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Czerniak to agresywny rak skory, ktorego czestos¢ wystepowania wzrasta na catym $wiecie. Obecnie leczenie
chorych na czerniaka skory obejmuje zabieg chirurgiczny, a schemat leczenia uzupetniajgcego z udzialem
inhibitorow immunologicznych punktéw kontrolnych lub inhibitorow kinaz BRAF lub MEK jest zwykle
dostosowywany indywidualnie do sytuacji klinicznej pacjenta. Pomimo wykorzystania tych nowatorskich
terapii, u okoto potowy pacjentow z czerniakiem nowotwor ten wymyka si¢ spod kontroli immunologicznej
i rozwija pierwotna lub nabyta oporno$¢ na terapie, CO pozostaje gtéwnym problemem terapeutycznym.

Egzosomy sg jedng z klas tzw. pecherzykow pozakomorkowych uwalnianych przez komorki do ich
srodowiska i uczestniczacych w komunikacji miedzy-komorkowej. Sktadniki egzosomdéw sg specyficzne dla
komorek z ktorych sa uwalniane, moga wiec by¢ swoistymi markerami odzwierciedlajacymi cechy tych
komorek. Obecne w plynach ustrojowych (osocze/surowica) pacjentdow z rozpoznaniem czerniaka egzosomy
produkowane przez komorki guza (ang. melanoma tumor-derived exosomes, MTEX) moga by¢ ekwiwalentem
komorek czerniaka i stuzy¢é jako odpowiednik tzw. "ptynnej biopsji" pozwalajac na nieinwazyjne
diagnozowanie i monitorowanie rozwoju choroby. Jedna z funkcji, ktéra przypisuje si¢ egzosomom
produkowanym przez komorki nowotworowe jest hamowanie odpowiedzi immunologicznej w reakcji na
rozwijajacy si¢ nowotwor, np. poprzez inicjowanie przeksztatcania si¢ komorek uktadu immunologicznego
W komorki hamujace odpowiedz immunologiczng. Egzosomy moga nie tylko utatwia¢ ucieczke nowotworu
spod nadzoru immunologicznego, ale réwniez promowaé jego rozwoj przez przenoszenie czasteczek
sygnatowych miedzy komorkami modulujgc mikrosrodowisko guza. Wyniki badan nad funkcjonalnymi
oddziatywaniami egzosoméw MTEX z komorkami uktadu immunologicznego oraz komorkami
nowotworowymi moga utatwi¢ zrozumienie skomplikowanej komunikacji wystepujacej w mikrosrodowisku
guza.

Celem projektu jest zbadanie roli biatka PDCD6IP (biatko oddziatujace z biatkiem programowanej $mierci
komorki-6) obecnego w MTEX pochodzacych z osacza pacjentow chorujacych na czerniaka w regulacji
immunologicznej] oraz w promowaniu progresji nowotworu. Badania zostang przeprowadzone
z wykorzystaniem ilosciowej celowanej proteomiki realizowanej technikami spektrometrii mas oraz
funkcjonalnej analizy MTEX inkubowanych z komoérkami ukladu immunologicznego lub komodrkami
nowotworowymi. Zaktadamy, ze projekt potwierdzi mozliwos$¢ potencjalnego wykorzystania biatka PDCD6IP
jako prognostycznego markera progresji czerniaka po leczeniu onkologicznym.

Nasza dotychczasowa analiza sygnatury peptydow MTEX izolowanych z osocza pacjentow z przerzutowym
czerniakiem wykazata, ze PDCD6IP jest biatkiem, ktérego poziom najsilniej odroznia pacjentdw z progresja
choroby po terapii onkologicznej (progressive disease, PD) od pacjentow u ktorych choroba jest stabilna lub
nie stwierdza si¢ objawow rozwoju choroby (no evidence of disease/stable disease, NED/SD). Ekspresja biatka
PDCD6IP byta obnizona lub nieobecna w MTEX pacjentow z NED/SD, podczas, gdy u pacjentow z PD byta
istotnie podwyzszona.

Aby wyjasni¢ powyzsza obserwacje i sprawdzi¢ dlaczego podwyzszony poziom biatka PDCD6IP w MTEX
wigze si¢ z progresjg czerniaka, przeprowadzimy analiz¢ funkcjonalng egzosomow wytwarzanych przez lini¢
komorek czerniaka wykazujacych ekspresje PDCDG6IP i rownolegle przez t¢ sama lini¢ komorkowa
Z usuni¢tym genem kodujgcym to biatko (tzw. knock-out uzyskany z wykorzystaniem technologii CRISPR).
Egzosomy uwalniane przez oba warianty linii komorek czerniaka bedziemy inkubowaé z pierwotnymi
ludzkimi komoérkami uktadu odpornosciowymi badajac wptyw PDCDG6IP na aktywacje ich przezycia,
proliferacje, produkcje cytokin i funkcje efektorowe. Nastepnie, korzystajac z tego samego modelu okreslimy,
czy obecnos¢ biatka PDCD6IP w egzosomach wplywa na wzrost komorek czerniaka, przezycie i odporno$c¢
na terapi¢. Oczekujemy, ze wyniki tych doswiadczen potwierdza udzial PDCD6IP w regulacji
immunologicznej za posrednictwem egzosomow lub we wzroscie guza (lub w obu tych procesach).

Realizacja proponowanego projektu umozliwi zbadanie roli biatka PDCDG6IP w progresji czerniaka. Ponadto,
realizacja projektu dostarczy nowej wiedzy na temat udziatu egzosoméw w komunikacji miedzy komorkami
guza nowotworowego a komoérkami immunologicznymi z jego mikro$rodowiska. Wyniki projektu, poza
istotnym znaczeniem poznawczym, beda mialy potencjalne znaczenie aplikacyjne dla opracowaniu
nowatorskiego podejscia do tzw. ptynnej biopsji nowotworu.

Projekt bedzie realizowany we wspotpracy z prof. Whiteside oraz prof. Ferrone, swiatowej klasy ekspertami
w dziedzinie molekularnej immunologii nowotwordw, bedgc doskonata okazjg dla 0sdb realizujgcych projekt
do wykonywania proponowanych badan w optymalnym srodowisku umozliwiajacym efektywna i pomysina
realizacj¢ zaplanowanych badan. Dotychczasowa wspotpraca naukowa migdzy wszystkimi partnerami jest
udokumentowana wspolnym dorobkiem publikacyjnym.



