaje byc konieczna dla
aktywacji gendw docelowych, co znosi efekt inhibicji BRAF [6].

Reaktywacja biatka BRAF

Do reaktywadji funkcji biatka BRAF moze dochodzi¢ w wielu
mechanizmach, sposréd ktorych czesta jest amplifikacja zmu-
towanego allelu BRAF. Z powodu zwiekszenia liczby kopii genu
dochodzi do nadekspresji biatka BRAF. W efekcie obecnosci
w komaorce bardzo wielu kopii biatka BRAF podawana dawka
inhibitora (liczba czagsteczek inhibitora w komérce) przestaje
by¢ (w proporcji) wystarczajaca do zahamowania ich aktyw-
nosci. Zwiekszenie ilosci zmutowanego biatka BRAF V600E
powstaje w wyniku zwiekszenia liczby kopii genu i moze pro-
wadzi¢ do spontanicznej dimeryzacji tego biatka, reaktywacji
$ciezki sygnatowej ERK i stac sie przyczyna opornosci lekowej.
Taki rodzaj opornosci okreslono jako zalezny od dawki. W
badaniach in vitro podanie wiekszych dawek wemurafenibu
prowadzi do przetamania opornosci na lek [32].

Dodatkowo wariant BRAF V600E, ktory powstaje na dro-
dze alternatywnego skfadania p61BRAFV600E, zostat opisany
u chorych z opornoscig wtérna na wemurafenib. Ten wariant
tworzy dimery w sposéb niezalezny od aktywacji przez kinaze
RAS, co czyni hamowanie BRAF nieefektywnym, zuwagi na wy-
zej wspomniang aktywnos¢ BRAFi tylko wobec monomerdw
BRAFV600E. Wydaje sig, iz alternatywne izoformy splicingowe
BRAF powstaja w efekcie mutacji lub zmian epigenetycznych
[33, 34].

Aktywacja sciezki sygnatowej PI3BK/AKT

Sciezka sygnatowa PI3K/AKT komunikuje sie z $ciezkg ERK,
a hamowanie jednej $ciezki moze powodowac zwiekszenie
aktywnoscidrugiej (ryc. 2). Zablokowanie sygnalizacji ERK moze
prowadzi¢ do adaptacyjnej nadaktywnosci PI3K/AKT, ktéra
kompensuje hamowanie BRAF i napedza opornos¢. Niepra-
widtowa sygnalizacja PI3K/AKT jest czesta cecha czerniakow
i daje opornos¢ poprzez stymulowanie alternatywnych szla-
kéw, ktore zmniejszaja zaleznos¢ od sygnalizacji ERK. Mutacje,
ktore prowadza do podwyzszenia aktywnosci szlaku PI3K/AKT,
zidentyfikowano w 22% czerniakéw z nabyta opornoscia na

hamowanie BRAF. Wykazano, ze w ciggu kilku dni od podania
inhibitorow BRAF dochodzi do podwyzszenia ekspresji biatka
AKT [35-37].

W badaniach przedklinicznych wyjsciowo postawiono
hipoteze, iz podczas leczenia BRAFi/MEKi istnieje silna pre-
sja selekcyjna wobec komorek z mutacjami nabycia funk-
cji, prowadzaca do zwiekszonej aktywnosci szlaku PI3K/AKT
w obecnosci hamowania szlaku MAPK. Zaktadano, ze komor-
ki czerniaka z takimi mutacjami, bedga sie dzieli¢, poniewaz
maja przewage w zakresie przezycia i proliferacji, kiedy na
ich metabolizm nie wptywa hamowanie BRAF. W obserwa-
cjach klinicznych to wiasnie ta nasilona proliferacja komaorek
z aktywowanym szlakiem AKT moze ttumaczy¢ wystepowa-
nie duzej masy guza i szybka progresje u pacjentéw, ktorzy
odpowiedzieli na hamowanie BRAF, a nastepnie rozwineli
wtdrng opornos¢ w tym mechanizmie. Dodatkowo szlak PI3K/
AKT jest aktywowany przez czynniki wzrostu, ktére wiazg sie
z RTK, takie jak PDGFR-B i IGF-1R. Gdy BRAF jest zablokowany
inhibitorem, komérki nowotworowe moga kompensacyj-
nie zwiekszac ekspresje PDGFR-f3 i IGF-1R. A to prowadzi do
przetrwatej sygnalizacji PI3K/AKT, ktéra zapobiega apoptozie
i sprzyja przezyciu komorek. Aktywowana AKT fosforyluje az
9000 biafek substratowych, regulujgc w ten sposéb réznorodne
procesy, takie jak przezycie komorek, proliferacja i migracja,
oraz wptywajac na lekoopornosc.

Do biatek substratowych AKT nalezg takie czasteczki 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
03) i wiele innych [38]. Wysoka ekspresja wyzej wymienionych
receptorow RTK na powierzchni komorek czerniaka wigze sie
z nabyta opornoscig na wemurafenib zaréwno in vitro, jak i in
vivo. Ponadto mutacje aktywujace PI3Ki AKT mogg zwiekszac
sygnalizacje w sciezce sygnatowej AKT. To z kolei intensyfikuje
sygnaty antyapoptotyczne i regulacje ekspresji najwazniej-
szych genow proliferacyjnych opisanych powyzej. Zmiany
te pozwalajg komorkom czerniaka na przezycie i replikacje
niezaleznie od zahamowania BRAF, co klinicznie powoduje
nabyta opornos¢ [6, 37, 39].

Zwiekszona aktywacja $ciezki sygnatowej EGFR

Zwiekszenie ekspresji i aktywacja receptora naskérkowe-
go czynnika wzrostu (EGFR) moze by¢ réwniez zwigzane
z opornoscia na hamowanie BRAF lub MEK. Po aktywacji
EGRF kompleks utworzony przez biatka Grb2 i Sos wigze sie
bezposrednio lub poprzez potagczenie biatka adaptorowego
Shc z okreslonymi resztami tyrozyny na receptorze. Prowa-
dzi to do zmian konformacyjnych w biatku Sos, ktére moze
rekrutowac i aktywowac Ras-GDP. Nastepnie aktywowane
przez ERK kinazy MAPK ostatecznie przemieszczaja sie do
jadra, aby w celu indukgji proliferacji komorek fosforylowac
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specyficzne czynniki transkrypcyjne, takie jak Elk1 i C-myc,
[40]. Obnizenie aktywnosci SOX10 (sex determining region
Y-box 10) opisane w czesci czerniakdw moze prowadzi¢ do
sygnalizacji poprzez TGF-3, a w konsekwencji do zwiekszenia
ekspresji genu receptora EGFR i receptora czynnika wzrostu
ptytek krwi (PDGFRB) [6, 41].

Aktywacja mikrosrodowiskowa guza

Badania nad lekoopornoscia koncentrujg sie gtéwnie na me-
chanizmach opornosci na leki, ktére powstaja w efekcie zmian
wihasciwosci komdérek nowotworowych. Obecnie wiadomo
jednak, ze progresja choroby i oporno$¢ na terapie celowane
BRAFiI/MEKi nie sa wytaczng pochodng modyfikacji genomo-
wych i epigenetycznych komdrek nowotworowych.

Istotne znaczenie ma mikrosrodowisko guza promujace
opornos¢ na hamowanie MAPK — a zaleznos¢ ta jest ztozona
i obejmuje miedzy innymi interakcje pomiedzy komorkami
guza i zrebu [42]. Ostatnie badania wykazaty wyrazny udziat
makrofagdéw i czynnikéw pochodzacych zfibroblastow w roz-
woju opornosci na inhibitory szlaku MAPK. W obecnosci fibro-
blastéw sgsiednie komarki czerniaka uzyskujg odréznicowany
agresywny fenotyp mezenchymalny. Po leczeniu BRAFi takie
komorki czerniaka utrzymuja wysoki poziom ufosforylowane-
go rybosomalnego biatka S6 (pS6), a co za tym idzie aktywna
sygnalizacje przez mTOR, ktéra jest ttumiona w komdrkach
wrazliwych na BRAFi bez kontaktu z komdrkami zrebu [[43].
Aktywacja mTOR prowadzi do fosforylacji i aktywacji kina-
zy rybosomalnej S6 p70 i eukariotycznego biatka wigzgcego
czynnik 4E 1E, promujac w ten sposéb zwiekszong translacje
biatka i wzrost komdrek. mTOR jest kinaza, ktora taczy stymu-
lacje komdrek czynnikami wzrostu i dostepnos¢ sktadnikow
odzywczych z synteza biatka i wzrostem komorek [44].

W ostatnich latach oceniono, ze fibroblasty utatwiajg
progresje czerniaka i istnieje dwukierunkowa komunikacja
poprzez bezposredni kontakt miedzy komodrkami czernia-
ka i fibroblastami. Dodatkowo dochodzi do odpowiedzi ko-
morek czerniaka na wydzielanie przez fibroblasty czynniki
wzrostu i cytokiny promujace przezycie i wzrost komorek,
w tym TGF-f3 czy VEGF. Fibroblasty w kontakcie z komdrkami
czerniaka wydzielajg takze komponenty macierzy zewnatrzko-
maorkowej (m.in. lamnine V), ktére wtérnie utatwiajg migracje
(przerzutowanie) komorkom czerniaka [45, 46]. W obrebie
guza fibroblasty wykazuja hiperaktywacje $ciezki MAPK, co
powoduje jakosciowa zmiane w macierzy zewngtrzkomor-
kowej guza przez integryne (31 i kinaze FAK, ktére indukujg
ERK, zapewniajac komaorkom czerniaka mozliwos¢ unikniecia
skutecznego leczenia [47].

W czerniaku na skutek wydzielania HGF przez komdorki
zrebu moze dochodzi¢ do rozwoju opornosci na BRAFiI/MEKI.
HGF moze sie wigzac z RTK na powierzchni komorek czerniaka,
ktore zwiekszg sygnalizacje wewngtrzkomorkowa promujaca
ekspresje RAS, ktéra finalnie prowadzi do aktywacji szlaku MAPK.
Ponadto wiadomo, ze HGF przyczynia sie do rozwoju opornosci
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na leczenie inhibitorem BRAF poprzez obnizenie ekspresji ge-
néw kodujacych czynniki pro-apoptotyczne [25, 26].

Co szczegdlnie istotne z uwagi na epidemiologie czerniaka,
wptyw fibroblastéw na komorki czerniaka moze sie istotnie roz-
ni¢ u pacjentow w podesztym wieku, poniewaz starzejgce sie
fibroblasty sq bardziej inwazyjne. Ostatnie badania wykazaty,
iz starzejace sie fibroblasty zwiekszajg wydzielanie czynnika
sFRP2 — inhibitora 3-kateniny — co zmniejsza ekspresje MITF,
prowadzacg do zmniejszenia ekspresji regulatora redoks APE1
i czyni komorki czerniaka bardziej wrazliwymi na stres oksyda-
cyjny, co wtérnie promuje opornos¢ na hamowanie BRAF [48].

Makrofagi zrebu nowotworu wydzielaja czynnik TNF-q,
ktory promuje w sposéb zalezny od NF-3 ekspresje MITF, co
prowadzi do opornosci na BRAFi/MEKI. Dodatkowo udowod-
niono, iz TNF-a blokuje apoptoze w komdrkach, w ktérych
hamowany jest BRAF oraz przyczynia sie do inwazji czerniaka
i angiogenezy [49, 50].

Posumowanie

Gtowne mechanizmy opornosci na inhibitory BRAF to:

1. Utrata funkcji hamujacej kinazy ERK — inhibitor BRAF ha-
muje wzrost guza poprzez hamowanie szlaku ERK. Wtér-
nie hamuje to ujemne sprzezenie zwrotne ERK na RAS,
co czeéciowo przywraca aktywnos¢ RAS. Prowadzi to do
powstawania dimeréw BRAF V600E indukowanych przez
RAS. Inhibitory BRAF wiaza jeden i transaktywuja drugi
BRAF, zmniejszajac efektywnos¢ leczenia inhibitorem BRAF.

2. Mutacje aktywujace gen RAS — zmutowany RAS-GTP staje
sig konstytutywnie aktywny, zwigksza dimeryzacje BRAF
V60OE, reaktywuje szlak ERKiwtdrnie promuje odpornosé¢
na inhibitory BRAF, ktére blokuja tylko monomeryczny
BRAF V600E.

3. Alternatywne sktadanie (splicing) BRAF V600E — wariant skta-
dania BRAF V600E p61BRAFVE00E z powodu mutadji lub
zmian epigenetycznych moze tworzy¢ dimery w sposob
niezalezny od RAS. Przez to inhibitor BRAF jest nieskuteczny,
poniewaz blokuje tylko monomeryczne BRAF V6OOE.

4. Nadekspresja zmutowanego biatka BRAF V600E — zwiek-
szona liczba kopii BRAF V60OE w komorce (powstajgca
z powodu przyrostu liczby kopii gendw) moze rowniez
spontanicznie sprzyja¢ dimeryzacji BRAF V60OE, reakty-
wujac szlak ERK i powodujgc niepowodzenie leczenia
u niektorych pacjentéw.

5. Aktywacja alternatywnych izoform biatka RAF - czerniak
BRAFV600E leczony inhibitorami BRAF moze uzyskac opor-
nos¢ poprzez elastyczne przetaczanie miedzy réznymi
izoformami RAF zdolnymi do reaktywacji szlaku ERK, pod-
wyzszajac ekspresje ARAF lub CRAF.

6. Nadekspresja biatka COT — COT, prawdopodobnie z po-
wodu amplifikacji genu lub jeszcze niezidentyfikowanych
mechanizmow, moze reaktywowa¢ MEK w obecnosci
hamowania BRAF, stymulujac sygnalizacje ERK i rozwdj
lekoopornosci na BRAFi.



7.

Mutacje aktywujace gen MEK — mutacje aktywujace
w MEKT/MEK2 powoduja, ze blokowanie BRAF jest nie-
skuteczne, poniewaz reaktywacja MEK oznacza, ze szlak
MAPK/ERK moze nadal przekazywac sygnat ponizej BRAF,
niezaleznie od jego hamowania.

Aktywacja sciezki sygnatowej PI3K/AKT — nieprawidtowa
sygnalizacja PI3K/AKT jest czestg cecha czerniakdw. Zablo-
kowanie sygnalizacji ERK moze prowadzi¢ do adaptacyjnej
nadaktywnosci PI3K/AKT, ktéra kompensuje hamowanie
BRAF i promuje opornosc.

Aktywacja receptorow kinaz tyrozynowych (RTK) — szlak
PI3K/AKT jest aktywowany przez czynniki wzrostu, ktére
wigzg sie z RTK, takie jak PDGFR-f3 i IGF-1R. Z blokadg BRAF
komorki nowotworowe moga nadeksprymowac RTK, pro-
wadzac do trwatej sygnalizacji PI3K/AKT.

. Mutacje aktywujace w genach PI3K/AKT — mutacje aktywu-

jace PI3Ki AKT wzmacniaja sygnalizacje AKT, ktora zwieksza
sygnaty antyapoptotyczne i zwieksza ekspresje kluczowych
gendw proliferacyjnych, zapewniajac komorce sygnaty
przezycia niezaleznie od BRAF.

. Aktywacja sciezki sygnatowej EGFR - aktywacja EGFR in-

dukowana przez supresje SOX10 i zwiekszong aktywnos¢
szlaku TGF-B, ktéra powoduje starzenie sie komaorek, jest
odwracana poprzez hamowanie BRAF/MEK.
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