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Wprowadzenie

Czerniak jest ztodliwym nowotworem wywodzgcym sie z melanocytow, czyli komodrek
produkujgcych melanine. Najczestszg postacig czerniaka jest postaé skorna, ktéra jest jednoczesnie
najbardziej smiertelnym typem tego nowotworu ztosliwego. Wczesnie wykryty czerniak jest prawie
catkowicie wyleczalny, jednak w zaawansowanym stopniu tego nowotworu odsetek przezywalnosci
jest niski. Oprécz leczenia chirurgicznego stosowana jest terapia celowana z uzyciem inhibitorow BRAF
i MEK oraz immunoterapia przeciwciatami skierowanymi przeciwko CTLA-4 i PD-1, jednak skutecznos$¢
tego postepowania jest ograniczona ze wzgledu na wrodzong lub nabytg opornos¢ na leczenie (Fisher
i Bastian 2019, Schadendorf i wsp. 2015). Dlatego wcigz poszukuje sie nowych molekularnych celéw
terapeutycznych, ktére mogtyby stanowi¢ wsparcie w terapii czerniaka.

Gtéwnym celem niniejszej pracy byto poznanie roli RAB27 w komdrkach czerniaka. Biatko to
wystepuje w postaci izoform RAB27A i RAB27B, o identycznos$ci aminokwasow w 71% i odgrywa wazne
role w procesach fizjologicznych i patologicznych. Szczegdlne zainteresowanie budzi rola RAB27 w
wielu réznych typach nowotwordw, ktdrg potwierdzajg liczne doniesienia literaturowe (Tsukuba i wsp.
2021, Homma i wsp. 2021). Jednym z kluczowych mechanizméw, ktdry przypisywany jest pro-
nowotworowej funkcji RAB27 jest promowanie sekrecji matych pecherzykdéw zewnatrzkomadrkowych
(sEVs) przez komoérki nowotworowe. Uwalniane pecherzyki transportuja tadunek w postaci
onkogennych kwaséw nukleinowych i biatek, co umozliwia komunikacje pomiedzy komdrkami
nowotworowymi, mikrosrodowiskiem guza i odlegtymi tkankami. Transport pecherzykowy przyczynia
sie do powstawania niszy premetastatycznej, transformacji nowotworowej komérek prawidtowych czy
immunosupresji. Jednakze niezaleznie od sekrecji sEVs, RAB27 wptywa takze na wydzielanie
rozpuszczalnych czynnikdw promujacych progresje nowotworu (np. cytokin, metaloproteinaz), a takze
moduluje funkcje komdrek takie jak ich proliferacja czy migracja (Bobrie i wsp. 2012, Li i wsp. 2018).
Jednakze rola RAB27 w czerniaku nie jest w petni poznana, a dotychczasowe wyniki prowadzonych
badan sg niejednoznaczne. Szczegdlne kontrowersje budzi potencjalne zahamowanie uwalniania seVs
na skutek wyciszenia genu RAB27A i/lub RAB27B (Guo i wsp. 2019, Li i wsp. 2019, Peinado i wsp. 2012).
Dlatego dalsze badania nad tym mechanizmem, a takze ocena wptywu RAB27 na pozostate, niezalezne
od sEVs, funkcje komadrek pozwolg na lepsze zrozumienie znaczenia tego biatka w czerniaku oraz ocene

jego potencjalnego zastosowania jako molekularnego celu terapeutycznego.



Cel pracy

Celem pracy byta weryfikacja dwéch hipotez badawczych:

1. RAB27A bierze czynny udziat w aktywnosci funkcjonalnej komérek czerniaka, zwigzanej z
progresjg nowotworu.

2. RAB27A wptywa na ekspresje i aktywnos¢ wybranych biatek zaangazowanych w
nowotworzenie i/lub progresje nowotworu.

Realizacja tych postanowien byta mozliwa dzieki wyciszeniu ekspresji RAB27A metoda CRISPR/Cas9 w

liniach komérkowych SkMel28, DMBC12 i A375, réznigcych sie stopniem inwazyjnosci. Postanowiono

rowniez ocenié¢ potencjalne kompensacyjne dziatanie drugiej izoformy biatka RAB27 - RAB27B w

komoérkach czerniaka. W tym celu przygotowano linie komdrkowg A375 z wyciszong ekspresjg

RAB27A/B.

Aby zweryfikowaé hipotezy wyznaczono ponizsze cele badawcze:

e QOcena uwalniania matych pecherzykéw zewngtrzkomdrkowych przez linie komérkowe czerniaka
typu dzikiego i z nokautem RAB27A lub RAB27A/B.

e QOcena proliferacji, migracji i inwazji linii komdérkowych czerniaka typu dzikiego i z nokautem
RAB27A lub RAB27A/B.

e Ocena ekspresji biatek bedacych produktami protoonkogendéw oraz biatek zaangazowanych w
progresje nowotworu w liniach komdrkowych czerniaka typu dzikiego i z nokautem RAB27A lub
RAB27A/B.

e QOcena ekspresji receptoréw z rodziny HER w liniach komdrkowych czerniaka typu dzikiego i z
nokautem RAB27A lub RAB27A/B.

e QOcena aktywnosci receptorow z rodziny HER na podstawie stopnia fosforylacji biatek docelowych
nalezagcych do szlakéw sygnatowych PI3K/AKT i RAS/RAF/MEK/ERK w liniach komdrkowych
czerniaka typu dzikiego i z nokautem RAB27A lub RAB27A/B.

Metodyka badawcza i wyniki

Badania prowadzono na komadrkach trzech linii czerniaka — dostepnych komercyjnie A375 i
SkMel28 oraz linii DMBC12, ktdrg wyprowadzono ze zmiany pierwotnej czerniaka guzkowego skory,
otrzymang od Zakfadu Biologii Molekularnej Nowotworéw Uniwersytetu Medycznego w todzi.
Wszystkie linie charakteryzujg sie wzrostem adherentnym, jednak z danych literaturowych i obserwacji

wiasnych wynika, ze rdznig sie one poziomem inwazyjnosci (Rossi i wsp. 2018). Bazowy poziom mRNA



i biatka RAB27A, oceniony odpowiednio metodami gRT-PCR i Western blot, jest znaczgco wyzszy w
komérkach linii SkMel28, natomiast nizszy i porownywalny w komdérkach DMBC12 i A375.

Aby oceni¢ funkcje w komérkach czerniaka petnione przez RAB27A otrzymano linie
komdrkowe z nokautem (KO) tego genu metodg CRISPR/Cas9. Linie te oznaczono jako SkMel28
RAB27A KO, DMBC12 RAB27A KO, A375 RAB27A KO. Dodatkowo, aby oceni¢ potencjalny mechanizm
kompensacji dziatania jednej izoformy RAB27 przez drugg otrzymano takze linie komérkowg A375 z
podwdéjnym nokautem (dKO) RAB27A i RAB27B — A375 RAB27A/B KO. Wydajnos¢ transfekcji i
powstanie mutacji na skutek dziatania nukleazy Cas9 oceniono metodg enzymatyczng z zastosowaniem
T7 endonukleazy I. Na podstawie trawienia produktéw PCR zidentyfikowano krétsze fragmenty DNA,
wskazujagce na obecno$¢ mutacji typu insercja/delecja, ktdére s3 selektywnie rozpoznawane i
przecinane przez endonukleaze. Nastepnie wyizolowano i namnozono pojedyncze komérki, w celu
otrzymania homogennych linii komdrkowych. Wyciszenie ekspresji RAB27A lub RAB27A/B
zweryfikowano metodg Western blot, a w celu potwierdzenia wystgpienia mutacji w miejscu
docelowym wykorzystano sekwencjonowanie Sangera. Do dalszych badan wybrano klony o najwyzszej
wydajnosci edycji gendw, obliczonych algorytmami TIDE oraz ICE Synthego.

Badania przeprowadzono w trzech etapach. W pierwszym oceniano udziat biatek RAB27A i B
w uwalnianiu matych pecherzykéw zewnatrzkomorkowych przez komérki czerniaka. Analiza $ledzenia
nanoczastek (Nanoparticle Tracking Analysis, NTA) pozwolita na zmierzenie liczby i rozmiaru sEVs. Ich
$rednica, w zaleznosci od linii komérkowej, wynosita od ~119 do ~145 nm, co jest zgodne z wymiarami
typowymi dla matych pecherzykéw zewngtrzkomérkowych. Sredni rozmiar sEVs uwalnianych przez
komérki typu dzikiego (WT) i RAB27A KO byt poréwnywalny. Srednica sEVs pochodzacych z komérek
A375 WT i KO byta mniejsza, niz pecherzykéw z komérek DMBC12 i SkMel28 WT i KO. Liczba matych
pecherzykdw zewngtrzkomdrkowych izolowana z pozywki kondycjonowanej komérek typu dzikiego i
RAB27A KO byta zblizona, chociaz komérki SkMel28, zaréwno WT, jak i KO, uwalniaty ich znaczaco
wiecej, w poréwnaniu do komérek pozostatych linii.

Nastepnie przeanalizowano poziom biatek charakterystycznych dla matych pecherzykow
zewnatrzkomorkowych: tetraspanin (CD63, CD81) i biatek ESCRT (Alix i TSG101) w sEVs i lizatach
komérkowych metodg Western blot. Zaobserwowano znaczgce réznice w ekspresji biatek, jednak byty
one zalezne od linii komdérkowej. W sEVs uwalnianych przez komérki DMBC12 RAB27A KO poziom
wszystkich badanych markeréw byt obnizony. Z kolei ilosé¢ TSG101 byta zwiekszona w pecherzykach
wydzielanych przez komérki SkMel28 KO, a wzrost poziomu TSG101 i CD63 wystgpit w SEVs
pochodzacych z komérek A375 KO.

Analogiczne badania przeprowadzono dla matych pecherzykéw zewnatrzkomérkowych
uwalnianych przez komérki A375 z podwdjnym nokautem RAB27A/B. Rozmiar oraz liczba sEVs,

analizowane za pomocg NTA, byly poréwnywalne. Natomiast zaszty zmiany w poziomie biatek
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stanowigcych markery seVs. Wzrost tetraspaniny CD63 wystgpit zaréwno w pecherzykach, jaki lizatach
komérkowych. W lizatach wykryto takze zwiekszony poziom CD81.

W drugim etapie badan analizowano aktywnos¢ funkcjonalng komérek czerniaka typu dzikiego
i znokautem poprzez ocene ich proliferacji, migracji i inwazji. Proliferacja komodrek, badana za pomoca
pomiaru przyrostu komérkowego DNA, byta zmniejszona jedynie w komdrkach linii SkMel28 RAB27A
KO. Test zarastania rysy pozwolit na ocene dwuwymiarowej migracji komorek, ktéra byta wolniejsza w
komérkach SkMel28 i DMBC12 z nokautem. Przeanalizowano takze zdolno$¢ komdrek czerniaka do
inwazji przez warstwe biatek macierzy zewnatrzkomaérkowej. Inwazja komérek SkMel28 KO i DMBC12
KO byta ograniczona wzgledem komoérek kontrolnych typu dzikiego. Dodatkowo w tych komdérkach
obnizony byt poziom N-kadheryny, markera mezenchymalnego, co moze sugerowac na udziat biatka
RAB27A w regulacji inwazyjnosci tych linii komdérkowych. Natomiast wyciszenie RAB27A w komdrkach
A375 nie wptyneto naich proliferacje, migracje, inwazje macierzy zewngatrzkomoérkowej, ani poziom N-
kadheryny. Oceniono takie aktywnos$¢ funkcjonalng komdrek A375 z podwdjnym nokautem
RAB27A/B. Podobnie jak w przypadku pojedynczego KO, wyciszenie obu izoform nie wptyneto na
proliferacje, ani inwazyjno$¢ komérek, natomiast ich migracja byta wolniejsza, w poréwnaniu do
komérek typu dzikiego. Poniewaz linia A375 charakteryzuje sie najwiekszg inwazyjnoscig, pozwala to
przypuszczaé, ze RAB27A wptywa na funkcjonowanie komérek o mniejszej agresywnosci.

W ostatnim etapie badan oceniono poziom 84 biatek zaangazowanych w onkogeneze i/lub
progresje nowotworu z zastosowaniem testu Proteome Profiler. Profil proteomiczny komoérek z
nokautem znaczgco rdznit sie od tego w komérkach typu dzikiego. Wsréd biatek, ktérych poziom byt
zwiekszony lub zmniejszony wyrdzniono miedzy innymi czgsteczki adhezyjne, regulatory angiogenezy,
regulatory odpowiedziimmunologicznej, biatka zaangazowane w EMT, skfadniki ECM czy proteazy oraz
ich inhibitory. Znaczace rdznice zaobserwowano takze w ekspresji biatek sygnatowych, uczestniczacych
w procesach apoptozy, regulacji cyklu komdérkowego czy receptordow kinaz. Liczba biatek, ktérych
poziom ulegt zmianie w komérkach mniej inwazyjnych linii SkMel28 i DMBC12 byta zdecydowanie
wieksza, niz w przypadku linii bardziej inwazyjnej — A375. Ponadto, wyciszenie drugiej izoformy RAB27
wywotato dodatkowe zmianie w profilu onkoprotein w komadrkach A375.

We wszystkich badanych liniach komérkowych zaobserwowano réznice w poziomie biatek z
rodziny ludzkich naskdrkowego czynnika wzrostu (HER), jednak byty one zalezne od danej linii
komédrkowej. W celu dodatkowej walidacji otrzymanych wynikdéw zbadano poziom mRNA i biatka, a
takze powierzchniowg ekspresje HER2, HER3 i EGFR w komaérkach. Poziom HER3 byt znaczgco obnizony
we wszystkich badanych liniach czerniaka. Natomiast fluktuacje w poziomie HER2 i EGFR byty rézne w
zaleznosci od linii komdrkowej. Dodatkowo aby oceni¢ konsekwencje zmiany ekspresji receptoréw HER
na aktywnos¢ szlakow sygnatowych zbadano takze fosforylacje biatek AKT i ERK1/2. Zaobserwowano,

ze stopien fosforylacji ERK1/2 oraz AKT byt nizszy w komérkach DMBC12 RAB27A KO, natomiast
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pozostat niezmienny w komdrkach SkMel28 RAB27A KO i A375 RAB27A KO. Zaobserwowano takze
obnizenie fosforylacji AKT i ERK1/2 w komédrkach A375 z podwdjnym nokautem RAB27A/B.

Whioski

Przedstawione w niniejszej pracy wyniki wskazujg, ze:

1. RAB27A i RAB27B nie wptywajg na rozmiar i liczbe matych pecherzykéw
zewnatrzkomérkowych uwalnianych przez komdrki czerniaka, niezaleznie od jego bazowej
ekspres;ji.

2. RAB27A promuje proliferacje, migracje i inwazje komdrek czerniaka o niskim i srednim stopniu
inwazyjnosci, ale nie wptywa na proliferacje i ruchliwos¢ komaorek wysoko inwazyjnych.

3. RAB27B promuje migracje wysoko inwazyjnych komérek czerniaka A375.

4. RAB27A i RAB27B modulujg ekspresje wewngatrzkomdrkowych biatek odpowiedzialnych za
procesy nowotworowe.

5. Wyciszenie ekspresji RAB27A lub RAB27A/B znaczaco zaburzyto rownowage pomiedzy
ekspresjg i aktywnoscig receptoréow z rodziny HER, co moze miec kluczowe znaczenie dla
funkcjonowania komérek nowotworowych i ttumaczy¢ zmiany w ich proliferacji, migracji i
inwazyjnosci.

6. Konsekwencja zaleznej od RAB27A lub RAB27A/B obnizonej ekspresji HER3 jest ostabienie
aktywnosci szlakdéw sygnatowych RAS/RAF/MEK/ERK oraz PI3K-AKT w niektorych liniach

komdrkowych, co moze skutkowac zahamowaniem inwazyjnosci komorek.

RAB27A i RAB27B odgrywajg istotng role w promowaniu inwazyjnego charakteru komérek czerniaka.

Jednakze aktywnos¢ RAB27A jest scisle uzalezniona od linii komdrkowej tego nowotworu.
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