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Rola aktywnos$ci EZH2 w rozwoju opornosci czerniaka na terapie celowane

Cel naukowy projektu

Glownym celem projektu jest ocena roli metylotransferazy histonowej EZH2 w progresji czerniaka oraz
nabytej opornosci na terapie celowane. Planujemy zbada¢, czy jednoczesne hamowanie EZH2 i zmutowanej
kinazy BRAF zapobiegnie rozwojowi lekoopornosci, oraz pozna¢ zalezne od EZH2 mechanizmy lekoopornosci.
Uzasadnienie projektu

Czerniak jest nowotworem ztosliwym skory wywodzacym si¢ z melanocytow, ktéry w zaawansowanym
stadium choroby prowadzi do wysokiej $miertelnosci pacjentow. W okoto potowie przypadkow czerniaka
wystepuje aktywujgca mutacja kinazy BRAF (BRAFY®®), ktéra powoduje konstytutywng aktywno$¢ szlaku
MAPK, charakteryzujaca si¢ zwigkszonym poziomem fosforylacji kinaz MEK i ERK odpowiedzialnych za
niekontrolowang proliferacj¢ komorek i progresje nowotworu. Opracowanie specyficznych i selektywnych
inhibitorow BRAFV®%, stosowanych samodzielnie lub w potgczeniu z inhibitorami kinazy MEK, zaowocowato
skuteczng odpowiedzig przeciwnowotworowa i zmniejszeniem guza u wigkszosci leczonych pacjentow. Niestety,
po okresie poczatkowej odpowiedzi komorki nowotworowe nabywajg opornosé na leki celowane, co prowadzi do
nawrotu choroby i1 §mierci pacjentow. Pomimo szeroko zakrojonych badan nad oporno$cia na leczenie czerniaka,
wcigz poszukiwane sg nowe cele terapeutyczne, ktore moglyby zwigkszy¢ skutecznos$¢ lekow celowanych i
przezwycigzy¢ lekoopornos¢. Mechanizmy lekooporno$ci w terapii przeciwnowotworowej nadal nie sa dobrze
poznane. Oporno$¢ ta moze wynika¢ z wywotanych lekami mutacji, odwracalnej plastycznosci fenotypowe;j
komorek czerniaka i przejsciowych zmian epigenetycznych, ktére kontroluja modyfikacje transkryptomu.
Metylotransferaza histonowa enhancer of zeste homolog 2 (EZH2) jest kluczowym modyfikatorem chromatyny,
ktory metylujac okreslone biatko histonowe prowadzi do represji genéw docelowych. Co wigcej, niekanoniczna
aktywno$¢ EZH2 obejmuje metylacje réznych biatek niehistonowych, co prowadzi do ich stabilizacji lub
degradacji. W czerniaku EZH2 czg¢sto ulega zwigkszonej ekspresji lub posiada aktywujace mutacje. Ponadto EZH2
tworzy kompleksy z innymi biatkami niezaleznie od jego aktywnosci metylotransferazy, co rowniez prowadzi do
progresji wielu nowotworow, w tym czerniaka. Nieprawidlowa aktywno$é EZH2 zostata powigzana z rozwojem
opornos$ci na chemio- i immunoterapie w roznych nowotworach, ale niewiele wiadomo na temat udziatu EZH2 w
opornosci na terapi¢ celowana w czerniaku. Kilka specyficznych inhibitorow EZH2 blokujacych jego aktywnos¢
metylotransferazy histonowej jest obecnie testowanych w badaniach klinicznych, jednakze niezwykle wazne jest
réwniez zahamowanie niekanonicznej aktywnosci EZH2. Ponadto, EZH2 wymaga specyficznych diugich
niekodujacych RNA (IncCRNA) jako kofaktorow, ktore stymulujg jego aktywno$¢, wobec tego nieprawidtowo
zmodyfikowany transkryptom lekoopornych komérek czerniaka moze zmieni¢ powinowactwo wigzania EZH2 do
jego partnerow molekularnych, a tym samym promowac¢ nowe odpowiedzi komoérkowe.
Opis badan

Stawiamy hipoteze, ze blokowanie zarowno kanonicznej, jak i niekanonicznej aktywnosci EZH2 zahamuje
progresje¢ czerniaka i zapobiegnie pojawieniu si¢ lekoopornosci na inhibitor BRAFV® wemurafenib. Dlatego
najpierw planujemy oceni¢ zmiany transkrypcyjne pomigdzy pochodzacymi od pacjentow liniami komérkowymi
czerniaka wyhodowanymi w naszym laboratorium, ktore sa wrazliwe lub oporne na wemurafenib, a nastgnie
zidentyfikowa¢ nowe geny regulowane przez interakcje EZH2 i EZH2-IncRNA typowe dla lekoopornych linii
komoérkowych. Nastepnie ocenimy krotkoterminowe skutki hamowania aktywnos$ci metylotransferazy EZH2 i
degradacji biatka EZH2 w komorkach nieleczonych i leczonych wemurafenibem. Ocenimy rowniez stabilnos$¢ i
aktywno$¢ nowego wariantu EZH2 o nieznanych funkcjach, zidentyfikowanego w liniach komoérkowych
czerniaka w naszym laboratorium. Na koniec zbadamy, czy blokowanie kanonicznej lub niekanonicznej
aktywnosci EZH2 moze zapobiec lub opo6zni¢ pojawienie si¢ lekoopornosci w potaczeniu z dlugotrwalym
leczeniem wemurafenibem lub cofnaé juz rozwinieta opornos¢ na wemurafenib w czerniaku. W tym projekcie
wykorzystamy nowoczesne metody biologii molekularnej, w tym sekwencjonowanie nowej generacji (RNA-seq,
ChiIP-seq i RIP-seq), edycje genéw metoda CRISPR/Cas9 oraz analizg bioinformatyczng. Najbardziej obiecujace
wyniki zostang potwierdzone na mysim modelu czerniaka.
Najwazniejsze oczekiwane efekty projektu

Oczekuje sig, ze ten wysoce interdyscyplinarny projekt dostarczy nowych informacji dotyczacych
mechanizméw opornosci na leki celowane zalezne od nieprawidtowej aktywnosci EZH2. Wyniki tego projektu
moga dostarczy¢ nowych przestanek do hamowania EZH2 w terapii czerniaka oraz doprowadza do identyfikacji
nowych interakcji z niekodujacymi RNA oraz zaleznych od nich szlakow sygnatowych. Zablokowanie aktywnoS$ci
metylotransferazy EZH2, oraz specyficznych oddziatywan EZH2 z niekodujacymi RNA za pomoca
odpowiedniego inhibitora moze przyczynic¢ si¢ do poprawy przysztych terapii czerniaka.




