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Czerniak to wyjatkowo zto§liwy nowotwor skory. Zastosowanie selektywnych inhibitorow kinazy BRAFV6®,
ktorej obecno$é jest charakterystyczna dla 50-70% przypadkow czerniaka, oraz MEK1/2 znaczaco poprawito
odpowiedz kliniczng pacjentdow z czerniakiem. Odpowiedz pacjentéw jest zwykle ograniczona w wyniku
oporno$Ci rozwijajacej si¢ podczas leczenia. Z Kkolei immunoterapia z wykorzystaniem tzw. inhibitorow
punktow kontrolnych moze prowadzi¢ do dtugoterminowych efektow, ale jest zwigzana z p6zng odpowiedzia
u stosunkowo niewielkiej czgsci pacjentow. W przypadku pacjentéw z czerniakiem posiadajacym dzika forme
BRAF, w tym czerniakow z mutacja NRAS, sytuacja jest krytyczna ze wzglgdu na ograniczone mozliwosci
terapeutyczne, jesli nie mozna zastosowa¢ immunoterapii. Z tego powodu uzasadnione jest poszukiwanie
nowych lub uzupekniajacych terapii w celu zwigkszenia skutecznosci leczenia pacjentow z czerniakiem. W
2022 roku opisano nowy rodzaj $mierci komoérkowej zaleznej od jonéw miedzi — kuproptozg. Wrazliwosé
komorek nowotworowych na kuproptozg jest uzalezniona od ich fenotypu metabolicznego, a doktadnie
fosforylacji oksydacyjnej. Ponizszy projekt skupia si¢ na ocenie wrazliwosci komorek czerniaka o réznym
podtypie genetycznym (z mutacja BRAF lub RAS) na zwiazki indukujace kuproptoze.

Celem projektu jest poszukiwanie zwiazku migdzy fenotypem metabolicznym komorek czerniaka, natywnym
i modyfikowanym przez terapie¢ w perspektywie krotkoterminowej oraz po uzyskaniu opornosci, a
wrazliwosécig komorek na zwiagzki indukujace kuproptoze. Jako model badawczy czerniaka wykorzystamy
linie komérkowe z wariantem BRAFV6%E Jub RAS®®R | wyprowadzone z guzéw pobranych od pacjentow,
ktore bedg eksponowane na dabrafenib (inhibitor BRAFY5) w skojarzeniu z trametynibem (inhibitor
MEKZ1/2) lub trametynib zastosowany samodzielnie. Uzyskanie linii komoérkowych czerniaka opornych na
leki ukierunkowane molekularnie zastosowane w skojarzeniu zaplanowano w ponizszym projekcie. Linie te
zostang rowniez poddane ekspozycji na interferon-y w celu odtworzenia uktadu badawczego nasladujacego
mikrosrodowisko guza zwigzane z aktywnoscig uktadu immunologicznego. Ten uktad doswiadczalny stanowi
zatem w pewnym zakresie odwzorowanie roznych scenariuszy klinicznych, dla ktorych okreslona zostanie
wrazliwo$¢ na zwigzki indukujace kuproptozg. W celu lepszego odwzorowania warunkéw towarzyszacych
wzrostowi guza, zastosowany zostanie model in vitro z obnizonym stezeniem tlenu (6%, normoksja in situ).
Uzyskane wyniki zostang dodatkowo zweryfikowane w mysim modelu czerniaka (badania in vivo). Zostana
wykorzystane nowoczesne metody biologii molekularnej i komorkowej, w tym mikroskopia obrazujaca zywe
komorki, mikroskopia konfokalna, cytometria przeptywowa, testy metaboliczne, qRT-PCR, Western blotting,
edycja genu technikg CRISPR/Cas9 oraz nadekspresja genu. Zbadany zostanie wptyw biatka ATOX1, ktore
uczestniczy w wewnatrzkomorkowym transporcie jonéw miedzi, na regulacje wrazliwosci komorek czerniaka
na indukcje kuproptozy oraz powigzanie autofagii z kuproptoza.

Oczekiwanym efektem realizacji projektu jest poznanie mechanizméw regulujacych wrazliwo$é komorek
czerniaka na nowy rodzaj $mierci komérkowej (kuproptoze) w uktadzie do$wiadczalnym, ktory odwzoruje
okreslone scenariusze kliniczne. W szerszej perspektywie, uzyskana wiedza moze przyczyni¢ sie do
zastosowania zwigzkow selektywnie indukujacych ten rodzaj $mierci komorki samodzielnie lub w skojarzeniu
z dostepnymi lekami ukierunkowanymi molekularnie w celu poprawy odpowiedzi klinicznej pacjentow z
czerniakiem.



