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Wykaz najczesciej stosowanych skrotéow

AKT (ang. serine-threonine protein kinase) - serynowo-treoninowa kinaza

Ab (ang. antibody) - przeciwciato

BSA (ang. bovine serum albumin) - surowicza albumina bydleca

Cas9 (ang. CRISPR associated protein 9) - biatko zwigzane z CRISPR

CRISPR (ang. Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) - zgrupowane,
regularnie rozproszone, krétkie, powtarzajace sie sekwencje palindromiczne

DNA (ang. deoxyrybonucleic acid) - kwas deoksyrybonukleinowy

ECM (ang. extracellular matrix) - macierz zewngtrzkomorkowa

EGFR (ang. epidermal growth factor receptor) - receptor nabtonkowego czynnika wzrostu
EMT (ang. epithelial-mesenchymal transition) - przejscie epitelialno-mezenchymalne

ERK1, ERK2 (ang. extracellular signal-regulated kinases 1, 2) - kinazy regulowane przez sygnaty
zewnatrzkomérkowe 1i 2

ESCRT (ang. endosomal sorting complex required for transport) - endosomalny kompleks
sortujgcy wymagany do transportu

FBS (ang. fetal bovine serum) - ptodowa surowica bydleca

GAP (ang. GTPase-activating protein) - biatko aktywujace GTPaze

GDP (ang. guanosine 5’-diphosphate) - guanozyno-5’-difosforan; difosforan guanozyny

GEF (ang. guanine nucleotide exchange factor) - czynnik wymiany nukleotydéw guaninowych
GTP (ang. guanosine-5’-triphosphate) - guanozyno-5’'-trifosforan

GTPaza (ang. GTPase, guanosine 5’-triphosphatase) - guanozyno-5'-trifosfataza;
fosfohydrolaza guanozynotrifosforanu

IL (ang. Interleukin) - interleukina

KD (ang. knockdown) - “knockdown”, wyciszenie genu z uzyciem siRNA/shRNA

KO (ang. knockout) - nokaut, wyciszenie genu z uzyciem CRISPR

MMP (ang. matrix metalloproteinase) - metaloproteinaza macierzy

MRNA (ang. messenger RNA) - matrycowy RNA

MVB (ang. multivesicular body) - ciatko wielopecherzykowe

NHEJ (ang. non-homologous end joining) - faczenie niehomologicznych koncéw

PBS (ang. phosphate-buffered saline) - zbuforowany roztwér soli fizjologicznej

PCR (ang. polymerase chain reaction) - reakcja taicuchowa polimerazy

RAB (ang. Ras-related in brain) - biatko w mézgu zwigzane z Ras

RFU (ang. relative fluorescence unit) - wzgledna jednostka fluorescencji

RNA (ang. ribonucleic acid) - kwas rybonukleinowy
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RNP (ang. ribonucleoprotein) - kompleksy rybonukleoproteinowe

gRT-PCR (ang. quantitative reverse transcription polymerase chain reaction) - ilosSciowa reakcja
tancuchowa polimerazy z odwrotng transkrypcja

siRNA (ang. small interfering RNA) - krétkie interferujgce RNA

shRNA (ang. short hairpin RNA) - krétkie RNA o strukturze spinki do wtoséw

SD (ang. standard deviation) - odchylenie standardowe

sEVs (ang. small extracellular vesicles) - mate pecherzyki zewnatrzkomédrkowe

sgRNA (ang. single guide RNA) - jednoniciowa sekwencja RNA miejscowo-specyficzna

TGF-B (ang. transforming growth factor 8) - transformujacy czynnik wzrostu beta

TNF-a (ang. tumor necrosis factor o) - czynnik martwicy nowotworow alfa

VEGF (z ang. vascular endothelial growth factor) - czynnik wzrostu srodbtonka naczyniowego
VS - versus

WT (ang. wild type) - typ dziki



l. Wstep

[.1 Czerniak

Czerniak jest ztosliwym nowotworem wywodzgcym sie z melanocytéw, czyli komérek pochodzenia
neuroektodermalnego produkujgcych melanine. Melanocyty sg obecne gtéwnie w skorze, ale
wystepujg réwniez w btonie naczyniowej oka, oponach mdzgowych czy nabtonkach sluzéwki drég
oddechowych i moczowo-ptciowych oraz uktadu pokarmowego. Skdrna postaé czerniaka stanowi
okoto 90% przypadkdow zachorowan. Poczagtkowo nowotwdr w skdrze objawia sie zmiang o radialnej
fazie wzrostu, obecng w powierzchownej warstwie naskdrka. Wczesnie wykryty czerniak moze by¢
skutecznie usuniety chirurgicznie, co daje niemal stuprocentowg wyleczalnosé. Niestety nowotwoér
moze przeksztatcic¢ sie do wertykalnej fazy wzrostu, kiedy nacieka w gtgb skéry wtasciwej, a nastepnie
tworzy¢ przerzuty do weztdw chtonnych i odlegtych organéw. Przezywalnos¢ pacjentdw z czerniakiem
skory w IV stadium wynosi zaledwie okoto 30%. Wystapienie tego nowotworu ztosliwego w innych

organach zwigzane jest z jeszcze gorszymi prognozami [1, 2].

[.1.1. Molekularne podtfoze czerniaka

Czerniak jest typem nowotworu o najwiekszej liczbie mutacji (Srednio 38 mutacji na milion par
zasad), co przypisuje sie gtdwnie ekspozycji na promieniowanie ultrafioletowe (ang. ultraviolet
radiation, UVR). Gtéwng funkcjg melanocytéw jest produkcja melaniny w celu ochrony sasiadujgcych
keratynocytéw przed UVR ze s$wiatta stonecznego. Mimo to, same melanocyty sg wrazliwe na
mutagenne witasciwosci promieniowania ultrafioletowego, ktére indukuje powstawanie mutacji
punktowych, gtéwnie C > T. W komdérkach czerniaka obecne sg takze mutacje strukturalne, takie jak
zmiana liczby kopii czy rearanzacje genéw. Sg one gtéwnymi czynnikami wywotujgcymi transformacje
nowotworowg w melanocytach nieeksponowanych na stonce [3, 4].

Mutacje kierujgce (ang. driver mutations) zidentyfikowano w ponad 40 genach i byty zalezne
od typu czerniaka (Tabela 1). Modyfikujg one wiele kluczowych dla funkcjonowania komérki szlakow
sygnatowych, m.in. szlak kinaz biatkowych aktywowanych mitogenem (ang. mitogen-activated protein
kinases, MAPK), szlak 3-kinazy fosfatydyloinozytolu (ang. phosphatidylinositol 3-kinase, PI13K), szlak
biatka siatkdwczaka (ang. retinoblastoma, Rb) oraz szlak inicjowany przez biatko p53 (Rycina 1).
Badania wskazujg, ze wraz z transformacjg melanocytdw komorki czerniaka nabywajg mutacje
w sposéb sekwencyjny. Analiza genomiczna i transkryptomiczna pokazata, ze zmiany genetyczne
indukowaty kolejno: aktywacje szlaku MAPK, zwiekszong regulacje telomerazy, przekroczenie punktu
kontrolnego G1/S, zwiekszenie przekazywania sygnatéw przez MAPK, zaktdcenie szlaku Rb/p53

i aktywacje szlaku PI3K [5].
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Rycina 1. Schemat przedstawiajacy szlaki sygnatowe w prawidtowych melanocytach oraz komdrkach
czerniaka. Konstytutywna aktywacja szlakdw (zaznaczona grubymi strzatkami) i mutacje skutkujace
utratg funkcji (zaznaczona przerywang linig konturu) prowadzg do transformacji nowotworowe;j.

Onkogeny zaznaczono na czerwono, a geny supresorowe na zielono.

Sciezka sygnatowa RAS/RAF/MEK/ERK jest aktywowana przez czynniki ze $rodowiska komorki,
np. czynniki wzrostu, hormony, cytokiny, ktére oddziatujg na receptory btonowe o aktywnosci kinazy
tyrozynowej (RTK). Receptory btonowe po przytgczeniu czgsteczek sygnatowych ulegajg dimeryzacji,
co aktywuje biatka RAS zwigzane z wewnetrzna strong btony. Aktywowany RAS (izoformy NRAS, KRAS,
HRAS) pobudza biatko RAF (izoformy BRAF, CRAF, ARAF) poprzez jego rekrutacje z cytozolu do btony
komérkowej, oraz PI3K. Aktywowana kinaza RAF fosforyluje i aktywuje biatka MEK1 i MEK2, ktore
z kolei fosforylujg i aktywujg kinazy regulowane przez sygnaty zewngtrzkomodrkowe 1 i 2 (ang.
extracellular signal-regulated kinases, ERK). Aktywowane biatka ERK1/2 przemieszczajg sie
z cytoplazmy do jagdra komdrkowego, gdzie poprzez fosforylacje aktywujg czynniki transkrypcyjne
regulujace podstawowe procesy komdrkowe, takie jak proliferacja, roznicowanie i przezywalnosc.
Mutacje w genach biatek nalezacych do szlaku RAS/RAF/MEK/ERK wystepuja w niemal 100%
czerniakow. Okoto potowe przypadkéw stanowi mutacja genu BRAF, a w ~90% z nich wystepuje
substytucja kwasu glutaminowego na waline (BRAFV®%), Mutacje BRAF powodujg zmiane konformacji

biatka zwiekszajaca jego aktywnosc¢ kinazowg, co skutkuje konstytutywng aktywacjg $ciezki sygnatowe;j



RAS/RAF/MEK/ERK. Dodatkowo liczba mutacji aktywujgcych ten szlak sygnatowy wzrasta wraz
z progresjg nowotworu [1, 2].

Kolejna czesto wystepujacg zmiang w materiale genetycznym w czerniaku jest mutacja NRASS,
wykrywana u 13-25% pacjentéw, a jej najczestszg postacia jest substytucja glutaminy lizyng, leucyna
lub argining (NRAS®/R) poza szlakiem MAPK, NRAS jest réwniez zaangazowany w $ciezke sygnatowa
PI3K-AKT. Szlak ten jest aktywowany poprzez stymulacje komérek cytokinami, insuling i czynnikami
wzrostu. Ich przytaczenie do receptora kinaz tyrozynowych powoduje jego autofosforylacje, co
rekrutuje do btony komdrkowej PI3K. PI3K przeksztatca fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforan (PIP2) do
fosfatydyloinozytolo-3,4,5-trisfosforanu (PIP3). PIP3 rekrutuje do btony komodrkowej serynowo-
treoninowg kinaze (ang. serine-threonine protein kinase, AKT) i jej aktywator - fosfatydyloinozytolo-
zalezng kinaze 1 (PDK1). PDK1 fosforyluje reszte treoninowa obecng w AKT w pozycji 308. Do petnej
aktywacji AKT wymagana jest takze fosforylacja reszty serynowej w pozycji 473. Aktywna kinaza AKT
przemieszcza sie do cytoplazmy i fosforyluje biatka zaangazowane w procesy komodrkowe, takie jak
proliferacja, wzrost, przezywalnosé i apoptoza [1, 2]. W okoto 14-17% przypadkdéw czerniaka obserwuje
sie mutacje w obrebie genu NF1, kodujgcego neurofibromine 1. Utrata funkcji NF1 skutkuje
konstutytywng aktywacjg RAS, a co za tym idzie hiperaktywacjq szlakow MAPK i PI3K. W literaturze
czesto mozna spotkac sie z podziatem na cztery podtypy czerniaka: z mutacjami BRAF, NRAS, NF1, lub
potrdjny typ dziki 5, 6].

Poczatkowa faza progresji z tagodnego znamienia wydaje sie zaleze¢ od ekspresji TERT,
katalitycznej podjednostki telomerazy, odpowiadajacej za utrzymanie stabilnosci chromosomalne;j.
Mutacje w promotorze TERT wykrywa sie u okoto 70% pacjentéw. Prawdopodobnie na tym etapie
pojawiajg sie takze mutacje w genach biatek przebudowujacych chromatyne, m.in. ARID2, ARID1A
i ARID1B [2, 5]. Przejscie ze stopnia posredniego do czerniaka najczesciej zachodzi pod wptywem
biallelicznej utraty funkcji genu inhibitora kinazy cyklinozaleznej 2A (ang. cyklin-dependent kinase
inhibitor 2A, CDKN2A) na skutek mutacji. Gen ten koduje dwa biatka: p16 i p14, ktére sg zaangazowane
w szlaki sygnatowe odpowiednio RB i p53. W warunkach fizjologicznych p16 aktywuje retinoblastome,
gen supresorowy, poprzez wigzanie i negatywng regulacje kinaz 4/6 zaleznych od cyklin (ang. cyclin
dependent kinase 4/6, CDK4 i CDK6). W ten sposdb blokowane jest przejscie cyklu komaérkowego z fazy
G1 do S, co zatrzymuje proliferacje komdérkowa. Z kolei biatko p14 zapobiega degradacji p53 przez
MDM2 (ang. mouse double minute 2), co pozwala na naprawe uszkodzenn DNA, zatrzymanie cyklu
komérkowego i apoptoze. A zatem utrata funkcji CDKN2A skutkuje zaburzeniem szlakdow
kontrolujacych przejscie cyklu komdrkowego (szlak RB) i apoptozy (szlak p53). Mimo, ze tylko 10%
przypadkéw czerniaka jest dziedziczne, mutacja CDKN2A wystepuje w okoto 40% rodzin dotknietych
obcigzeniem genetycznym. Drugim genem, ktdrego mutacje predysponujg do wystgpienia

dziedzicznego czerniaka jest CDK4 [1]. W inwazyjnej, przerzutowe] postaci nowotworu pojawiajg sie
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trzeciorzedowe mutacje, na przyktad w PTEN czy TP53. PTEN jest genem supresorowym kodujgcym
biatko o aktywnosci fosfatazy lipidowo-biatkowej, ktdry jest negatywnym regulatorem szlaku
PI3K/AKT. Jego inaktywacja skutkuje niekontrolowanym wzrostem komérki. Z kolei TP53 koduje biatko
p53, ktére reguluje naprawe DNA, hamowanie cyklu komdrkowego oraz apoptoze, miedzy innymi
w odpowiedzi na uszkodzenia wywotane promieniowaniem ultrafioletowym. Wywotana mutacjami
inaktywacja gendw PTEN czy TP53 skutkuje niekontrolowanym wzrostem komorki [2, 5].

Nalezy zaznaczy¢, ze najczesciej wystepujgce mutacje w czerniaku skérnym sg rézne od tych
wystepujacych w czerniaku bton sluzowych lub oka. W okoto 90% przypadkéw czerniaka oka gtéwna
mutacjg kierujacg jest ta obecna w genie GNAQ lub GNA11. Z kolei w czerniaku bton $luzowych w 30-
40% przypadkdw obserwuje sie amplifikacje i mutacje KIT [1, 2]. Szczegdtowy opis najczesciej
wystepujacych mutacji w réznych typach czerniaka przedstawiono w tabeli 1.

Czerniaki sg nowotworami wysoce heterogennymi, charakteryzujagcymi sie znacznag
zmiennoscig genetyczng i plastycznoscig komdrkowa. Subpopulacje komérek, a nawet pojedyncze
klony wykazujg odrebne programy transkrypcyjne, ktdére nie sg powigzane z poszczegdlnymi
mutacjami, a raczej sg zwigzane z réznymi fenotypami komérkowymi, takimi jak sktonnos$¢ do
proliferacji lub inwazji. Programy te ksztattowane sg przez pofgczenie wtérnych mutacji genetycznych,
wptywu mikrosrodowiska i specyficznych konfiguracji epigenetycznych. Liczne badania wskazuja, ze
komorki czerniaka mogg cechowacd sie fenotypem proliferacyjnym lub inwazyjnym, a dodatkowo
posiadajg zdolnos¢ ,przetgczania” fenotypdw (ang. phenotype switching), co przypomina zjawisko
przejscia epitelialno-mezenchymalnego, wystepujgcego w komadrkach nowotworowych pochodzenia
nabtonkowego. Badania prowadzone na liniach komérkowych czerniaka oraz tkankach pobranych
z guzdw wskazujg rézne geny jako markery fenotypu proliferacyjnego i inwazyjnego. Do markerdéw
fenotypu proliferacyjnego zaliczane sg m.in. MITF, SOX10, PAX3, EDNRB. Natomiast fenotyp inwazyjny
moze by¢ identyfikowany na podstawie wysokiej ekspresji m.in. AXL, WNT5A, DKK1, TGFp, HiFlo,
TEAD, AP1, GAS7 [7].

Liczne badania podkreslajg szczegdlnie istotny wptyw czynnika transkrypcyjnego zwigzanego
z mikroftalmig (ang. microphthalmia-associated transcription factor, MITF) na plastyczno$¢ komoérek
czerniaka. MITF uznawany jest za kluczowy regulator rdznicowania melanocytéw, modulujgcy
ekspresje gendéw zaangazowanych w progresje cyklu komdrkowego (np. CDK2, CDKN2A, p16),
produkcje melaniny (np. TYR, TYRP1, PMEL, RAB27A), czy przezywalnos$¢ komorek (np. BCL2, HIF1A, c-
MET). Rola MITF w czerniaku jest niezwykle ztozona, jednak zaobserwowano zalezno$¢ pomiedzy jego
poziomem, a charakterem komérek czerniaka. Poczgtkowo zauwazono rdznice w poziomie mRNA
i biatka MITF i AXL pomiedzy liniami komdrkowymi czerniaka. Komarki o wysokim poziomie AXL (AXL+)
i niskim poziomie MITF (MITF-) posiadaty wiekszg zdolnos¢ do migracji i inwazji, niz komorki

o odwrotnym poziomie AXL-/MITF+[8]. Nastepnie sekwencjonowanie RNA pojedynczych komadrek
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z tkanek pacjentéw wykazato, ze w guzach wspdtistniaty dwie populacje, MITF+ i AXL+ [9]. Uwaza sie,
ze wysoki poziom ekspresji MITF jest obecny w proliferacyjnym fenotypie, nazywanym rowniez stanem
melanocytowym. Wraz z SOX10 i PAX3, MITF promuje przezywalnosc i proliferacje. Z kolei niski poziom
MITF jest zwigzany z fenotypem inwazyjnym i wystepuje w potgczeniu ze zwiekszong ekspresjg AXL.
Skutkuje to aktywacjg gendw takich jak SOX9, SOX2 i TGFp, ktére promujg odrdznicowanie, powolny
cykl komdrkowy lub faze spoczynku oraz przejscie epitelialno-mezenchymalne. W obrebie fenotypu
MITF- wyrdznia sie subpopulacje podobng do komérek mezenchymalnych, oraz podobng do
macierzystych komorek grzebienia nerwowego [9]. Co ciekawe, zauwazono, ze komorki inicjujgce
powstawanie przerzutéw mogg zmieniaé swoj charakter podczas migracji i inwazji w odpowiedzi na
czynniki srodowiskowe, takie jak stan zapalny, dostep substancji odzywczych lub tlenu, czy
chemioterapeutyki. Zaobserwowano, ze pod wptywem m.in. transformujacego czynnika wzrostu f3
(ang. transforming growth factor B, TGFB), czynnika martwicy nowotworow o (ang. tumor necrosis
factor-alpha, TNF-a)) czy biatka sygnatowego WNT5A nastepowato odréznicowanie komérek MITF-, co
umozliwiato ich rozprzestrzenianie i powstawanie przerzutéw. Natomiast po kolonizacji nowego
miejsca, poprzez dziatanie endoteliny 3 (ang. endothelin 3, EDN3) i dzieki sztywnosci macierzy
zewnatrzkomorkowej (ang. extracellular matrix, ECM) wywotanej duzg iloscig kolagenu, komorki
przetgczaty sie do stanu MITF+ i nabieraty fenotypu proliferacyjnego [7]. Wskazuje sie takze na istnienie
wspotpracy pomiedzy réznymi fenotypowo subpopulacjami. Tworzg one heterogenne klastry ztozone
z centrum komoérek inwazyjnych otoczonych komdrkami proliferacyjnymi, co ma utatwiac
przerzutowanie [10]. Dodatkowo, analiza pojedynczych komodrek z bioptatéow czerniaka pozwolita na
wykrycie populacji komdrek w stanie posrednim, ktére posiadaty zaréwno fenotyp proliferacyjny, jak
i inwazyjny [11]. Nalezy doda¢, ze MITF w zaleznosci od kontekstu moze takze stymulowac inwazje,
m.in. poprzez promowanie nadekspresji biatek przebudowujgcych macierz zewnatrzkomérkowa.
Ponadto, amplifikacja MITF, a wiec fenotyp proliferacyjny jest zwigzany z gorszg przezywalnoscia

pacjentéw z czerniakiem [7].

[.1.2. Diagnoza i leczenie

Diagnoze czerniaka w 2020 roku ustyszato 325 000 pacjentéw na catym swiecie. W tym samym
roku 57 000 pacjentéw zmarto z powodu tego nowotworu [12]. Wedtug WHO w Polsce w 2021 roku
zmarto 1457 oséb w wyniku zachorowania na czerniaka (WHO mortality database). W ciggu ostatnich
piecdziesieciu lat liczba zachorowan wzrosta, szczegdlnie wérdd oséb o jasnej karnacji, pochodzenia
europejskiego. Jest to spowodowane zwiekszajgcy sie ekspozycjg na promieniowanie ultrafioletowe,
ktére jest kluczowym czynnikiem odpowiadajagcym za powstanie 75% przypadkow czerniaka.

Przezywalnos¢ zalezy od wielu czynnikéw - pfci (wieksza przezywalnosé kobiet), typu czerniaka,
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grubosci zmiany, miejsca wystepowania na ciele, i co najwazniejsze, stadium w momencie diagnozy.
Weczesénie wykryty czerniak, skutecznie usuniety chirurgicznie, jest niemal w 100% uleczalny [12, 13].

Diagnostyka czerniaka rozpoczyna sie od stwierdzenia obecnosci zmian skérnych, powstatych
de novo lub w obrebie istniejgcego znamienia barwnikowego. Na podstawie wywiadu chorobowego
ocenia sie towarzyszagce zmianom objawy oraz czynniki zwiekszajgce ryzyko zachorowania na
czerniaka, m.in. czesto$¢ ekspozycji na UVR czy przebyte oparzenia stoneczne. Zalecanym badaniem
jest dermatoskopia, jako nieinwazyjna i szybka diagnostyka, polegajaca na ogladaniu zmian w 10-
krotnym powiekszeniu za pomocy dermatoskopu. Trzypunktowa skala dermatoskopowa wg
Argenziano zaktada podejrzenie czerniaka na podstawie spetnienia dwéch z trzech nastepujacych
kryteridw: (1) asymetryczny rozktad struktur dermatoskopowych w obrebie zmiany, (1) atypowa siatka
barwnikowa, (lll) niebiesko-biatawy welon. Rekomenduje sie takze wykonywanie fotografii zmian, lub
catej powierzchni skéry w celu prowadzenia obserwacji w czasie [14].

Biopsja wycinajagca pierwotng zmiane jest postepowaniem z wyboru, a badanie
histopatologiczne umozliwia okreslenie jej cech makro- i mikroskopowych. Badanie to pozwala na
klasyfikacje histopatologiczng, oceniana jest takze grubo$¢ nacieku wg Breslowa, stopien
zaawansowania wedtug klasyfikacji TNM, faza wzrostu, obecno$¢ owrzodzenia, liczba podziatéw
mitotycznych na 1 mm?, obecno$é mikroskopowych ognisk satelitarnych oraz marginesu obwodowego
i gtebokiego. Wedtug rekomendacji WHO z 2018 roku klasyfikacja zmian melanocytarnych uwzglednia
podziat na czerniaki skory spowodowane duzym uszkodzeniem skory wynikajgcym ze skumulowanej
wysokiej dawki promieniowania (ang. high cumulative sun-damage (CSD)) oraz niewielkim
uszkodzeniem skéry wynikajacym z niewielkiej, lub sporadycznej ekspozycji na promieniowanie (low
CDS). Wyréznia sie takze czerniaki niezwigzane z promieniowaniem UV, m.in. czerniak akralny, bton

$luzowych, czy guzkowy. Szczegdtowq klasyfikacje przedstawiono w tabeli 1 [14, 15].

Tabela 1. Klasyfikacja patomorfologiczna czerniakdw. Mutacje wyrdzniono kolorami oznaczajgcymi:

utrate funkcji, nabycie funkcji, zmiane funkcji, rearanzacje, mutacje promotora [15]
Ekspozycja na Typ czerniaka Najczesciej wystepujace mutacje
promieniowanie UV Inicjujgce (1) i w trakcie progresji (1)
Sporadyczna Szerzacy sie powierzchownie | BRAF V600E lub NRAS

Il TERT, CDKN2A, TP53, PTEN
Przewlektfa Ztosliwa plama soczewicowata I NRAS, BRAF (nie V600E), KIT lub NF1

Il TERT, CDKN2A, TP3, PTEN, RAC1
Przewlektfa Desmoplastyczny I NF1,

Il TERT, NFKBIE, NRAS, PIK3CA, PTPN11
Brak/niezwigzana Spitz I HRAS, ALK, ROS1, RET, NTRK1, NTRK3,

BRAF lub MET

I CDKN2A
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Akralny (podpaznokciowo-
konczynowy)

Bton sluzowych:

-lentignalny bton sluzowych
-guzkowy bton sluzowych
Wywodzacy sie z olbrzymiego
znamienia wrodzonego
Wywodzacy sie ze znamienia
btekitnego

I KIT, NRAS, BRAF, HRAS, KRAS, NTRK3,

ALK lub NF1

Il CDKN2A, TERT,

I KIT, NRAS, KRAS lub BRAF
Il NF1, CDKN2A, SF3B1

I NRAS, BRAF V600E lub BRAF

I GNAQ, GNA11 lub CYSLTR2
Il BAP1, EIF1AX, SF3B1

I GNAQ, GNA11, CYSLTR2 lub PLCB4
Il BAP1, SF3B1, EIF1AX

Narzgdu wzroku:
-btony naczyniowej
-spojowki

Bazowq terapig czerniaka jest leczenie chirurgiczne. Na podstawie biopsji wycietej zmiany
pierwotnej podejmuje sie decyzje o radykalnym wycieciu blizny z odpowiednim marginesem oraz
biopsji wartowniczego wezta chtonnego. Po stwierdzeniu obecnosci przerzutéw w weztach chtonnych
zaleca sie obserwacje i badanie ultrosonograficzne sptywu chtonnego co 3-4 miesigce, lub
limfadenektomie (usuniecie weztéw chtonnych) przy wysokim ryzyku nawrotu. W przypadku
wystgpienia ognisk satelitarnych, przerzutéw lub wznowy miejscowej terapig z wyboru jest radykalne
leczenie chirurgiczne. Jako leczenie uzupetniajgce stosowana jest immunoterapia lub terapia celowana
w przypadku wystepowania mutacji BRAF. Niestety leczenie zaawansowanego, nieoperacyjnego lub
przerzutowego czerniaka wcigz stanowi wyzwanie. Jeszcze trzydziesci lat temu nie istniata w zasadzie
skuteczna terapia dla chorych na czerniaka z przerzutami, a wskaznik 5-letniego przezycia takich
pacjentow wynosit jedynie 5% [16]. Przetom nastapit w 2011 roku, gdy wprowadzono terapie
ukierunkowane na immunologiczne punkty kontrolne. Pierwszym lekiem tego typu, zaakceptowanym
przez Agencje Zywnosci i Lekdw (ang. Food and Drug Administration, FDA) w marcu 2011 roku, byt
ipililumab, monoklonalne przeciwciato skierowane przeciwko antygenowi-4 cytotoksycznych
limfocytow T (ang. cytotoxic T cell antigen 4, CTLA-4). Wskaznik 5-letniego przezycia pacjentow
z zaawansowanym czerniakiem wazrdst, jednak wysoka toksyczno$¢ ipilimumabu zmusita do
poszukiwania alternatywnych metod (Tabela 2). Od 2014 roku zaczeto stosowaé przeciwciata
ukierunkowane na receptor programowanej Smierci (ang. programmed death receptor 1, PD-1),
nivolumab i pembrolizumab, ktére dawaty lepszg odpowiedz terapeutyczng, a mniejszg toksycznosé
niz przeciwciato anty-CTLA-4. Najwiekszg efektywnos$¢ zapewnia terapia skojarzona, przeciwciatami
anty-CTLA-4 i anty-PD-1. W badaniach klinicznych terapia skojarzona nivolumabem i ipilimumabem
byta bardziej skuteczna, niz zastosowanie pojedynczego leku w leczeniu nieoperacyjnego czerniaka
w stadium Il lub IV. Mediana czasu przezycia wolnego od progresji wynosita 11,5 miesigca dla
pacjentéw leczonych terapig skojarzong, w poréwnaniu do 2,9 miesigca dla samego ipilimumabu i 6,9

miesigca dla samego nivolumabu. Wigzato sie to jednak ze zwiekszonym wystepowaniem skutkéw
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ubocznych 3-4 stopnia, ktdre odnotowano u 55% pacjentéw leczonych przeciwciatami anty-PD-1 i anty-
CTLA-4, w poréwnaniu do 16,3% i 27,3% odpowiednio dla samego nibolumabu i ipilimumabu [17].
Wyzwanie w leczeniu stanowi wrodzona oporno$¢ na immunoterapie, wystepujgca u 40-65%
pacjentéw, i nabyta opornos¢, wystepujaca u 30-40% pacjentéw [17, 18].

Alternatywng terapig jest leczenie inhibitorami BRAF (vemurafenib, dabrafenib i encorafenib)
w przypadku nowotworéw posiadajgcych mutacje tego genu. W sierpniu 2011 roku FDA zatwierdzito
stosowanie vemurafenibu, jako pierwszego leku selektywnie dziatajagcego na mutacje BRAF. W celu
zwiekszenia efektywnosci terapii chorym podaje sie takze potaczenie inhibitoréw BRAF i MEK
(trametinib, cobimetinib, binimetinib). Mimo to 15-20% pacjentow z mutacjg BRAF V600 ma wrodzong
opornos¢ na leczenie, a nabyta opornos¢ wystepuje srednio po 9-11 miesigcach [19].

Radioterapia rozwazana jest tylko w indywidualnych przypadkach, a jedynym
chemioterapeutykiem zarejestrowanym do leczenia czerniaka jest dakarbazyna, ale odpowiedz
terapeutyczna wystepuje tylko u 4-12% pacjentéw [20].

Duze nadzieje pokfada sie w terapii komérkowej. Najnowszym lekiem zaakceptowanym przez
FDA w lutym 2024 roku, jest Amtaguvi (lifileucel). Jest to pierwsza terapia komérkowa rekomendowana
do leczenia guzdw litych i opiera sie na wykorzystaniu limfocytdw T naciekajgcych nowotwor. Jest to
autologiczna terapia, polegajgca na jednorazowej iniekcji dozylnej limfocytow T, ktore zostaty pobrane
Z guza pacjenta, a nastepnie namnozone ex vivo. Podanie miliardow poliklonalnych, osobniczo-
specyficznych limfocytow T skutkuje ich migracja do miejsca wystepowania guza, gdzie komorki
nowotworowe sg rozpoznawane i niszczone. Leczenie jest zalecane u pacjentéw z zaawansowanym
czerniakiem (nieoperacyjnym lub przerzutujgcym, w stadium IIC/IV), u ktdrych nastgpita progresja
choroby po wczes$niejszym leczeniu inhibitorem PD-1 i, w przypadku wystgpienia mutacji BRAF,
inhibitorami BRAF/MEK. Obiektywng odpowiedz na leczenie, czyli catkowitg remisje lub zmniejszenie
guzow o co najmniej 30%, uzyskano u 48 z 153 (31,4%) pacjentow. Mediana przezycia catkowitego
i przezycia wolnego od progresji wynosity odpowiednio 13,9 i 4,1 miesiecy. Warto podkresli¢, ze
odpowiedz terapeutyczna wystgpita u jednej czwartej pacjentéw, ktérzy wyczerpali juz wszystkie

dostepne opcje terapii, a zatem leczenie lifileucelem stanowito dla nich ostatnig szanse [21].
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Tabela 2. Przeglad badan klinicznych lekéw stosowanych w leczeniu czerniaka.

Lek (dawka)

Ipilimumab vs.
placebo

Ipilimumab

Nivolumab vs.
ipilimumab
Nivolumab +
ipilimumab vs.
nivolumab vs.
placebo
Nivolumab +
ipilimumab
Nivolumab +
ipilimumab vs.
nivolumab
Nivolumab +
Ipilimumab vs.
nivolumab vs.
ipilimumab
Relatlimab +
nivolumab vs.
nivolumab

Pembrolizumab

vs. placebo

Pembrolizumab
vs. ipilimumab

Vemurafenib vs.

Dakarbazyna

Encorafenib +
binimetinib vs.

vemurafenib vs.

encorafenib

Dabrafenib +
trametinib

Dabrafenib vs.
Dakarbazyna

Stadium czerniaka,
liczba pacjentow

(n)

I, po resekcji
(n=951)

/1V, z przerzutami
(n=151)

11B-C/1V, po
resekcji (n=906)

IV, po resekcji
(n=167)

/1V, z przerzutami
(n=60)

I11B-D/1V, po
resekcji (n=1833)

11/1V, nieusuwalny/
z przerzutami
(n=951)

[11/1V, nieusuwalny/
z przerzutami
(n=714)

IIA-C, po resekcji
(n=1019)

I1/1V, nieusuwalny/
z przerzutami
(n=811)

IIIC/IV (n=675)

1IB-C/IV,
nieusuwalny/
z przerzutami
(n=577)

I11/1V, nieusuwalny/
z przerzutami
(n=563)

11/1V, nieusuwalny/
z przerzutami
(n=92)

Odpowiedz
terapeutyczna

5-letni PFS 40,8%
ipi, 30,3% placebo
ORR 9%, Sredni czas
PFS 2,7 miesiecy
4-letni PFS 51,7%
nivo, 41,2% ipi

4-letni PFS 64,2%
nivo + ipi, 31,4%
nivo, 15% placebo

1,5-roczny PFS 52%

2-letni PFS 64,5%
nivo + ipi,

63,2% nivo

5-letni PFS 36%
nivo + ipi, 29% nivo,
8% ipi

Roczny PFS 47,7%
relatlimab + nivo,
36% nivo

3,5 letni PFS 59,8%
pem, 41,4%
placebo

7-letni PFS 23,8%
pem, 13,3% ipi

Sredni 0S 13,6
miesiecy
vemurafenib, 9,7
miesiecy
dakarbazyna
7-letni PFS 21,2%
encorafenib +
binimetinib, 6,4%
vemurafenib,
15,8% encorafenib
5-letni PFS 19%
dabrafenib +
trametinib
5-letni PFS 12%
dabrafenib +
dakarbazyna,

3% dakarbazyna
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Skutki uboczne
3-5 stopnia

54,1% ipi, 26,2%
placebo

28%

14,4% nivo,
45,9% ipi

71% nivo + ipi,
27% nivo

56,7%

32,6% nivo + ipi,
12,8% nivo

59% nivo + ipi,
23% nivo, 28% ipi

18,9% relatlimab
+ nivo, 9,7% nivo

14,7% pem,
3,4% placebo

17% pem, 20% ipi

77%
vemurafenib,
43% dakarbazyna

70,3% encorafe-
nib + binimetinib,
65,6% vemurafe-
nib, 70,3%
encorafenib

48%

48%

Nazwa
badania
klinicznego,
rok publikacji
EORTC18071,
2016 [22]

Ipi4, 2021[23]

Checkmate-
238, 2020 [24]

Immuned
2022 [25]

ADAPT-IT,
2023[26]

CheckMate
915, 2023 [27]

CheckMate
067, 2019 [17]

RELATIVITY-
047, 2022 [18]

EORTC 1325/
Keynote-054
2021 [28]
Keynote 006,
2023 [29]

BRIM-3, 2017
[30]

Columbus 7,
2024 [31]

COMBI-d/-v,
2019 [19]

BREAK-3, 2017
[32]



ORR49% TIL, 21%

NE/, ipi, Sredni czas PFS
TIL vs. nieusuwalny/ 7p2, miesiace TIL 100% TIL NCT02278887,
Ipilimumab z przerzutami £ Miesla ! 57% ipi 2022 [33]
3,1 miesiecy
(n=168) L
ipilimumab
”!C/IV' ORR 31,4%, Sredni
Lifileucel nieusuwalny/ czas PFS 4,1 97% C-144-01,
zZ przerzutami, . ’ ? 2022 [21]

lekooporny (n=153) riesiecy
PFS - przezycie wolne od progresji (ang. progression free survival), OS - przezycie catkowite (ang. overall
survival) ORR - odsetek obiektywnych odpowiedzi (ang. objective response rate). TIL - limfocyty
naciekajgce guz (ang. tumor infiltrating lymphocytes). Ipi - ipilimumab. Nivo - nivolumab. Pem -

pembrolizumab.

l.2. Mate pecherzyki zewnatrzkomorkowe

Pecherzyki zewnatrzkomdrkowe (ang. extracellular vesicles, EVs) sg czastkami wydzielanymi przez
praktycznie wszystkie komérki organizmdéw wyzszych. Ich zawarto$¢ stanowig czgsteczki biologiczne,
takie jak kwasy nukleinowe, biatka, lipidy czy metabolity (Rycina 2). Wsréd EVs wyrdznia sie trzy rodzaje
pecherzykdw. Pierwszg grupe stanowig egzosomy, nazywane takze matymi pecherzykami
zewnatrzkomorkowymi (small extracellular vesicles, sEVs), o $rednicy w zakresie od 30 do 200
nanometrow, wywodzgce sie z endosomdéw. Do pozostatych rodzajow EVs nalezg ektosomy
(mikropecherzyki), powstajace bezposrednio z btony komodrkowej i ciatka apoptotyczne. Mate
pecherzyki zewnatrzkomérkowe po uwolnieniu sg wychwytywane przez komorki, autokrynnie,
parakrynnie lub endokrynnie, a przekazany tadunek (cargo) wptywa bezposrednio na ich
funkcjonowanie. Z tego powodu sEVs sg uznawane za niezbednych posrednikéw w komunikacji

miedzykomérkowej [34-37].

Maly pecherzyk zewnatrzkomérkowy
Antygeny \

Czasteczki
adhezyjne

N

o
., o
e, o
g L TYRO Y Lo

Cargo:

i Q‘z % i 1 Kwasy nukleinowe,
1 H biatka, lipidy,
5 metabolity

Tratwy ""». - Tetraspaniny

lipidowe

wae®®

L3

Przeciwciata

Rycina 2. Sktad matego pecherzyka zewnatrzkomérkowego
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[.2.1. Historia pecherzykdow zewnatrzkomorkowych

Pierwsze doniesienie literaturowe opisujgce struktury dzisiaj nazywane pecherzykami
zewnatrzkomoérkowymi pochodzi z 1946 roku. W badaniach nad krzepliwoscig krwi Chargaff i West
[38] zaobserwowali osad wywotujacy krzepniecie krwi, uzyskany po ultrawirowaniu osocza przy
predkosci 31 000 x g, przez 150 min. Badacze uznali, ze jest to frakcja biatek tromboplastycznych oraz
produktéw rozpadu krwinek. W 1967 roku Peter Wolf [39] zauwazyt podobny osad pochodzacy z ptytek
krwi, nazwany ,pytem ptytkowym” (ang. platelet dust), obecnie uznawany za
ektosomy/mikropecherzyki. Trzy lata pdzniej opublikowano obrazy z mikroskopu elektronowego
przedstawiajgce pecherzyki wydzielane przez ptytki krwi aktywowane trombing [40]. Neville Crawford
w 1971 roku [41] opisat pecherzyki, nazywane wdéwczas mikroczgsteczkami (ang. microparticles),
izolowane z osocza pozbawionego ptytek krwi. Czgsteczki te zawieraty lipidy, ATP oraz biatka kurczliwe.
Badania poswiecone ptytkom krwi sg uznawane za pionierskie doswiadczenia, ktére stanowity
podwaliny prac nad pecherzykami zewnatrzkomérkowymi [42, 43].

W 1974 roku praca Nuneza i wsp. [11] rzucita Swiatto na biogeneze matych pecherzykéw
zewnatrzkomorkowych, o srednicy 1-10 nm, obecnych w tkankach pobranych z tarczycy nietoperzy.
Autorzy opisali ciatka wielopecherzykowe (ang. multivesicular bodies, MVB) obecne w poblizu btony
komérkowej, sugerujgc, ze ich fuzja z btong moze skutkowaé wydzieleniem zawartosci MVB.
Piecdziesigt lat pdZniej ten mechanizm, zgodnie z wspdtczesng klasyfikacja, uznalibysmy za biogeneze
matych pecherzykéw zewngatrzkomérkowych/egzosomow.

Klasyfikacja oraz nomenklatura stosowana w badaniach nad pecherzykami
zewnatrzkomorkowymi stanowi obecnie pole licznych dyskusji. Szczegdlnie kontrowersyjnym wydaje
sie termin ,,egzosomy”, stosowany w odniesieniu do matych pecherzykéw zewnatrzkomarkowych [42,
43, 45]. Nazwa egzosom (ang. exosome) po raz pierwszy w literaturze pojawita sie w publikacjach
w Proceedings of the National Academy of Sciences (PNAS) w latach 1970-1973 [46, 47]. Oznaczata
wowczas fragmenty DNA, ktdre przekazywane pomiedzy komdrkami wywotywaty transformacje
u organizmow z gatunkéw Drosophila i Neurospora. Opisywane egzosomy hie posiadaty dwuwarstwy
lipidowej, a zatem nie zostatyby zaklasyfikowane jako pecherzyki zewnatrzkomérkowe w dzisiejszym
rozumieniu. W 1997 roku egzosomem nazwano rowniez kompleks biatkowy przetwarzajgcy RNA,
odkryty w Saccharomyces cerevisiae [48]. Z kolei samo okreslenie , pecherzyki zewnatrzkomérkowe”
zostato uzyte po raz pierwszy w artykule naukowym z 1971 roku dotyczacego biogenezy struktur
produkowanych przez algi z gatunku Ochromonas danica [49].

Termin egzosomy w odniesieniu do pecherzykéw zewnatrzkomoérkowych po raz pierwszy
zostat uzyty w publikacji Trams i wsp. w 1981 [50]. Nazwano tak pecherzyki uwalniane poprzez
paczkowanie btony komérkowej na zewnatrz. Jednak w 1983 roku opisano pecherzyki uwalniane ze

Swiatta endosomu (ang. intraluminal vesicles, 1LVs) w retikulocytach przez zespoty Rose Johnston
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i Philipa Stahla [51, 52], a cztery lata pdzniej Johnston i wsp. [53] okreslili je jako egzosomy, co
zapoczatkowato powszechne stosowanie tej nazwy. Opublikowane zdjecia z mikroskopu
elektronowego ukazujgce uwalnianie pecherzykdw ze $wiatta MVB na skutek fuzji z btong komdrkowa
stanowity podstawe do wyrdznienia grupy pecherzykdéw o takiej biogenezie [52]. Proces powstawania
egzosomoéw przypominat odwrotng endocytoze polegajgcg na uwalnianiu wewnetrznej zawartosci
pecherzykdw na zewnatrz, w przeciwcienstwie do internalizowania czgsteczek do wewnatrz, co
zainspirowato Rose Johnston do uzycia nazwy egzosom. Badaczka przyznata pdzniej, ze nie sprawdzita
czy to okredlenie zostato wczesniej uzyte, co wywotato komplikacje w terminologii [54].

Kolejne lata zaowocowaty szeregiem prac dotyczgcych powstawania i roli pecherzykéw
zewnatrzkomérkowych w réznego rodzaju komérkach, tkankach czy ptynach ustrojowych organizmoéw
wyzszych. Udowodniono, ze oprécz pozbywania sie zbednych substancji z komérki, egzosomy
posiadajg funkcjonalne wiasciwosci. Jednym z przetomowych doniesien byt artykut ukazujacy, ze
egzosomy z ludzkich i mysich limfocytéw B majg zdolnos$¢ do prezentacji antygenu, a wiec aktywnie
wplywajg na odpowiedz odpornosciowg [55]. Z czasem poznawano szczegotowg strukture biatkowa
i lipidowa sEVs, a takze ich liczne funkcje w procesach fizjologicznych i patologicznych. Wykazano, ze
transportowane kwasy nukleinowe ulegajg translacji w komdrkach wychwytujgcych pecherzyki [56].
Szczegdblng uwage poswiecono sEVs pochodzgcym z komérek nowotworowych lub macierzystych oraz
ich role w komunikacji miedzykomadrkowej [34, 57].

Wraz ze wzrostem liczby publikacji, patentéw i grantéw dotyczgcych tematyki pecherzykéw
zewnatrzkomorkowych, coraz wiekszg uwage zaczeto zwracac¢ na wtasciwg nomenklature. Do 2018
roku Miedzynarodowe Stowarzyszenie Pecherzykdw Zewngtrzkomérkowych (ang. International
Society for Extracellular Vesicles, ISEV) rekomendowato uzywanie nazwy ,,egzosomy” dla pecherzykéw
uwalnianych poprzez fuzje MVB z btong komdrkowa. Natomiast wszystkie niereplikujace, otoczone
dwuwarstwg lipidowag czastki uwalniane przez komorki byly uznawane ogdlnie za pecherzyki
zewnatrzkomorkowe [58]. Poniewaz niezwykle trudno jest okresli€ mechanizm powstawania
wyizolowanych pecherzykéw, z wyjatkiem metod takich jak obrazowanie komérki na zywo, nie zaleca
sie wiec uzywac¢ nazwy ,egzosomy” w opisie badan naukowych. W wytycznych ISEV z 2018
proponowano grupowanie EVs wedtug doswiadczalnie potwierdzonych cech, takich jak wielko$¢ (mate
EVs (<100-200 nm)/duze EVs (>100-200 nm)), sktad biochemiczny (np. CD63+, CD81+ EVs), czy zrddto
pochodzenia (np. EVs z komodrek macierzystych) [58, 59]. W literaturze mozina spotkaé sie
z uproszczong klasyfikacjg pecherzykéw wedtug ich wielkosci, w celu udogodnienia nazewnictwa.
Natomiast wedtug najnowszych zalecen ISEV z 2024 r. nie powinno sie uzywaé okreslenia , mate
pecherzyki zewnatrzkomérkowe” jako synonimu dla egzosomdw, poniewaz obecnie stosowane
metody izolacji, takie jak ultrawirowanie, prowadza do otrzymania rdézinych populacji EVs

o nakfadajacych sie zakresach wielkosci, na przyktad matych ektosoméw i egzosomoéw. Nie istnieje
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rowniez konsensus co do gérnych i dolnych granic wielkosci réznych podtypéw pecherzykéw
zewnatrzkomaorkowych. Dodatkowo nalezy z duzg dozg ostroznosci podchodzi¢ do mierzonej Srednicy
pecherzykdw ze wzgledu na potencjalny zakres btedu pomiarowego uzywanego sprzetu [59].

Jednak zakfadajac, ze sEVs stanowig mieszang populacje pecherzykéw bogatg w egzosomy,
wydaje sie to by¢ najlepszym terminem do stosowania przy obecnym stanie wiedzy. Z tego powodu
w dalszej czesci pracy uzywane jest okreslenie ,mate pecherzyki zewnatrzkomérkowe”, zamiast

,egzosomy” zardwno w opisie badan witasnych, jak i przegladu literatury.

|.2.2. Biogeneza matych pecherzykow zewngtrzkomorkowych

Biogeneza matych pecherzykdéw zewnatrzkomérkowych rozpoczyna sie w szlaku
endosomalnym. W trakcie dojrzewania endosoméw ich btona ulega wgtebieniu formujac pecherzyki
wewnatrz Swiatta endosomu. Dojrzate endosomy zawierajgce ILVs nazywane s3 ciatkami
wielopecherzykowymi (MVB) lub endosomami wielopecherzykowymi (ang. multivesicular endosomes,
MVE). Powstawanie MVB moze by¢ zalezne, lub niezalezne od endosomalnego kompleksu sortujgcego
niezbednego do transportu (ang. endosomal sorting complex required for transport, ESCRT). Istnieje
kilka szlakow formowania ILVs w MVB, co przyczynia sie do uwalniania réznych subpopulacji sEVs z tej
samej komorki. ESCRT sktada sie z czterech komplekséw (ESCRT-0-111) oraz biatek towarzyszacych
(Tabela 3). Trzy gtéwne funkcje ESCRT to: rozpoznawanie ubikwitynowanych biatek, deformacja btony
endosomalnej i umozliwienie zamkniecia tadunku (cargo) wewnatrz poprzez jej wpuklanie, oraz
odciecie wpuklenia tworzac ILVs (Rycina 3) [60-63].

Mechanizm ESCRT rozpoczyna sie od zwigzania substratu kinazy tyrozynowej regulowanej
czynnikiem hepatocytow, (ang. hepatocyte growth factor-regulated tyrosine kinase substrate, HRS),
podjednostki ESCRT-0, przez endosomalny fosfatydyloinozytolo-3-fosforan. HRS i czagsteczka adaptera
transdukujgcego sygnat (ang. signal transducing adaptor molecule, STAM1/2), wchodzgce w sktad
ESCRT-0, rozpoznajg i zatrzymujg ubikwitylowane biatka w btonie endosomalnej. HRS dodatkowo
wigze sie z biatkiem TSG101 (kodowanym przez gen podatnosci na nowotwory 101, ang. tumor
susceptibility gene 101), wchodzgcym w sktad ESCRT-I [64]. Drugi koniec kompleksu ESCRT-I wigze
ESCRT-Il, co prowadzi do rozpoczecia paczkowania btony endosomalnej otaczajgcej klastry
ubikwitynowanych biatek. ESCRT-Il wigze podjednostke EAP20 (VSP25) do podjednostki CHMP6
(VSP20) obecnej w kompleksie ESCRT-IIl. Rekrutacja ESCRT-III skutkuje odcieciem formujacych sie
pecherzykdw do srodka przedziatu endosomalnego. ESCRT-III rekrutuje enzymy deubikwitynujace
tadunek w ILVs. ATPaza VPS4 zapewnia energie niezbedng do oddysocjowania ESCRT-IIl od btony

endosomalnej umozliwiajgc recykling kompleksu [65-67].
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Tabela 3. Biatka wchodzace w sktad komplekséw ESCRT [61-63].

Nazwa kompleksu Biatka w obrebie kompleksu
ESCRT-0 HRS; STAM1; STAM2
ESCRT-I TSG101 (VSP23); VSP28; VSP37A, B, C, D;

MVB12A, B; UBAP1

ESCRT-II EAP30 (VSP22); EAP45 (VSP25); EAP45 (VSP36)

ESCRT-II CHMP2A, B (VPS2A, B); CHMP3 (VPS24); CHMP6
(VPS20); CHMP4A, B, C (SNF7-1,2,3); CHMP1A, B
(DID2); CHMP5 (VPS60); CHMP7

Warto dodaé, ze chociaz kompleksy ESCRT 0-1l wigzg ubikwitynowane biatka, rola ubikwitynacji
w sortowaniu tadunku do pecherzykdw zewnatrzkomoérkowych nie jest w petni poznana.
Zaobserowano bowiem obecnos$¢ nieubikwitynowanych biatek w izolowanych sEVs [60]. Wykazano
tez, ze deubikwitynacja tadunku po wtgczeniu do MVBs nie jest niezbedna [68].

Biatkiem towarzyszgcym kompleksowi ESCRT jest Alix, ktore rowniez wigze ESCRT-IIl i promuje
paczkowanie oraz odcinanie ILVs wewnatrz endosomu. Alix oddziatuje z syndekanem poprzez
syntenine, co stymuluje powstawanie ILVs. Biatko to moze takze bezposrednio rekrutowaé ESCRT-III
do pdinych endosomoéw poprzez wigzanie kwasu lizobisfosfatydowego. Alix utatwia tez przytaczanie
tetraspanin do btony ILVs [69-71].

Niezaleznie od ESCRT, inne biatka oraz lipidy uczestnicza w procesie biogenezy pecherzykéw
zewnatrzkomorkowych. Jednym z alternatywnych szlakéw formowania ILVs jest mechanizm zalezny
od neutralnej sfingomielinazy 2 (nSMaza 2), ktéra hydrolizuje sfingomieline do ceramidu. Ceramidy
wywotujg spontaniczne zakrzywianie btony endosomalnej do wewnatrz MVB powodujac powstawanie
ILVs [72]. Podobny mechanizm moze by¢ rowniez indukowany przez fosfolipaze D2, ktéra aktywuje
kwas fosfatydowy [73, 74]. Ceramidy sg takze metabolizowane do fosforanu-1-sfingozyny, ktéry
aktywuje receptory niezbedne do sortowania zawartosci ILVs [75]. Odkryto tez, ze biatko RAB31,
niezaleznie od ESCRT, koordynuje powstawanie ILVs poprzez interakcje z flotillinami [76].

Dodatkowo, waing role w powstawaniu pecherzykéw zewngtrzkomérkowych petnig
tetraspaniny takie jak CD9, CD63, CD81 i CD82, ktdre ze wzgledu na ich duzg ilos¢ w sEVs stanowia
czesto ich charakterystyczny marker [77]. Wykazano, ze tetraspanina CD63 jest niezbedna do
formowania ILVs i sortowania ich fadunku w trakcie formowania melanosoméw w melanocytach, czy
uwalniania sEVs w komdrkach dendrytycznych i komdrkach linii HEK293 [78-80]. Z kolei dwa inne
badania wykazaty, ze CD63 nie wptywa na uwalnianie sEVs z komérek HEK293, za to niezbedna jest

ekspresja CD9 i CD82 [81, 82]. Na podstawie doswiadczen z wyciszeniem ekspresji CD9 uwaza sie, ze
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ta tetraspanina jest kluczowa dla wychwytu sEVs przez komérki raka trzustki, piersi, zotagdka lub
czerniaka [83-85]. Badania prowadzone na komdrkach linii HeLa nie potwierdzity jednak, aby CD63 lub
CD9 byty wymagane do egzo- lub endocytozy sEVs [86]. Co wiecej, CD9 byt negatywnym regulatorem
wychwytu sEVs przez komorki jelita grubego [87]. Z kolei nokaut CD81 u myszy nie wptynat na liczbe,
ani rozmiar sEVs uwalnianych z limfocytéw, ale zmienit ich kompozycje biatkowg [77]. Mozna wiec
przypuszczaé, ze funkcje poszczegdlnych tetraspanin w uwalnianiu i wychwycie matych pecherzykéw
zewnatrzkomorkowych sg zmienne, przynajmniej zaleznie od typu komarki.

Dodatkowo wykazano, ze niektére onkogeny i geny supresorowe, takie jak receptor
naskdrkowego czynnika wzrostu (ang. epidermal growth factor receptor, EGFR), p53, czy biatka RAS
i RAB, s3 rowniez zaangazowane Ww regulacje biogenezy i wydzielania pecherzykdow
zewnatrzkomérkowych z komérek nowotworowych [88, 89].

Kluczowym etapem poprzedzajagcym uwolnienie sEVs jest transport MVB i fuzja z btong
komodrkowa. Wymaga to interakcji MVB ze sktadnikami cytoszkieletu (mikrotubulami oraz aktyng),
biologicznymi motorami molekularnymi (dyneiny, kinezyny, miozyny), oraz matymi GTPazami (RAB2B,
RAB5SA, RAB7, RAB9A, RAB11, RAB17, RAB20, RAB27A, RAB27B, RAB35) [90-94]. Biatka RAB kontrolujg
zakotwiczenie MVB w btonie komérkowej. Udziat poszczegélnych GTPaz zalezy od typu komérki. Na
przyktad RAB7 w komaérkach raka szyjki macicy nie reguluje wydzielania sEVs, natomiast w komadrkach
Srddbtonka zyty pepowinowej jest do tego niezbedny [91, 95].

Ostatnim etapem jest sekrecja pecherzykéw na zewnatrz komérki na skutek fuzji MVB z btong
komdrkowa, kontrolowang przez biatka SNARE i synaptotagminy [96-98]. Wykazano réwniez, ze wzrost

poziomu wapnia stymuluje uwalnianie pecherzykéw zewnatrzkomorkowych [90, 99, 100].

1.2.3. Wychwyt matych pecherzykéw zewnatrzkomaérkowych

Wywotanie zmian fenotypowych i funkcjonalnych w komodrkach organizméw wyzszych
zachodzi poprzez ich interakcje z pecherzykami zewnatrzkomérkowymi. Oddziatywanie moze
wystepowacd na drodze: internalizacji poprzez endocytoze i wsteczng fuzje z btong endosomu, wigzania
sEVs do btony komoérkowej, lub rzadziej fuzji sEVs z btong komdrkowg i uwolnienia zawartosci

pecherzyka bezposrednio do cytoplazmy komérki biorcy (Rycina 3) [67, 101-103].
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Rycina 3. Powstawanie, uwalnianie i wychwyt matych pecherzykéw zewngatrzkomarkowych.

W pierwszej kolejnosci sEVs sg zakotwiczane w btonie komadrki biorcy, co wymaga interakcji
pomiedzy biatkami znajdujacymi sie na powierzchni pecherzykéw i receptorami w btonie komaérkowej,
takimi jak tetraspaniny, integryny, lektyny, proteoglikany, siarczan heparanu czy sktadniki macierzy
zewnatrzkomérkowej [87, 104-106]. Nastepnie moze dodatkowo nastgpic internalizacja pecherzykéw
na drodze endocytozy zaleznej od klatryny lub kaweoliny, endocytozy zaleznej od tratw lipidowych,
mikropinocytozy czy fagocytozy [101, 107, 108]. Endocytoze mogg ufatwia¢ aktynowe wypustki
komérki - filopodia, wzdtuz ktérych sEVs poruszajg sie w kierunku komorki zanim zostang
internalizowane. Kolejno pecherzyki s zamykane w endosomach, skagd moze nastepowac ich
recykling, egzocytoza lub degradacja lizosomalna. Aby tadunek sEVs mogt wywotaé funkcjonalny efekt
w komadrce musi zostaé¢ uwolniony do cytoplazmy (,,ucieczka endosomalna”). Trzecig mozliwoscig jest
fuzja sEVs z btong komérkowg i uwolnienie zawartosci pecherzykdw bezposrednio do cytoplazmy [103,
109].

Pecherzyki zewnatrzkomérkowe mogg by¢ wigzane/wychwytywane przez wszystkie komorki,
jednak czesto obserwuje sie ukierunkowany transport poprzez interakcje receptoréw
powierzchniowych miedzy sEVs, a komdrkami docelowymi. Jak pokazuja liczne badania, specyficzne
receptory na powierzchni sEVs wydzielanych przez komérki nowotworowe determinujg organotropizm

wywotanych przez nie przerzutéw [96, 105, 110, 111]. Przyktadem tego zjawiska mogg by¢ badania
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prowadzone na myszach, ktérym przez trzy tygodnie wstrzykiwano sEVs uwalniane przez ludzkie
komérki réznych typdéw nowotwordw, o sktonnosci do wywotywania przerzutéw w konkretnych
organach (mdzgu, ptucach lub watrobie). Obecne w pecherzykach integryny promowaty kolonizacje
specyficznych tkanek, dzieki czemu po wstrzyknieciu komédrek nowotworowych dochodzito do
powstania niszy pre-metastatycznej w okreslonych miejscach. Obecnos¢ integryn a6B4 i a6B1 na sEVs
determinowata powstawanie przerzutdw raka piersi do ptuc, a integryny aVB5 do watroby [112].
Z kolei mate pecherzyki zewnatrzkomdrkowe uwalniane z mysich komdrek czerniaka o wysokim
poziomie receptora czynnika wzrostu hepatocytdw (ang. hepatocyte growth factor receptor,
HGF)/Met, w wiekszym stopniu niz te o niskim poziomie HGF/Met, promowaty powstawanie
przerzutéw do ptuc po podaniu dozylnym myszom [113].

Dystrybucja pecherzykdw zewnatrzkomérkowych w organizmie jest zalezna od Zrddta
z ktorego sie wywodzg, a takze drogi podania. Przyktadowo, pecherzyki izolowane z ludzkich komaérek
nerki wstrzykiwane myszom dootrzewnowo i podskdrnie w mniejszym stopniu ulegaty akumulacji
w watrobie i Sledzionie, a w wiekszym stopniu w trzustce i przewodzie pokarmowym, w poréwnaniu
do sEVs podawanych dozylnie [114]. Istnieje rowniez komunikacja autokrynna. Zauwazono, ze sEVs
uwalniane przez komorki czerniaka u myszy byty ponownie wychwytywane przez nie same zwiekszajac

wzrost guza [115, 116].

[.2.4. Funkcje matych pecherzykéw zewnatrzkomadrkowych

Pierwotnie odkryta funkcjg matych pecherzykéw zewnatrzkomadrkowych byto pozbywanie sie
zbednych substancji z komérki, na przyktad receptoréw transferryny podczas dojrzewania
retikulocytow do erytrocytdw [51]. Proces ten zapewnia stabilnos¢ srodowiska cytoplazmatycznego
i zapobiega wykonywaniu funkcji przez niepozgdane czasteczki. W ten sposdb komaérki pozbywajg sie
btednie sfatdowanych, lub niepotrzebnych biatek, czy nieprawidtowego RNA. Wydzielanie kwaséw
nukleinowych z komoérki poprzez seEVs jest tez sposobem regulacji ekspresji gendw, aby zapobiec
powstawaniu nadmiernej ilosci biatek. Natomiast sekrecja sEVs zawierajgcych miRNA jest sposobem
regulacji stosunku miRNA do mRNA w komdérce [117]. Mate pecherzyki zewnatrzkomérkowe pomagaja
takze w utrzymaniu homeostazy poprzez redukcje lub usuwanie sygnatow, ktére zostaty juz wykryte
przez komérke, a ich nadmiar mogtby by¢ zbedny, lub szkodliwy [118].

Najpowszechniej badang funkcjg matych pecherzykédw zewnatrzkomérkowych jest ich
posredniczenie w komunikacji miedzykomdérkowej poprzez przekazywanie informacji w postaci
czasteczek biologicznych. Upakowanie kwaséw nukleinowych, lipidéw i biatek w sEVs chroni je przed
degradacjg i rozproszeniem w przestrzeni zewnatrzkomdrkowej, a utatwia ich transport na duze
odlegtosci, np. w krwioobiegu. W zaleznosci od przenoszonego fadunku, sEVs sg zaangazowane
w rézne procesy fizjologiczne, takie jak przekazywanie sygnatow, wzrost i rdznicowanie komarek,
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regulacja metaboliczna, embrio- i organogeneza, regeneracja tkanek, czy modulacja uktadu
odpornosciowego. W matych pecherzykach zewnatrzkomérkowych pochodzacych z réznych typdéw
komérek zidentyfikowano okoto 10 000 biatek, 1116 lipidow, 3400 czgsteczek mRNA i 2800 czgsteczek
miRNA, co wskazuje na ich duzg heterogennos¢ i potencjalng réznorodnos¢ funkcjonalng
(exocarta.org, stan na 01.09.24) [119, 120]. Na skutek transferu kwaséw nukleinowych, np. miRNA
moze dojs¢ do zmiany ekspresji gendw, czy translacji egzogennego mRNA [56, 121-123]. Mate EVs
przenoszg réwniez biatka, takie jak czynniki wzrostu, cytokiny, integryny czy tetraspaniny [88].

Mate pecherzyki zewngtrzkomdrkowe sg regulatorami fizjologicznej homeostazy, jednak
uczestniczg takze w procesach patologicznych, m.in. chorobach neurodegeneracyjnych, chorobach
uktadu krazenia, infekcjach, czy nowotworach. W przypadku nowotwordw mechanizmy dziatania seVs
obejmujg wszystkie stadia onkogenezy i jego progresji od proliferacji i migracji komoérek, angiogenezy,
inwazji, po przerzutowanie. Pecherzyki zewnatrzkomdérkowe sg przekaznikami informacji miedzy
komérkami nowotworowymi, komoérkami mikrosrodowiska guza i komdrkami prawidtowymi.
Uczestniczg w ucieczce immunologicznej, angiogenezie, powstawaniu niszy premetastatycznej oraz
przyczyniajg sie do rozwoju lekoopornosci (Rycina 4) [34]. Dane literaturowe wskazujg, ze komérki
nowotworowe uwalniajg wieksze ilosci sEVs, niz komadrki prawidtowe, a ich kompozycja jest odmienna.

Dodatkowo pecherzyki nowotworowe sg czesto wieksze niz sEVs z komaorek prawidtowych [124].
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Rycina 4. Schemat przedstawiajgcy procesy, w ktdrych uczestniczg nowotworowe mate pecherzyki

zewnatrzkomorkowe.
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Mate pecherzyki zewngtrzkomdrkowe przyczyniajg sie do modyfikacji macierzy
zewnatrzkomorkowej w mikrosrodowisku guza, wigzg sie do jej sktadnikdw przez receptory adhezyjne
i uwalniajg proteinazy, w tym metaloproteinazy macierzy (ang. matrix metalloproteinases, MMPs)
i katepsyny, powodujgc degradacje biatek takich jak kolagen, laminina czy fibronektyna, co utatwia
migracje komoérek nowotworowych [125, 126]. Ponadto, sEVs wspierajg powstawanie naczyn
krwionos$nych na drodze transferu zwigzkow takich jak czynnik wzrostu srédbtonka naczyniowego (ang.
vascular endothelial growth factor, VEGF), MMP, czy proangiogennych mRNA i miRNA do komdérek
srodbtonka [127, 128].

Przyktadami, ktére dobrze ilustrujg udziat sEVs w migracji i inwazji komoérek nowotworowych
oraz w procesie angiogenezy sg badania na komérkach czerniaka. Wykazano, ze sEVs uwalniane
z komérek czerniaka migrowaty do weztéw wartowniczych, nastepnie rekrutowaty i wiezity tam
komorki czerniaka poprzez zmiane ekspresji gendw zwigzanych z migracjg (m.in. stabiliny-1, integryny
av) i modyfikacjg macierzy zewngatrzkomérkowej (m.in. lamininy i kolagenu). Na skutek wywotanej
zwiekszonej ekspresji proangiogennych gendw, takich jak VEGF czy TNF-a, w weztach chtonnych, sEVs
promowaty powstawanie przerzutéw czerniaka [129]. Inne badania pokazaty, ze biatko sygnatowe
WNT5A (nalezace do szlaku sygnalizacyjnego Wnt) indukowato zalezne od jondw wapnia uwalnianie
matych pecherzykdow zewngtrzkomdrkowych zawierajgcych immunomodulujgce i proangiogenne
czynniki, takie jak: interleukina 6 (IL-6), VEGF i MMP2 z komdrek czerniaka [130]. Z kolei obecnos¢
receptora dla urokinazowego aktywatora plazminogenu (ang. urokinase-type plasminogen activator
receptor, uUPAR) w sEVs z komodrek czerniaka promowato angiogeneze ze wzgledu na zwiekszanie
poziomu VE-kadheryny, EGFR i uPAR i aktywacje ERK1/2 w komdrkach $rédbtonka naczyniowego in
vitro i in vivo [131].

Kolejnym pro-nowotworowym dziataniem sEVs jest ich udziat w tworzeniu niszy
premetastatycznej. Wykazano, ze komorki czerniaka dajgce przerzuty do mézgu i ptuc w mysim modelu
wydzielaty pecherzyki wychwytywane przez fibroblasty ptuc oraz astrocyty. Pecherzyki te byty zrédtem
MRNA zwiekszajgcego ekspresje cytokin i chemokin prozapalnych w fibroblastach i astrocytach, co
przyczynito sie do tworzenia srodowiska utatwiajgcego powstawanie przerzutéw w ptucach i mézgu
[132].

Mate pecherzyki zewnatrzkomérkowe wydzielane przez komérki nowotworowe modulujg
mikrosrodowisko guza oraz funkcjonowanie komérek prawidtowych na skutek transferu czynnikéw
onkogennych. Przyktadowo, sEVs z komédrek czerniaka zawieraty onkogenny Met, ktéry promowat
powstawanie przerzutdw z guzéw pierwotnych u myszy na skutek zmiany fenotypu komdrek
progenitorowych ze szpiku kostnego. Komaérki te nabywaty cech, ktdre sprzyjaty powstawaniu nowych
naczyin krwionosnych oraz przerzutdw [133]. Wykazano rdéwniez, ze mate pecherzyki

zewnatrzkomorkowe z komérek czerniaka promujg zmiane fenotypu prawidtowych melanocytéw.
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Transfer miRNA let-7i i miR-106b-5p w pecherzykach aktywowat szlak sygnatowy MAPK/ERK, co
skutkowato zmiang funkcjonowania melanocytdw, przypominajgcg przejscie epitelialno-
mezenchymalne [134, 135]. Z kolei pecherzykowy transport dtugiego niekodujgcego RNA Gm26809
z komodrek czerniaka do fibroblastow wywotat ich transformacje do fibroblastow zwigzanych
z nowotworem i zwiekszyt ich migracje [136]. Inne badania pokazaty, ze transfer miR-21
w pecherzykach uwalnianych przez komérki czerniaka zwiekszyt poziom MMP2 i MMP9
w fibroblastach oraz zmniejszyt poziom inhibitora metaloproteinaz TIMP3, co skutkowato zwiekszong
inwazyjnoscig komadrek [137]. Istotng funkcjg sEVs w progresji nowotworu jest takze przekazywanie
sygnatéw promujgcych migracje i przerzutowanie z bardziej do mniej inwazyjnych komdrek
nowotworowych. Dodanie sEVs uwalnianych z komérek czerniaka wywotujgcego przerzuty do hodowli
komodrek mniej agresywnych powodowato nasilenie ich migracji [138].

Jak pokazujg liczne badania, nowotworowe mate pecherzyki zewngtrzkomdrkowe uczestniczg
w immunosupresji miejscowo w mikrosrodowisku guza oraz, dzieki obecnosci w krwioobiegu i ptynach
ustrojowych, oddziatujg na krgzace we krwi komodrki odpornosciowe. Nowotworowe sEVs petnig
immunosupresyjng role bezposrednio (dostarczajgc sygnat/tadunek hamujacy przeciwnowotworowg
aktywnos¢ komorek) lub posrednio (poprzez zmiane rdznicowania sie komérek, ktére nastepnie
hamujg funkcjonowanie innych komadrek). Liczne badania potwierdzity udziat sEVs w hamowaniu
proliferacji, aktywacji i cytotoksycznosci limfocytéw T efektorowych oraz komérek NK (ang. Natural
Killer). Ograniczajg takze dojrzewanie i réznicowanie komérek dendrytycznych. Z drugiej strony,
promujg roznicowanie i ekspansje limfocytow T regulatorowych i komodrek supresorowych
pochodzenia mieloidalnego [139].

Przyktadem immunosupresyjnego dziatania nowotworowych sEVs sg obserwacje dokonane na
komadrkach czerniaka, ktére wydzielaty sEVs zawierajace PD-L1 i IL-10, co prowadzito do zahamowania
odpowiedzi odpornosciowej limfocytéw T CD8* [140, 141]. Inne badania pokazaty, ze sEVs tego
nowotworu transportowaty czgsteczki gtéwnego kompleksu zgodnosci tkankowej klasy | (ang. major
histocompatibility complex class |, MHC klasy |) do komadrek prezentujgcych antygen, jednoczesnie
zmniejszajac poziom czgsteczek CD86 i CD40 (stymulujgcych réznicowanie i proliferacje limfocytow T),
a zwiekszajac produkcje IL-6 w komdrkach dendrytycznych. Dodatkowo transfer immunosupresyjnego
TGF-B hamowat proliferacje limfocytow T. Potgczenie transportu kompleksow MHC | z cytokinami
immunosupresyjnymi skutkowato nabyciem antygenowo-specyficznej tolerancji w komadrkach
czerniaka [142]. Badania proteomiczne matych pecherzykéw zewngtrzkomorkowych z osocza
pacjentow z czerniakiem oraz zdrowych dawcéw pokazaty, ze zwiekszony poziom
immunosupresyjnych biatek byt skorelowany z wystepowaniem nowotworu [143].

Na sekrecje pecherzykéw przez komadrki mikrosrodowiska guza istotny wptyw majg panujace

tam niekorzystne warunki, a przede wszystkim niskie pH i niskie stezenie tlenu. Wykazano, ze
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niedotlenienie (hipoksja) ma kluczowe znaczenie w sortowaniu tadunku i stymulacji uwalniania sEVs
z komdrek nowotworowych i nienowotworowych, poprzez m.in. blokowanie degradacji lizosomalnej
MVB i promowanie fuzji MVB z btong komdrkowa. Dodatkowo, mate pecherzyki zewngtrzkomdrkowe
wydzielane przez komdrki mikrosrodowiska guza w warunkach o ograniczonym dostepie tlenu moga
przyczyniaé¢ sie do angiogenezy, lekoopornosci, czy nabrania cech komdrek macierzystych przez
komérki nowotworowe (ang. stemness) [144-147]. W przypadku czerniaka wykazano, ze poziom
miRNA w sEVs uwalnianych z komérek bedgcych w hipoksji znaczaco réznit sie, w poréwnaniu do
komérek w normoksji. Zaobserwowano miedzy innymi ponad dwukrotnie wiecej onkogennego miR-
494, ktdéry promuje wzrost guza i przerzutowanie in vivo, a jego zwiekszony poziom w sEVs z surowicy
pacjentéw jest skorelowany z wystepowaniem choroby [148, 149].

Kwasowe mikrosrodowisko guza jest réwniez istotnym elementem pobudzajgcym komérki do
uwalniania sEVs i regulujgcym ich zawartos¢. Badania potwierdzajg, ze komérki czerniaka w nizszym
pH wydzielajg wiecej pecherzykéw zewnatrzkomdrkowych [150]. Opisano réwniez, ze sEVs z komédrek
czerniaka zakwaszaty srodowisko zewnatrzkomdrkowe wywotujgc zwiekszong glikolize tlenowa
i zmniejszajgc fosforylacje oksydacyjng w prawidtowych fibroblastach skérnych poprzez transfer miR-
155 i miR-210, co sprzyjato powstawaniu niszy pre-metastatycznych [151]. Ponadto opornos¢ na
cisplatyne w ludzkich komadrkach czerniaka in vitro oraz ksenograftach u myszy byta spowodowana
spadkiem pH oraz wydalaniem chemioterapeutyku w formie sEVs [152]. Co ciekawe, w komérkach
czerniaka w niskim pH oprécz wzrostu ilosci wydzielanych pecherzykéow wystepowat réowniez ich
nasilony wychwyt na drodze fuzji membranowej, co mogto by¢ spowodowane zwiekszong sztywnoscig
oraz zmiang sktadu lipidowego sEVs. Dodatkowo, pecherzyki te transferowaty kaweoline-1, ktéra

uznawana jest za czynnik zaangazowany w progresje czerniaka [153].

1.2.5. Zastosowanie matych pecherzykéw zewngtrzkomadrkowych w diagnostyce i terapii

Mate pecherzyki zewnatrzkomérkowe sg obecne w krwi, osoczu, moczu, ptynach: mézgowo-
rdzeniowym, otrzewnowym i owodniowym, slinie, spermie, z6tci, tzach i mleku. Z tego powodu mogg
by¢ biomarkerami stosowanymi do wczesnego wykrywania chordéb, ich diagnozy oraz stanowic czynnik
prognostyczny pozwalajgcy na oszacowanie odpowiedzi terapeutycznej, monitorowania efektéow
leczenia i wystgpienia skutkédw ubocznych [154, 155]. Badania proteomiczne sEVs pochodzacych
z osocza pacjentdow z czerniakiem pozwolito na wyrdznienie licznych biatek, ktérych poziom byt
zwiekszony lub zmniejszony w pordéwnaniu do sEVs z osocza zdrowych dawcdédw. Ponadto, profil
biatkowy rdznit sie pomiedzy prébami od pacjentéw z czerniakiem niewykrywalnym po leczeniu, oraz
tych z postepujgca choroba. Do biatek, ktérych podwyzszony poziom w sEVs uznawany jest za czynnik
prognostyczny nalezg Alix, S100B, MIA, TGF-B1, TYRP2, VLA4, HSP70, HSP90, MET, CD63 czy kaweolina-
1[133, 156-158].
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Ze wzgledu na role sEVs w progresji nowotworu, zahamowanie ich wydzielania stanowi
interesujacy strategie leczenia. Mezoporowate nanoczgstki krzemionkowe stosowano w celu usuniecia
sEVs wydzielanych przez komdrki niedrobnokomdérkowego raka ptuc w mysim modelu. Dodatnio
natadowane nanoczastki wigzaty sie specyficznie do EGFR, obecnego na powierzchni sEVs
w krwioobiegu, a nastepnie byly internalizowane przez komérki watroby oraz wydzielane do uktadu
pokarmowego. Znaczgco zahamowato to powstawanie przerzutéw in vivo [159].

Znane s3 tez substancje chemiczne, ktére sg inhibitorami wydzielania matych pecherzykéw
zewnatrzkomorkowych. Do najczesciej stosowanych nalezg GW4869 i cambinol ktére hamujg
neutralng sfingomielinaze blokujac niezalezne od ESCRT, ceramido-zalezne pgczkowanie wewnatrz
ciatka wielopecherzykowego [115, 160, 161]. Manumycyna A i tipifarnib hamujg dziatanie
farnezyltranferaz, zapobiegajac aktywacji Ras, co blokuje biogeneze sEVs zalezng od ESCRT [162, 163].
Nexinhib 20, inhibitor egzocytozy neutrofilowej hamowat interakcje pomiedzy biatkiem RAB27A, a jego
biatkiem efektorowym, egzofiling-7, co ostabito wydzielanie ziarnistosci neutrofili w mysim modelu
[164]. Liczne badania roli matych pecherzykéw zewnatrzkomaérkowych in vitro i in vivo odbywaty sie
wiasnie poprzez stosowanie inhibitoréw i obserwacje efektow zahamowania biogenezy i uwalniania
sEVs. Stosowanie tipifarnibu w potgczeniu z chemioterapeutykiem- tamoksyfenem zahamowato
proliferacje komadrek raka piersi i wzrost guza u myszy [165]. Podanie GW4869 zwiekszyto skutecznosé¢
leczenia inhibitorem anty-PD-L1 w mysim modelu raka piersi [166]. Co ciekawe, GW4869 nie wptynat
na ilos¢ uwalnianych pecherzykéw w badaniach na liniach komdrkowych raka prostaty, co sugeruje, ze
w zaleznosci od typu komdérek inne szlaki sg zaangazowane w wydzielanie sEVs [167, 168].

W latach 2000-2020 stosowanie sEVs byto podstawg ponad 500 amerykanskich patentéw
[169]. Zarejestrowano do tej pory prawie 600 badan klinicznych (clinicaltrials.gov). Wiekszo$¢ z nich
bazuje na diagnostycznym zastosowaniu sEVs, pozostate zas w kontekscie terapeutycznym. Mate
pecherzyki zewnatrzkomoérkowe sg badane w kierunku leczenia m.in. nowotwordéw, COVID-19, chordb
skory, uktadu pokarmowego, miesniowo-szkieletowego czy okulistyce [170]. Obecnie na rynku
amerykanskim komercyjnie dostepne sg testy pozwalajace na diagnoze raka prostaty i ptuc poprzez

badanie sEVs odpowiednio z moczu i osoczu [171, 172].

|.3. RAB27

Biatka RAB po raz pierwszy w komadrkach ssakéw zidentyfikowano w mdzgu szczura, stad ich
nazwa - ang. ,,Ras-related in brain” (biatka w mdzgu zwigzane z RAS). Sg to mate GTPazy, stanowigce
najwiekszg podgrupe nadrodziny biatek RAS, u ssakéw kodowane przez okoto 70 gendéw. Biatka te
zazwyczaj cechujg sie niskg masg czagsteczkowgy, okoto 20-30 kDa, jednak istniejg takze wieksze GTPazy

z tej rodziny, o masie w zakresie 70-150 kDa. Wspdlng funkcjg biatek RAB jest regulacja
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wewnatrzkomdérkowego transportu pecherzykowego w wielu typach komérek. RAB27 budzi
szczegblne zainteresowanie, ze wzgledu na jego udziat w licznych procesach fizjologicznych
i atologicznych w organizmie cztowieka [173-175].

Wyrdznia sie dwie izoformy RAB27- RAB27A oraz RAB27B, kodowane przez rézne geny, jednak
o identycznosci aminokwaséw w 71%. Aktywnos¢ biatek RAB, podobnie jak innych GTPaz, jest
regulowana przez przetgczanie pomiedzy stanem aktywnym, zwigzanym z guanozyno-5'-difosforanem
(ang. guanosine 5-diphosphate, GDP), oraz nieaktywnym, zwigzanym z guanozyno-5'-trifosforanem
(ang. guanosine 5-triphosphate, GTP). Zmiane tg koordynujg biatka aktywujgce GTPaze (ang. GTPase-
activating protein, GAP) oraz czynniki wymiany nukleotydéw guaninowych (ang. guanine nucleotide
exchange factor, GEF). RAB27A i RAB27B w formie aktywnej, zwigzanej z GTP, oddziatujg z wieloma

biatkami efektorowymi w celu przeprowadzania proceséw biologicznych (Rycina 5) [176, 177].
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Rycina 5. (A) Schemat aktywacji/inaktywacji RAB27. (B) Biatka efektorowe oddziatujgce z RAB27
zwigzanym z GTP. SHD - domena homologiczna Slp, wigzgca RAB27, z/bez domeng palca cynkowego.
RBD - domena wigzaca RAB27, inna od SHD. C2A/B - domeny wigzgce fosfolipidy. MBD - domena
wigzgca miozyne. ABD - domena wigzaca aktyne. MHD - domena homologiczna Munc. KIND - domena

wigzgca formine. WH2 - klaster domen wigzacych G-aktyne.

Do tej pory u ssakow zidentyfikowano dwanascie czgsteczek uznawanych za biatka efektorowe
zwigzanych z GTP RAB27. Jedynym znanym efektorem nieaktywnego, zwigzanego z GDP, RAB27 jest
koronina-3. Interakcje RAB27 z efektorami rdznig sie w zaleznosci od typu komarki i petnionej funkcji.

Niekiedy jedna izoforma RAB27 kompensuje nieobecnos¢ drugiej, prawdopodobnie poprzez zdolnos¢
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wigzania tych samych biatek efektorowych. Jednak obie izoformy mogg posiadac rézne role, czasem
nawet w jednej komdrce. Wspétistnienie kilku biatek efektorowych w tej samej komdrce moze

skutkowac wigzaniem sie RAB27 do kilku z nich réwnolegle, lub sekwencyjnie [176-178].

[.3.1. Funkcje RAB27

RAB27A i RAB27B uczestnicza w licznych procesach biologicznych zaréwno w warunkach
fizjologicznych, jak i patologicznych. Transport btonowy pecherzykdw wydzielniczych jest procesem
umozliwiajgcym uwalnianie czgsteczek z komérek do srodowiska zewnatrzkomérkowego. Egzocytoza
tych matych organelli w réznych typach komédrek podlega precyzyjnej regulacji przez RAB27 i jego
biatka efektorowe [179]. Jedng z najbardziej znanych funkcji RAB27A jest transport organelli
pigmentowych w komdrkach produkujgcych melanine. Obecnosé tej GTPazy jest niezbedna do
transportowania melanosoméw do wypustek dendrytycznych melanocytéw. Proces ten jest
regulowany przez tréjcztonowy kompleks, sktadajgcy sie zRAB27A, biatka efektorowego - melanofiliny
(Slac-2-a) i biatka motorycznego - miozyny Va. N-koricowa domena melanofiliny wigze zakotwiczony
w btonie melanosomu RAB27A, z kolei C-koricowa domena t3czy go z miozyng Va. Dodatkowo RAB27A
rekrutuje do melanosomu nukleatory aktyny SPIRE1/2, ktére oddziatujgc z forming-1 powoduja
tworzenie sieci z wtdkien aktyny. Domena motoryczna miozyny Va rozprasza melanosomy wzdtuz
Sciezek aktynowych, od btony melanosoméw do obrzezy komdrki [180-182]. Mutacje RAB27A, gendw
kodujgcych miozyne V, lub melanofiline odpowiadajg za powstanie syndromu Griscelli, choroby
dziedziczonej autosomalnie recesywnie. Z powodu zaburzonego transportu melanosoméw
w melanocytach chorobe cechuje wystepujgcy w skoérze i wiosach albinizm. Typ 2 syndromu Griscelli,
wywotany mutacjg RAB27A, jest chorobg $miertelng, objawiajgcg sie wrodzonym niedoborem
odpornosci, limfohistiocytozg hemofagocytows i zaburzeniami neurologicznymi [183].

Do innych proceséw kontrolowanych przez RAB27 nalezg uwalnianie neurotransmiteréw
poprzez egzocytoze pecherzykdw synaptycznych oraz egzocytoza ziarnistosci z neutrofilow, komérek
tucznych, komérek NK, ptytek krwi i limfocytéw T [184-189]. Jednak najczesSciej badang funkcjg RAB27
jest regulacja uwalniania matych pecherzykéw zewngtrzkomadrkowych. Ostrowski i wsp. [91] po raz
pierwszy opisali, ze w komadrkach raka szyjki macicy linii HeLa RAB27A i RAB27B petnig oddzielne,
jednak kluczowe funkcje w sekrecji sEVs poprzez oddziatywanie z efektorami, odpowiednio egzofiling-
2 (Slp4) i egzofiling-5 (Slac-2-b). Autorzy publikacji wnioskujg, ze RAB27A kontroluje dokowanie i fuzje
ciatek wielopecherzykowych z btong komérkowa. Natomiast RAB27B prawdopodobnie kieruje MVB do
zewnatrz komérki poprzez wigzanie go do biatka motorycznego.

Udziat RAB27A i/lub RAB27B w sekrecji sEVs potwierdzono poprzez wyciszenie ich ekspresji
w licznych badaniach, na wielu typach komdrek prawidtowych oraz nowotworowych, co opisano

w tabeli 4. Nalezy jednak zauwazy¢, ze efekt ten nie byt obecny we wszystkich rodzajach komorek,
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m.in. w czerniaka, raka nerki czy komdrkach embrionalnych nerki [81, 190, 191]. Co ciekawe, istniejg

badania pokazujgce, ze wyciszenie ekspresji RAB27B spowodowato odwrotny skutek - zwiekszong

liczbe sEVs uwalnianych przez komérki raka prostaty oraz raka watroby [192, 193].

Tabela 4. Przeglad badan wptywu wyciszenia RAB27A i/lub RAB27B na uwalnianie sEVs.

RAB

RAB27A

RAB27A

RAB27A
RAB27B

RAB27A

RAB27B

RAB27A

RAB27A

RAB27A

RAB27A

RAB27A

RAB27A

RAB27A

RAB27A

RAB27A

RAB27A

RAB27A

Metoda
wyciszenia

Knockdown
(shRNA)

Knockdown
(shRNA)

Knockdown
(shRNA)

Nokaut
(CRISPR)

Nokaut
(CRISPR)

Nokaut
(CRISPR)

Knockdown
(siRNA)

Nokaut
(CRISPR)

Nokaut
(CRISPR)
Knockdown
(rybozym)

Knockdown
(siRNA)

Knockdown
(siRNA)

Knockdown
(siRNA)

Nokaut
(CRISPR)

Nokaut
(CRISPR)

Model badawczy

Komorki czerniaka
B16-F10, SkMel28

Komorki czerniaka
WM35, A375

Komorki raka szyjki
macicy Hela

Komorki raka jajnika
OVCAR8

Komorki raka
prostaty PC3
Komérki raka
watroby SMMC7721,
PLC/PRF/5

Komérki raka
watroby MHCC97H

Komorki glejaka U87
MG

Komorki raka piersi
MDA-MB-231
Komorki raka
prostaty Dul45 cells
Komorki raka jelita
grubego SW480,
SW620, HCT116
Komorki srédbtonka
zyty pepowinowej
HUVEC-TIE2-L914F
Mysie komérki
nabtonka kanalikow
nerkowych

Mysz KO -
progenitorowe
komorki srédbtonka
Mysz KO z
niedokrwieniem

Wptyw na sEVs

Spadek liczby sEVs o
~50%

Spadek poziomu CD63,
CD9, TSG101 o ~60-
90%

Spadek liczby sEVs o
~50%

Spadek liczby sEVs o
~50%

Prawie catkowity brak
SEVs

Prawie catkowity brak
SEVs CD63+

Spadek poziomu CD63,
TSG101 o0 ~50%

Spadek poziomu CD63,
TSG101, Alix o ~50%
Prawie catkowity brak
SEVs (NTA), spadek
poziomu CD63 o0 ~50%

Spadek liczby sEVs o ~%

Prawie catkowity brak
sEVs (TSG101, Alix)

Spadek poziomu CD9,
CD63 0 ~50%

Spadek liczby sEVs o ~%

Prawie catkowity brak
sEVs (Alix, CD63, CD81)

Spadek liczby sEVs o
~50% (NTA), brak
réznic CD63, CD9

Spadek liczby sEVs o ~%
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Metoda
oceny ilosci
SEVs
Stezenie
biatka

WB
Stezenie

biatka, FACS,
WB

NTA

NTA, WT

WB

Stezenie
biatka, WB

NTA, WB

NTA

Stezenie
biatka, WB

WB

NTA
WSB, test
kolorymetry-

czny EXOCET

NTA, WB

NTA, WB

Zrédta

[133]

[149]

[91]

[194]

[167]

[195]

[196]

[197]

[198]

[199]

[200]

[201]

[202]

[203]

[204]



madzgu - tkanka

madzgowa
RAB27A Knockdown . . Spadek liczby sEVs o o
(shRNA) Komorki mysie raka ~50% Stezenie [205]
RAB27B Knockdown = sutka TS/A, 4T1 Brak zmian biatka, WB
(shRNA) y
Nokaut Mysz KO - komorki Prawie catkowity brak
RAB27A/B (CRISPR) Treg SEVs CD63+ ELISA, FACS | [206]
L . Test
e MO MO L SIS 850 onmery. (07
P g ° czny EXOCET
Knockdown Komoérki czerniaka Brak zmiany liczby Stezenie
(shRNA) WM164, WM983C sEVs, spadek poziomu biatka,
RAB27A . . 191
Nokaut Komorki czerniaka CD9, wzrost poziomu NanoSight, [151]
(CRISPR) B16-F10 CD63, TSG101 WB
Knockdown = Komérki raka nerki Brak zmian poziomu
RAB27B (SIRNA) A48 D63 ELISA [190]
Nokaut Komorki Brak zmian liczby sEVs i
RAB27A (CRISPR) embrionalne nerki poziomu CD63, CD9, NTA, WB [81]
HEK293 CD81
RAB27A Knockdown Komorki raka Brak zmian
RAB27B (SIRNA) prostaty Wzrost liczby sEVs o NTA [192]
PC3 cells ~25%
Knockdown ' Komérki raka Wzrost liczby sEVs o
RAB27B (shRNA) watroby Bel7402 ~25% NTA [193]

Badania prowadzono na komérkach ludzkich, jesli nie podano inaczej. FACS - cytometria przeptywowa
(ang. Fluorescence Activated Cell Sorting); NTA - analiza Sledzenia nanoczastek (ang. Nanoparticle

Tracking Analysis); WB - Western blotting

Zaburzenia funkcji RAB27 zwigzane sg z wystepowaniem licznych schorzen, takich jak choroby
neurodegeneracyjne, cukrzyca, mukowiscydoza, zespét suchego oka, przewlekte stany zapalne, astma,
alergia, czy nowotwory [176]. Jak pokazujg liczne badania, RAB27 uczestniczy w progresji nowotworéw
na wielu poziomach. Doswiadczenia na komodrkach lub modelach zwierzecych rdinych typow
nowotwordw wykazaty, ze wyciszenie RAB27A i/lub RAB27B skutkuje ograniczeniem proliferacji,
migracji i inwazji komdrek nowotworowych a takze hamuje wzrost guza, powstawanie przerzutdw,
chemioopornos$¢iimmunosupresje [208]. Jest to spowodowane miedzy innymi zmniejszeniem sekrecji
SEVs, ktére obserwowano w komdrkach czerniaka [133] i innych nowotworéw ztosliwych: jajnika [194],
maozgu [209], pecherza [210], piersi [205], ptuc [211], prostaty [167], szyjki macicy [91], watroby [195],
czy zotadka [212].

Pierwsze dane wskazujgce na udziat RAB27 w biologii nowotwordéw zostaty przedstawione
przez Bobrie i wsp. [205] w 2012 roku. Mysie, inwazyjne (linia 4T1) i nieinwazyjne (linia T/S) komaorki
raka sutka wydzielaty o potowe mniej seVs na skutek knockdownu RAB27A, podczas gdy wyciszenie

RAB27B nie wywotato takiego efektu. Gdy komarki linii przerzutowej 4T1 z knockdownem RAB27A
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wstrzyknieto podskérnie myszom nastgpit wolniejszy wzrost guza oraz mniejsza ilos¢ przerzutéw do
ptuc, niz przy podaniu komdérek niezmodyfikowanych. Co ciekawe, knockdown RAB27A w komdrkach
linii TS/A nie spowalniat rozwoju nowotworu. Dodatkowo, wyciszenie ekspresji RAB27A w obu liniach
skutkowato zmniejszeniem wydzielania czgsteczek rozpuszczalnych, m.in. metaloproteinaz, czynnika
wzrostu granulocytéw i chemokin MCP-1 i RANTES. Wyniki te wskazujg na udziat RAB27A
w promowaniu progresji raka sutka w dwojaki sposdb, poprzez stymulowanie uwalniania zaréwno
matych pecherzykéw zewnatrzkomdrkowych, jak i substancji rozpuszczalnych.

Rola RAB27 w czerniaku pozostaje niejednoznaczna. Knockdown RAB27A w mysich (B16-F10)
i ludzkich (SkMel28) komadrkach czerniaka zmniejszyt o potowe liczbe wydzielanych sEVs, a takze
zahamowat sekrecje osteopontyny, ptytkopochodnego czynnika wzrostu i tozyskowego czynnika
wzrostu. Ponadto, powstate po wstrzyknieciu tych komérek myszom guzy oraz przerzuty do ptuc byty
mniejsze, niz po podaniu komodrek czerniaka typu dzikiego [133]. Wyciszenie ekspresji RAB27A
w ludzkich komdrkach czerniaka linii A375 i WM35 réwniez ograniczyto uwalnianie seVs, co skutkowato
zahamowaniem pecherzykowego transportu miR-494 i zmniejszyto migracje komérek oraz wywotato
apoptoze in vitro. Dodatkowo, po iniekcji komdrek A375 z wyciszeniem RAB27A u myszy obserwowano
mniejszy wzrost guza i ograniczenie powstawanie przerzutdow do ptuc, w poréwnaniu do ksenograftéw
z komoérek niemodyfikowanych [149]. Przeciwstawne wnioski wysnuli Guo i wsp. [191] na podstawie
badan nad ludzkimi (WM164, WM983C) i mysimi (B16-F10) komérkami czerniaka. Badacze nie
zaobserwowali zmniejszenia liczby uwalnianych sEVs pod wptywem wyciszenia ekspresji RAB27A.
Mimo to nastgpito ograniczenie inwazji komédrek in vitro, a takze ograniczenie wzrostu guza
i przerzutéw do weztéw chtonnych u myszy. Wyniki te pozostawiajg wiec watpliwosci, co do wptywu
RAB27A na sekrecje sEVs w komédrkach czerniaka.

Ze wzgledu na swojg role w progresji nowotwordéw, RAB27A oraz RAB27B stanowig czynnik
prognostyczny, skorelowany z wystepowaniem choroby lub jej charakterystycznymi cechami kliniczno-
patologicznymi. Wzrost poziomu RAB27A lub RAB27B wykryto w tkankach wielu typéw nowotworéw,
w porédwnaniu do otaczajacych tkanek prawidtowych i byt on skorelowany z wystepowaniem
przerzutéw, bardziej zaawansowanym stadium nowotworu i gorszymi rokowaniami pacjentow.

Przyktady takich badan przedstawiono w tabeli 5.
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Tabela 5. Przyktady badan wskazujgcych na zwigzek zwiekszonego poziomu RAB27 w tkance

nowotworowej i progresji nowotworu.

Typ RAB Korelacja ze wzrostem poziomu RAB27 Zrédta
nowotworu
Czerniak RAB27A  Obecnos¢ nowotworu, zaawansowane stadium, nizsza [191]
przezywalnos¢
Rak pecherza RAB27A, Zaawansowane stadium, inwazja miesni, nizsza [210,
RAB27B  przezywalnos¢ 213]
Rak piersi RAB27B = Obecnos¢ nowotworu [214]
RAB27B  Przerzuty do weztéw chtonnych, zaawansowane stadium, [215,
nizsza przezywalnos¢ 216]
Rak jelita RAB27B  Przerzuty do weztéw chtonnych i odlegte, zaawansowane [217]
grubego stadium, nizsza przezywalnos¢
Rak przetyku RAB27A, Zaawansowane stadium, nizsza przezywalnosc [218]

RAB27B
Rak zotadka RAB27B  Zaawansowane stadium, przerzuty do weztéw chtonnych, [212]
nizsza przezywalnos¢

Biataczka RAB27B  Nizsza przezywalnosc [219]

Rak watroby RAB27A, Woystgpienie choroby, zaawansowane stadium, nizsza [220,
RAB27B  przezywalnosc 221]

Rak ptuc RAB27A, Odlegte przerzuty, nizsza przezywalno$¢ [222]
RAB27B

Glejak RAB27A  Zaawansowane stadium, nizsza przezywalnosc [223]

Rak jajnika RAB27B @ Zaawansowane stadium, przerzuty do weztéw chtonnychi  [224]

odlegte, nizsza przezywalnosc

Rak trzustki RAB27A, Odlegte przerzuty, nizsza przezywalnos$¢ [225,
RAB27B 226]

Rak nerki RAB27A, Woystapienie choroby, nizsza przezywalno$¢ [190,
RAB278B 227]

Nalezy jednak doda¢, ze istniejg tez doniesienia wskazujgce na odwrotng korelacje. Nizszy
poziom RAB27A lub RAB27B w tkance nowotworowej byt zwigzany z gorszymi rokowaniami pacjentéw
z rakiem pecherza, jelita grubego lub prostaty [192, 220, 228]. Podsumowujgc, RAB27A i RAB27B
bezsprzecznie petnig istotne funkcje w progresji nowotworu, zaréwno poprzez wptyw na uwalnianie
matych pecherzykéw zewngtrzkomdrkowych, a takie stymulujgc uwalnianie pro-nowotworowych

czynnikéw rozpuszczalnych z komorek.
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Il. Cel pracy

Wczesnie wykryty czerniak jest niemal catkowicie wyleczalny, jednak dostepne obecnie leczenie
zaawansowanych stadiéw tego nowotworu nie jest wystarczajgco skuteczne. Dlatego tez trwaja
intensywne poszukiwania nowych celéw terapeutycznych, ktére mogtyby wspomdc standardowg
terapie. RAB27A i RAB27B sg biatkami petnigcymi kluczowa role w licznych procesach fizjologicznych
i patologicznych, w tym powstawaniu i progresji nowotwordw, jednakze ich rola w czerniaku nie jest
w petni zdefiniowana i wymaga dalszych badan. Najlepiej, jak dotad, poznang funkcjg RAB27 jest jego
udziat w komdrkowych procesach wydzielniczych zaleznych i niezaleznych od matych pecherzykéw
zewnatrzkomérkowych. Jednakze biatko to petni réwniez funkcje onkogenne i z danych literaturowych
wynika, ze moze oddziatywa¢ na szereg biatek sygnatowych i onkoprotein, ktére z kolei warunkuja
zachowanie komdrek nowotworowych.

Pierwszym zatozeniem niniejszej pracy byto poznanie roli RAB27A w aktywnosci funkcjonalnej
komérkach czerniaka, zwigzanej z progresjg nowotworu. Drugim celem byto poznanie wptywu tego
biatka na ekspresje i aktywnos$¢é wybranych biatek zaangazowanych w nowotworzenie i/lub progresje
nowotworu. Realizacja tych postanowien byta mozliwa dzieki wyciszeniu ekspresji RAB27A metoda
CRISPR/Cas9 w liniach komorkowych SkMel28, DMBC12 i A375, réznigcych sie stopniem inwazyjnosci.
Postanowiono rowniez ocenié¢ potencjalne kompensacyjne dziatanie drugiej izoformy biatka RAB27 -
RAB27B w komorkach czerniaka. W tym celu przygotowano linie komdrkowg A375 z wyciszong

ekspresjg RAB27A/B.

Szczegdtowymi celami niniejszej pracy byty:

e Ocena uwalniania matych pecherzykéw zewngatrzkomadrkowych przez linie komérkowe czerniaka
typu dzikiego i z nokautem RAB27A lub RAB27A/B

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

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

e Ocena ekspresji receptorow z rodziny HER w liniach komdrkowych czerniaka typu dzikiego
i z nokautem RAB27A lub RAB27A/B

e Ocena aktywnosci receptordw 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
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lll. Materiaty i metody

[1l.1. Materiaty

l11.1.1. Linie komdrkowe

W niniejszej pracy zostaty wykorzystane linie ludzkich komérek czerniaka A375 i SkMel28 pozyskane
z American Type Culture Collection (ATCC), Manassas, VA, USA. Uzyto réwniez linie komdrkowa
DMBC12 otrzymang od Zaktadu Biologii Molekularnej Nowotworow Uniwersytetu Medycznego
w todzi. Linia ta zostata wyprowadzona ze zmiany pierwotnej czerniaka guzkowego skory, o stopniu
zaawansowania pT4b, pobranego od pacjentki w Klinice Chirurgii Onkologicznej Katedry Onkologii

Uniwersytetu Medycznego w todzi [229]. Komodrki wszystkich linii charakteryzujg sie wzrostem

adherentnym.

DMBC12

Rycina 6. Zdjecie obrazu mikroskopowego komdrek wykonane w powiekszeniu 40x, przy pomocy

mikroskopu swietlnego odwrdconego Nikon Eclipse TS100.

[11.1.2. Odczynniki i inne materiaty laboratoryjne

e APS (ang. ammonium persulfate), nadsiarczan amonu - SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Niemcy

e Agaroza - SERVA Electrophoresis GmbH

e Azotan srebra - Chempur, Piekary Slaskie, Polska

e Azydek sodu - SERVA Electrophoresis GmbH

e Bibuta Whatman 3MM - GE HealthCare, Chicago, IL, USA

e  Btekit trypanu (0,4%) - Merck/Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

e BSA (ang. bovine serum albumin), surowicza albumina bydleca - SERVA Electrophoresis GmbH

e cOmplete Mini EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail - koktajl inhibitoréw proteaz - Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Niemcy

e DMSO (ang. dimethyl sulfoxide), dimetylosulfotlenek - Merck/Sigma-Aldrich

e EDTA (ang. ethylenediaminetetraacetic  acid), wersenian tetrasodowy kwasu

etylenodiaminotetraoctowego - Merck/Sigma-Aldrich
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EGTA (ang. ethylene glycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N’,N’-tetraacetic acid), glikol etylenowy
kwasu tetraoctowego - Merck/Sigma-Aldrich

Etanol 96% - Polskie Odczynniki Chemiczne (POCH), Gliwice, Polska

FBS (ang. fetal bovine serum), ptodowa surowica bydleca, inaktywowana - EURx, Gdansk, Polska
Formaldehyd 36-38 % - Chempur

Gel Loading Dye Purple (6X) - bufor obcigzajgcy do elektroforezy agarozowej - New England
Biolabs, Ipswich, MA, USA

GelRed - barwnik do elektroforezy kwaséw nukleinowych - Biotium, Fremont, CA, USA

Glicerol - Merck/Sigma-Aldrich

Glicyna - SERVA Electrophoresis GmbH

Halt Protease and Phosphastase Inhibitor Coctail - mieszanka inhibitoréw proteaz i fosfataz -
Thermo Fisher Scientific, Fremont, CA, USA

Kwas octowy - Chempur

Kwas solny - Chempur

Lipofectamine CRISPRMAX Cas9 Transfection Reagent - Invitrogen/Thermo Fisher Scientific

L- glutamina (200 mM) - Corning, Corning, NY, USA

Membrana Immobilon P-PVDF - Millipore/Merck/Sigma-Aldrich

Metanol - Chempur

Molecular Biology Grade Water - woda do biologii molekularnej, wolna od DNaz, RNaz i proteaz -
Corning

NaCl (ang. sodium chloride), chlorek sodu - SERVA Electrophoresis GmbH

Opti-MEM | Reduced Serum Medium - Thermo Fisher Scientific

PBS (ang. phosphate-buffered saline), zbuforowany roztwér soli fizjologicznej bez jonéw Ca?* i Mg
- Corning

Penicylina/streptomycyna (10000 U/ml penicyliny, 10 mg/ml streptomycyny) - Corning

Perfect Tricolor Protein Ladder - wzorzec wielkosci biatek - EURX

PhosSTOP - inhibitory fosfataz - Roche Diagostics GmbH

PMSF (ang. phenylmethanesulfonyl! fluoride), fluorek fenylometanosulfonylu - Merck/Sigma-
Aldrich

Q5 Hot Start High-Fidelity 2X Master Mix - roztwdr do reakcji PCR - New England Biolabs
Quick-Load® Purple 1 kb Plus DNA Ladder - wzorzec wielkosci kwaséw nukleinowych - New England
Biolabs

RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute), podtoze do hodowli komoérek z dodatkiem L-

glutaminy (300 mg/L), d-glukozy (2000 mg/L) - Corning
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SDS (sodium dodecyl sulfate), dodecylosiarczan sodu - SERVA Electrophoresis GmbH
TEMED (ang. N,N,N’,N’-tetramethylethane-1,2-diamine), N,N,N’,N’'-tetrametyloetylenodiamina -
SERVA Electrophoresis GmbH

Tiosiarczan sodu - Chempur

TriPure Isolation Reagent - odczynnik do izolacji RNA - Roche Diagnostics GmbH
Tris, tris[hydroksymetylolaminometan, Merck/Sigma-Aldrich

Triton X-100 - Merck/Sigma-Aldrich

TrueCut Cas9 Protein v2 - Invitrogen/Thermo Fisher Scientific

Trypsyna (0,05 %) z dodatkiem 0.53 mM EDTA - Corning

Tween 20, monolaurynian polioksyetylenosorbitolu - Merck/Sigma-Aldrich

Weglan potasu - Chempur

Wodorotlenek sodu, NaOH - Merck/Sigma-Aldrich

B-merkaptoetanol - Merck/Sigma-Aldrich

[11.1.3. Przeciwciata

Pierwszorzedowe do metody Westen blot:

Monoklonalne

Krolicze przeciwciato klasy 1gG skierowane przeciwko EGFR - Cell Signaling Technology, Danvers,
MA, USA

Krélicze przeciwciato klasy 1gG skierowane przeciwko GAPDH - Cell Signaling Technology

Krélicze przeciwciato klasy 1gG skierowane przeciwko HER3 - Cell Signaling Technology

Kroélicze przeciwciato klasy IgG skierowane przeciwko N-kadherynie - Cell Signaling Technology
Krélicze przeciwciato klasy 1gG skierowane przeciwko Rab27A - Cell Signaling Technology,

Krélicze przeciwciato klasy 1gG skierowane przeciwko Rab27B - Proteintech, Manchester, UK
Krdlicze przeciwciato klasy IgG skierowane przeciwko B-aktynie - Cell Signaling Technology

Mysie przeciwciato klasy IgG skierowane przeciwko Alix - Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA
Mysie przeciwciato klasy IgG skierowane przeciwko CD63 - Santa Cruz Biotechnology

Mysie przeciwciato klasy 1gG skierowane przeciwko CD81 - Invitrogen/Thermo Fisher Scientific
Mysie przeciwciato klasy I1gG skierowane przeciwko TSG101 - Santa Cruz Biotechnology

Krolicze przeciwciato skierowane przeciwko ufosforylowanej formie AKT (Serd73) -

Invitrogen/Thermo Fisher Scientific

Poliklonalne

Krélicze przeciwciato klasy 1gG skierowane przeciwko AKT - Invitrogen/Thermo Fisher Scientific

Krdlicze przeciwciato klasy IgG skierowane przeciwko ERK1+2 - Invitrogen/Thermo Fisher Scientific
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Krélicze przeciwciato klasy IgG skierowane przeciwko ufosforylowanej formie ERK1+2 (Thr202,
Tyr204) - Invitrogen/Thermo Fisher Scientific
Krélicze przeciwciato klasy IgG skierowane przeciwko ufosforylowanej formie AKT (Thr308) -

Invitrogen/Thermo Fisher Scientific

Drugorzedowe do metody Westen blot:

Kroélicze przeciwciato skierowane przeciwko mysim przeciwciatom IgG - Agilent Dako, Santa Clara,
CA, USA

Kozie przeciwciato skierowane przeciwko kroéliczym przeciwciatom IgG - Agilent Dako

Przeciwciata do cytometrii przeptywowej

Mysie przeciwciato klasy 1gG2b skierowane przeciwko EGFR, skoniugowane z fikoerytryng (PE) -
Becton Dickinson, San Jose, CA, USA

Mysie przeciwciato klasy IgG1 skierowane przeciwko HER2, skoniugowane z fikoerytryng (PE) -
Becton Dickinson

Mysie przeciwciato klasy IgG1 skierowane przeciwko HER3, skoniugowane z Alexa Fluor 647 -
Becton Dickinson

Mysie przeciwciato klasy IgG2b, skoniugowane z fikoerytryng - kontrola izotypowa - Becton
Dickinson

Mysie przeciwciato klasy 1gG1, skoniugowane z Alexa Fluor 647 - kontrola izotypowa - Becton

Dickinson

[11.1.4. Testy i zestawy komercyjne

Clarity Western ECL Substrate - zestaw do wywotywania chemiluminescencji w metodzie Western
Blot - Bio-Rad, Hercules, CA, USA

CyQUANT Cell Proliferation Assay - zestaw do oceny proliferacji komérek - Invitrogen / Thermo
Fisher Scientific

EnGen Mutation Detection Kit - zestaw do detekcji mutacji gendw - New England Biolabs
Genomic Mini AX - zestaw do izolacji DNA genomowego - A&A Biotechnology, Gdansk, Polska
LightCycler RNA Amplification Kit SYBR Green | - zestaw do reakcji gRT-PCR - Roche Diagnostics
GmbH

Pierce BCA Protein Assay Kit - zestaw do oznaczania poziomu biatka - Thermo Fisher Scientific
Proteome Profiler Human XL Oncology Array - zestaw do wykrywania biatek zwigzanych
z nowotworem - R&D systems, Minneapolis, MN, USA

QCM ECMatrix Cell Invasion Assay - zestaw do oceny inwazyjnosci komodrek -

Millipore/Merck/Sigma-Aldrich
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[11.1.5. Bufory i roztwory chemiczne

Roztwér 30 % akrylamidu i bis-akrylamidu w stosunku 37,5:1 - Bio-Rad

TAE (Tris-Acetate-EDTA) 10x stezony, bufor do elektroforezy kwaséw nukleinowych - EURx

Protein Loading Buffer Plus 4x stezony - bufor do denaturac;ji biatek redukujgcy - EURx

Protein Loading Buffer 4x stezony - bufor do denaturacji biatek nieredukujacy - EURx

Bufor do cytometrii przeptywowe;j
= BSA
=  Azydek sodu
= PBS

Bufor do lizy komérek w celu oceny fosforylacji biatek (pH=7,4)

= Tris

= NaCl
= EDTA
= EGTA

=  Triton X-100

=  PMSF

= Halt Protease and Phosphatase Inhibitor Coctail
= PhosSTOP

Bufor do lizy komorek RIPA (pH=7,4)

=  Tris
= NaCl
= EDTA

= Triton X-100
= SDS
= cOmplete Protease Inhibitor Cocktail

Bufor do elektroforezy biatek (pH=8,3)

= Tris
= Glicyna
= SDS

Bufor do transferu biatek (pH=8,3)

= Tris
= Glicyna
=  Metanol

Bufor do blokowania membrany PVDF - 5 % roztwér BSA w TBST
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5%
0,1%

20 mM

150 mM

1mM

1mM

1%

1%

1%

1 tabletka/10 ml buforu

50 mM

150 mM

2mM

1%

0,1%

1 tabletka/8 ml buforu

25 mM
192 mM
0,1%

25 mM
192 mM
10%



e Bufor do stripowania membrany

SDS
Tris-HCI (pH=6,8)
Woda destylowana

R-merkaptoetanol

2%

62,5 mM
67,5 ml
0,8 ml

e TBS - roztwor soli fizjologicznej buforowanej Tris 10x stezony (pH=7,5)

e TBST

Tris

NaCl

TBS

Tween20

e Zel agarozowy 2 % w TAE

e Zel poliakrylamidowy rozdzielajacy

Akrylamid/bisakrylamid 30%
1,5M Tris-HCl (pH 8.8)

10% SDS

H.O

10% APS

TEMED

e Zel poliakrylamidowy zatezajacy

[11.1.6. Podtoza

Akrylamid/bisakrylamid 30%
0,5M Tris-HCI (pH 6.8)

10% SDS

H.O

10% APS

TEMED

e Podtoze hodowlane RPMI 1640 wzbogacone:

FBS filtrowany przez filtr o porach 0,2 um
Penicylina/streptomycyna (P/S)

L-glutamina

e Podtoze OptiMem do transfekcji z Lipofektaming
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200 mM
1,5M

1x stezony
0,05 %

5ml
3,75 ml
150 i
6,1 ml
75 ul
7,5 ul

1,98 ml
3,78 ml
150 pl
9 ml

75 ul
15 pl

10%
100U/ml/100ug/ml
2 mM



[11.1.7. Oligonukleotydy

Tabela 6. Sekwencje miejscowo-specyficzne (ang. single guide) RNA (sgRNA) - Dharmacon/Horizon

Discovery, Cambridge, UK

Nazwa Cel Sekwencja docelowa 5’-3’
sgRNA1A RAB27A ATATTTCTCTGCGAGTGCTA
sgRNA2A RAB27A TACAGAGCCAGTGGGCCGGA
sgRNA3A RAB27A GTTCCATTCGCTTCATTATC
sgRNA4A RAB27A GCGTTCTTCAGAGATGCTAT
sgRNA1B RAB27B TGACTTCCCTCTGATCTGGT
sgRNA2B RAB27B TATAGTATTAATTGGCAACA
sgRNA3B RAB27B TTGCCAATTAATACTATATC
sgRNA4B RAB27B CAAGGACCGAATGGATCTTC
Kontrola pozytywna PPIB GGTGTATTTTGACCTACGAAT

Startery wykorzystane do amplifikacji gendw metoda reakcji tarnicuchowej polimerazy (PCR) i ilosciowej

reakcji tafnicuchowej polimerazy z odwrotng transkrypcjg (QRT-PCR) zostaty otrzymane przez dr Anne

Maciaszek i mgr inz. Barbar Mikofajczyk w Dziale Chemii Bioorganicznej, Centrum Badan

Molekularnych i Makromolekularnych lub zakupione w Genomed S.A. - Warszawa, Polska.

Tabela 7. Sekwencje starteréw PCR

Gen

RAB27A-1

RAB27A-2

RAB27A-3

RAB27A-4

RAB27B-1

RAB27B-4

PPIB

Sekwencja 5’-3’

Forward 5’-TTGGCTCTGGTGACAGAATCAC-3’
Reverse 5’-TCTCTGCAAATGCCAAGAGTTTG-3’
Forward 5’-CAAACATGGTTGTATTCCAGATGGC-3’
Reverse 5’-GTAACTTGGCCACTTTCTTGTGG-3’
Forward 5’-ATATCTACTGGAAATGCAGTGTGAG-3’
Reverse 5’-TTAAGGCAGGTGACAGTACCC-3’
Forward 5’-AGATCACAAGCTGGTTCTTGTC-3’
Reverse 5’-GGGATAGACTGAAGAGGAGAGC-3’
Forward 5’-AAGCAAGAACAGCGCATGGA-3’
Reverse 5-GAACTGTTGCTAGCACATTATAGGT-3’
Forward 5’-ATCAGGAAGGGGTTATGGGTC-3’
Reverse 5'-TGCATAGCAAGAATCTTCAGAGAG-3’
Forward 5’-GAACTTAGGCTCCGCTCCTT-3’
Reverse 5’- CTCTGCAGGTCAGTTTGCTG-3’
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Tabela 8. Sekwencje starteréw qRT-PCR

Gen Sekwencja 5’-3’

RAB27A-1 Forward 5'-GTGCTGTGTGGAAACAAGAGT-3’
Reverse 5’-TTTGTCCCATTGGCAGCACT-3’

RAB27A-2 Forward 5-GCAGGAGAGGTTTCGTAGCTT-3*
Reverse 5'-GCATCTGTAGCTGGCTTATCC-3*

RAB27B-1 Forward 5-AGACGCCATGGGCTTCTTAT-3’
Reverse 5'-GTAGGTCTGCCTTGTTGCCA-3’

RAB27B-2 Forward 5’-GATGAGCCAACTGCAAGCAAA-3’
Reverse 5’-ATTTGTCAGCCAGTTCCCGA-3’

GAPDH Forward, 5’-CATCATCTCTGCCCCCTCTG-3’
Reverse, 5'-TCCACGATACCAAAGTTGTC-3’

HER2 Forward, 5’-ATATCCAGGAGGTGCAGGGC-3’
Reverse, 5'-TGTTCAGCGGGTCTCCATTG-3’

HER3 Forward, 5’-CCCTGCCATGAGAACTGCAC-3’
Reverse, 5'-TCACTGTCAAAGCCATTGTCAGAT-3’

EGFR Forward, 5'-CCGCAAAGTGTGTAACGGAA-3’
Reverse, 5'-AGTCACCCCTAAATGCCACC-3’

l11.1.8. Materiaty plastikowe

e Butelki do hodowli komérek o powierzchni hodowlanej 25 cm? i 75 cm? - GenoPlast Biotech S.A.,
Rokocin, Polska

e Koncéwki do pipet automatycznych o pojemnosciach 10 ul, 20 ul, 200 pl, 1000 pl - Axygen
Scientific, Union City, CA, USA

e Pipety serologiczne, sterylne, jednorazowe, o pojemnosciach 5 ml, 10 ml i 25 ml - GenoPlast
Biotech S.A.

o  Ptytki do hodowli komérek 6-, 12-, 24-, 48-, 96-dotkowe - TPP Techno Plastic Products, Trasadingen,
Szwajcaria

o  Ptytki do hodowli komdrek 96-dotkowe, czarne do fluorescencji - Greiner Bio-One, Kremsmdinster,
Austria

e  Ptytki do reakcji PCR - Axygen

e Probowki cytometryczne - Becton Dickinson

e Probowki do PCR o pojemnosci 200 pl - Axygen
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Probdéwki typu eppendorf o pojemnosci 1,5 ml - Axygen
Probdéwki ultrawiréwkowe o pojemnosciach 14 ml i 38,5 ml - Beckman Coulter, Brea, CA, USA

Probéwki wirbwkowe, sterylne o pojemnosciach 15 mli 50 ml - TPP Techno Plastic Products

[11.1.9. Aparatura i sprzet laboratoryjny

Aparat do qRT-PCR LightCycler 96 System - Roche Diagnostics GmbH

Blok grzewczy TS-100 SC-20C - Kisker-Biotech GmbH, Steinfurt, Niemcy

Cytometr przeptywowy FACS Calibur - Becton Dickinson

Czytnik absorbancji, fluorescencji i luminescencji Fluo Star Omega - BMG Labtech, Ortenberg,
Niemcy

Kotyska laboratoryjna - Kisker-Biotech GmbH

Komora do liczenia komadrek Biirkera - Brand, Wertheim, Niemcy

Mikroskop $wietlny odwrécony Nikon Eclipse TS100 - Nikon, Tokio, Japonia

NanoSight NS3000 instrument - Malvern Panalytical, Malvern, UK

Spektrofotometr NanoDropTM ND 1000 - Thermo Fisher Scientific

System do elektroforezy w zelu agarozowym Axygen horizontal gel box - Axygen

System do elektroforezy w zelu poliakrylamidowym Mini-Protean Tetra Cell - Bio-Rad

System do przygotowywania zeli poliakrylamidowych Mini-Protean Tetra Handcast System - Bio-
Rad

System do transferu biatek z zelu na membrane Mini Trans-Blot Cell - Bio-Rad

System do wizualizacji i dokumentacji kwaséw nukleinowych w zelach agarozowych oraz biatek
wybarwionych chemiluminescencyjnie Uvitec Essential V6 - Uvitec, Cambridge, UK

Termocykler Mastercycler Gradient - Eppendorf, Hamburg, Niemcy

Ultrawiréwka Optima XE - Beckman Coulter

Wirdwka Eppendorf Centrifuge 5415R - Eppendorf

Wirdwka MiniSpinPlus — Eppendorf

[11.1.10. Oprogramowanie

CellQuest Pro - Becton Dickinson - program do analizy wynikdw cytometrii przeptywowej
NIS-Elements Microscope Imaging Software - Nikon - program do zapisywania obrazu z kamery
mikroskopu

Omega-Data Analysis - BMG LabTech - program do analizy wynikéw z czytnika ptytek

BioRender - program do przygotowywania rycin

Inkscape - program do przygotowywania rycin
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e Imagel - program do analizy densytometrycznej biatek metodg Western Blot oraz wielkosci rysy
w tescie zarastania rysy

e TIDE - program do oceny wydajnosci mutacji w sekwencji DNA

e |CE Synthego - program do oceny wydajnosci mutacji w sekwencji DNA

o National Center for Biotechnology Information (NCBI) Primer-BLAST - program do projektowania

starteréw do reakcji PCR

[11.2. Metody

111.2.1. Hodowla komarek

Komorki linii ludzkiego czerniaka (A375, DMBC12, SkMel28) typu dzikiego (ang. wild type, WT),
z nokautem RAB27A (KO) oraz z nokautem RAB27A/RAB27B (ang. double knockout, dKO) hodowano
w podtozu hodowlanym: RPMI 1640 wzbogaconym 10 % ptodowa surowicg bydleca (FBS), L-glutaming
(2 mM) oraz antybiotykami - penicyling (100 1U/ml ) i streptomycyng (100 pg/ml). Hodowle
prowadzono w inkubatorze zapewniajagcym state warunki hodowli: temperatura 37°C, 5 % CO,,
wilgotnos¢ 95 %. Komdrki pasazowano po uzyskaniu konfluencji na poziomie ~90 %. Monowarstwe
komérek przeptukiwano buforowanym roztworem soli fizjologicznej bez jonéw Ca®* i Mg* (PBS).
Nastepnie odklejano komdrki roztworem trypsyny 0,05 % z dodatkiem 0,53 mM EDTA przez 3 min
w temperaturze pokojowej. Trypsyne neutralizowano podtozem hodowlanym i komoérki wirowano
(300 x g, 4 min). Osad komdrkowy zawieszano w w/w podtozu hodowlanym. Oceniano zywotnos¢
i liczbe komérek w mikroskopie $wietlnym stosujgc barwienie roztworem 0,4% btekitu trypanu.
Komorki liczono w komorze Biirkera. Wymagang liczbe komdrek wysiewano na butelki lub ptytki

hodowlane. Zywotno$¢ komérek wykorzystywanych do doéwiadczers wynosita minimum 90%.

[11.2.2. Otrzymanie linii komdrkowych z nokautem
111.2.2.1. Nokaut metodg CRISPR/Cas9

Schemat otrzymania linii komdrkowych z nokautem RAB27A lub RAB27A/RAB27B przedstawiono
na rycinie 6. Utworzono kompleksy rybonukleoproteinowe (RNP) zawierajgce nukleaze Cas9 oraz
jednoniciowg sekwencje miejscowo-specyficzng (sgRNA) ukierunkowang na geny RAB27A i RAB278B
w stosunku molowym 1:1 w podtozu Opti-MEM. W celu zwiekszenia wydajnosci wywotania mutacji
zastosowano po cztery rézne sgRNA ukierunkowane na wybrane geny. Kontrole pozytywng stanowito
sgRNA ukierunkowane na gen PPIB, a kontrole negatywng sgRNA nieukierunkowane na ludzki genom.
Wszystkie sekwencje RNA zostaty zawieszone w buforze Tris-HCI (10 mM, pH 7,4) i przechowywane
w porcjach w temperaturze -20°C. Do dostarczenia kompleksow RNP uzyto odczynnika do transfekcji

Lipofectamine CRISPRMAX Cas9, ktéry inkubowano z RNP przez 10 min w temperaturze pokojowej.
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Komérki wysiewano 24 godz. przed transfekcjg, w gestosci 5x10° komérek/dotek, na ptytki hodowlane
6-dotkowe. Utworzone kompleksy dodawano do komdrek i hodowano przez 72 godz. w temperaturze
37°C, z5 % CO,. Efektywnosc¢ edycji gendw oceniano metodg z uzyciem T7 endonukleazy | (T7E1) (punkt
11.2.2.3).

Komorki zebrane z ptytek 6-dotkowych po transfekcji zawieszano w podtozu hodowlanym RPMI
1640 wzbogaconym 20% FBS, L-glutaming (2mM) oraz antybiotykami aby uzyskaé gestosé
5 komérek/ml i wysiewano na ptytki 96-dotkowe. Pojedyncze komodrki hodowano do momentu
uzyskania okoto 80% konfluencji, a nastepnie zbierano namnozone klony i przenoszono je na ptytki
kolejno 24- i 6-dotkowe. W ten sposdb otrzymywano linie homogenng, wywodzacg sie z pojedynczej
komoérki. W kolejnym etapie komérki lizowano oraz weryfikowano obecnos¢ biatka RAB27A lub
RAB27B metodg Western blot (punkt 111.2.4.). Klony w ktérych nie wykryto biatka poddano
sekwencjonowaniu Sangera, w celu dodatkowego potwierdzenia uzyskania nokautu wybranych gendw
(punkt 111.2.2.5).

Aby otrzymac linie komérkowg A375 z podwdjnym nokautem RAB27A/RAB27B komérki A375
z nokautem RAB27A transfekowano kompleksem RNP ukierunkowanym na gen RAB27B. Kolejne etapy

procedury przeprowadzono analogicznie jak opisano powyzej.

Przygotowanie linii komérkowej z nokautem

Transfekcja Ocena transfekcji Izolacja pojedynczych Hodowla klonéw Weryfikacja
Dzieri 1 Dzier 4 klonéw Dzien 7-35 Dzieri 35- 63
Dzier 5-7

U_

e
®
e Q HOOHAMHAUY
‘ B>
« Transfekcja komdrek « Potwierdzenie edycji « Wysianie pojedynczych « Ekspandowanie « Potwierdzenie knockoutu
kompleksami sgRNA + gendw metoda komorek na plytki homogennych linii Western blot i
Cas9 enzymatyczna T7E1 sekwencjonowaniem

Rycina 7. Schemat otrzymania linii komérkowych z nokautem genu RAB27A lub RAB27A/RAB27B
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111.2.2.2. Izolacja DNA

Aby oceni¢ efektywnos$¢ edycji gendw z uzyciem T7 endonukleazy | w pierwszej kolejnosci
izolowano DNA oraz amplifikowano fragment zawierajacy docelowa mutacje metodg PCR. Produkt PCR
poddano trawieniu T7 endonukleazg | (punkt 111.2.2.4).

Izolacje DNA z komodrek po transfekcji systemem CRISPR/Cas9 przeprowadzono przy pomocy
komercyjnie dostepnego zestawu Genomic Mini AX. Wszystkie uzyte odczynniki znajdowaty sie
w zestawie. Komoérki zawieszone w Tris lizowano buforem lizujgcym z dodatkiem Proteinazy K,
inkubowano przez 20 min w temperaturze 50°C, a nastepnie przez 5 min w temperaturze 70°C. Proby
worteksowano przez 20 sek. oraz wirowano przy 16 000 x g przez 3 min. Nadsgcz nanoszono na
minikolumny ze ztozem wigzgcym DNA. Po odwirowaniu (16 000 x g, 1 min) minikolumny dwukrotnie
ptukano roztworem ptuczacym. Po kazdym ptukaniu kolumny wirowano (16 000 x g, 1 min). Na ztoze
kolumny nanoszono 100 pl wody wolnej od nukleaz, uprzednio ogrzanej do temperatury 70°C. Po 2 min
inkubacji wyptukiwano DNA z minikolumn poprzez wirowanie (16 000 x g, 1 min). Stezenie DNA
mierzono spektrofotometrycznie przy dtugosci fali 260 nm, a jego jakos$¢ oznaczono przez wyznaczenie
i oszacowanie wspdtczynnikow A260/280 i A260/230 z uzyciem aparatu NanoDrop. DNA

przechowywano w temperaturze -20°C.

111.2.2.3. Reakcja tancuchowej polimerazy
PCR przeprowadzono z uzyciem odczynnika Q5 Hot Start High-Fidelity 2X Master Mix zgodnie

z protokotem producenta. Mieszanina reakcyjna zawierata:

e Matryce DNA 100 ng

e (5 Hot Start High-Fidelity 2X Master Mix 12,5

e Startery forward i reverse 0,5 uM + 0,5 uM

e Wode (Molecular Biology Grade) do objetosci koricowej 25 pl

Wstepng denaturacje prowadzono w temperaturze 98°C przez 30 sek., a nastepnie w 35

powtarzajacych sie cyklach o nastepujacych warunkach:

e 98°C, 10 sek. (denaturacja)

e 65-67°C, 30 sek. (przytagczanie starterow)*

e 72°C, 30 sek. (elongacja)
Reakcja byta zakoriczona dodatkowg elongacjg w temperaturze 72°C przez 2 min.
*Temperature okreslano przy uzyciu kalkulatora producenta zestawu do PCR na podstawie sekwencji
uzytych starteréw.
Aby potwierdzié, ze uzyskane produkty PCR sg spodziewanej wielkosci przeprowadzano ich rozdziat
elektroforetyczny w 2 % zelu agarozowym w 1X buforze TAE, przy napieciu 100 V, przez 60 min. Do

prob dodawano bufor obcigzajacy (Gel Loading Dye Purple 6X). Stosowano wzorzec wielkosci kwaséw
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nukleinowych (Quick-Load Purple 1 kb Plus DNA Ladder). Do zelu dodawano fluorescencyjny barwnik
do kwaséw nukleinowych GelRed, jako nietoksyczng alternatywe bromku etydyny. Zel wizualizowano

przy uzyciu aparatu Uvitec Essential V6 przy Swietle o dtugosci fali 302 nm.

111.2.2.4. Ocena efektywnosc edycji gendw z uzyciem T7 endonukleazy |
Obecno$¢ mutacji typu insercja/delecjia wywotanej cieciem przez Cas9 weryfikowano
z wykorzystaniem zestawu EnGen Mutation Detection Kit zgodnie z protokotem producenta.

W pierwszym etapie utworzono heterodupleksy w mieszaninie reakcyjnej zawierajace;j:

e  Produkt PCR lub kontrole pozytywng (z zestawu) 5 pl

e Bufor do reakcji enzymatycznych (z zestawu) 2 ul

e Wode Molecular Biology Grade 12 ul

Chcac otrzymacé heterodupleksy, mieszanine denaturowano przez 5 min w 72°C, a nastepnie
pozostawiono do powolnego schtodzenia do temperatury pokojowej celem ponownego przytgczania
nici DNA. Heterodupleksy trawiono T7 endonukleazg | przez 15 min w temperaturze 37°C, a nastepnie
przerywano trawienie przez inkubacje z Proteinazg K (5 min, 37°C ). Produkty reakcji wizualizowano

poprzez rozdziat elektroforetyczny w zelu agarozowym jak opisano powyzej (punkt I11.2.2.3).

111.2.2.5. Analiza sekwencjonowania

Produkty PCR zostaty poddane sekwencjonowaniu Sanger przez firme Genomed S.A. Wyniki
analizowano za pomocg narzedzi komputerowych TIDE oraz ICE Synthego. Narzedzia te poréwnujg
elektroforegramy z sekwencjonowania Sanger komorek typu dzikiego i komérek z nokautem. Oceniany

jest zakres i czestotliwos¢ mutacji w miejscu docelowym w puli badanych komérek.

[11.2.3. Izolacja matych pecherzykéw zewnatrzkomérkowych

W celu usuniecia matych pecherzykéw zewnatrzkomérkowych (seVs) pochodzacych z surowicy,
podtoze do hodowli komadrek uprzednio oczyszczano poprzez ultrawirowanie w predkosci 100 000 x g
przez 2,5 godz.

Mate pecherzyki zewnatrzkomérkowe izolowano z komérek typu dzikiego oraz z nokautem
RAB27A linii A375, DMBC12, SkMel28 oraz komérek z podwdjnym nokautem RAB27A/RAB27B linii
A375. Komoérki po pasazu liczono, jak opisano w punkcie I1.2.1. Nastepnie jednakowg liczbe komadrek
kazdej linii zawieszano w oczyszczonym medium oraz hodowano w butelkach hodowlanych przez 48
godz. w temperaturze 37°C, 5 % CO,. Po uzyskaniu ~90-100% konfluencji, znad monowarstwy komdrek
zbierano kondycjonowane podtoze. Komérki natomiast odklejano za pomoca trypsynizacji (punkt
I11.2.1), ponownie liczono i przygotowywano lizaty komérkowe (111.2.5.1).

Izolacje sEVs z podtoza kondycjonowanego prowadzono poprzez serie wirowan réznicujgcych

(Rycina 8). W pierwszej kolejnosci usuwano komoérki odklejone, lub martwe podczas wirowania
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w predkosci 300 x g przez 4 min. W kolejnym kroku supernatant wirowano w predkosci 10 000 x g
przez 30 min aby wyeliminowa¢ fragmenty komodrek, mikropecherzyki oraz ciatka apoptotyczne.
Uzyskany supernatant ultrawirowano w predkosci 100 000 x g przez 2,5 godz. Tak otrzymany pelet byt
wzbogacony o mate pecherzyki zewnatrzkomdrkowe. Osad ten zawieszano w PBS, uprzednio
filtrowanym przez filtr o porach 0,2 um i ponownie ultrawirowano (100 000 x g, 2,5 godz.) aby pozby¢
sie pozostatosci podtoza hodowlanego. Ostatecznie kazdy osad sEVs zawieszano w jednakowej

objetosci filtrowanego PBS i porcjowano. Porcje sEVs pochodzgce z jednej izolacji wykorzystywano do

badan réznymi metodami.

o Pecherzyki
zewnatrzkomédrkowe
Podtoze
kondycjonowane \
Weczesny
endosom
'

Mate pecherzyki s °
zewnatrzkomorkowe

(sEVs)
100,000 9
Mik herzyki g
ikropecherzyki « 2 5h

v

Osad zawieszony w
PBS

] Ciatka S
) 3
m apoptotyczne %9
= Js, + MVBs e = I
LE)

9 300g | = | 10000g
~ » i >
4 min = 30 min
= [ 1
v
100,000 g
\ \ Podtoze _
Komorki Fragmenty komorek, ~Zawlerajgce 2.5h
zawiesinowe, mikropecherzyki, SEVs

martwe ciatka apoptotyczne Osad

SEVS \\au

Rycina 8. Schemat izolacji matych pecherzykédw zewnatrzkomaérkowych.

[11.2.4. Analiza wielkosci i liczby sEVs oraz stezenia catkowitego biatka
111.2.4.1. Nanoparticle Tracking Analysis (NTA)

Analiza wielkosci oraz liczby pecherzykow zostata przeprowadzona z pomocg doktora Mariusza
Gadzinowskiego. Wykorzystano aparat NanoSight NS3000 wyposazony w oprogramowanie NTA 3.4
Build 3.4.003. Uzyskane zawiesiny sEVs rozciericzano 100X w PBS filtrowanym przez filtr o porach 0,2
um. Analize przeprowadzono przy nastepujacych parametrach: natezenie przeptywu - 50, poziom
kamery - 12, prég detekcji - 5, ujecie - 45 s, liczba ujec - 3, temperatura - 25°C, liczba klatek - 1124, 100-
150 czasteczek/klatke. Dla kazdej linii komdrkowej liczbe sEVs przeliczano na 10° komérek, znad

ktdrych zbierano podtoze kondycjonowane.
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I11.2.4.2 Oznaczenie ilosci biatka w sEVs metodq z wykorzystaniem kwasu bicynchinowego

Catkowite stezenie biatka w sEVs zawieszonych w PBS oznaczano przy uzyciu komercyjnego
zestawu BCA Protein Assay Kit, zgodnie z zamieszczonym protokotem producenta. Na ptytke 96-
dotkowa nanoszono badane sEVs oraz krzywga standardowg z wzorcowego roztworu BSA. Nastepnie
dodawano odczynnik BCA i ptytke inkubowano przez 30 min w temperaturze 37°C. Wartos¢
absorbancji odczytywano przy dtugosci fali 562 nm przy uzyciu czytnika Fluo Star Omega
i oprogramowania Omega-Data Analysis. Na podstawie krzywej standardowej wyznaczano réwnanie

krzywej, z ktérego przeliczano wartosé absorbancji na stezenie biatka w badanych prébach.

111.2.4.3. Pdtilosciowa analiza biatek w sEVs - barwienie srebrem

Pecherzyki zawieszone w PBS denaturowano buforem obcigzajgcym (Protein Loading Buffer 4x)
przez 5 min w temperaturze 95°C. Rdwne objetosci zawiesiny sEVs nanoszono na zel poliakrylamidowy
10%. Rozdziat elektroforetyczny przeprowadzano w buforze do elektroforezy, przy uzyciu systemu do
elektroforezy Mini-Protean Tetra Cell, przy napieciu 180V, przez 1,5 godz.

Biatka, ktore rozdzielono elektroforetycznie w zelu, wybarwiano azotanem srebra celem ich
wizualizacji i porédwnania ilosci w sEVs pochodzgcych z komérek WT i KO. Po elektroforezie zele
utrwalano w 30 % etanolu i 10 % kwasie octowym przez 60 min, nastepnie ptukano w 20 % etanolu
przez 10 min, oraz w wodzie destylowanej przez kolejne 10 min. Kolejno, zele umieszczano w roztworze
tiosiarczanu sodu (0,2 mg/ml) na 60 sek., oraz dwukrotnie ptukano wodg destylowang. Barwienie
przeprowadzano roztworem azotanu srebra (10 mg/ml) przez 30 min. Po dwukrotnym ptukaniu wodg
destylowang reakcje wywotywano roztworem zawierajgcym weglan potasu (30 mg/ml), tiosiarczan
sodu (10 pg/ml) oraz formaldehyd (0,04 %). W momencie uzyskania intensywnych prazkéw
przerywano proces przektadajac zel do mieszaniny 10 % etanolu i 5 % kwasu octowego. Wybarwiony

zel fotografowano.

[11.2.5. Ocena poziomu biatek i stopnia ich ufosforylowania w komaorkach i/lub w sEVs.
111.2.5.1. Przygotowanie lizatow komdrkowych

Zawiesine komérek odwirowywano (300 x g, 4 min) oraz dwukrotnie przeptukiwano zimnym PBS.
Osad komorek lizowano buforem RIPA. Komdrki, w ktérych oznaczano poziom fosforylacji biatek
sygnatowych odwirowywano j.w. i lizowano w alternatywnym buforze, opisanym w punkcie I11.1.5. Liza
komérek byta prowadzona na lodzie przez 30 min, nastepnie lizaty odwirowywano (14 000 x g, 15 min,

4°C). Supernatant zbierano i przechowywano w -20°C.

111.2.5.2. Rozdziat biatek w Zelu poliakrylamidowym
Catkowite stezenie biatka w lizatach komdrkowych oznaczano korzystajgc z komercyjnego zestawu

BCA Protein Assay Kit, jak opisano w punkcie 111.2.4.2.
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Lizaty komodrkowe lub sEVs zawieszone w filtrowanym PBS byty denaturowane buforem
obcigzajgcym, redukujagcym lub nieredukujgcym przez 5 min w temperaturze w 95°C. Bufor
nieredukujgcy (Protein Loading Buffer 4x) stosowano do lizatéw i sEVs przeznaczonych do oceny
poziomu biatek CD63 lub CD81. W przypadku pozostatych biatek wykorzystywano bufor redukujgcy
(Protein Loading Buffer Plus 4x). Lizaty zawierajgce réwng ilos¢ biatka, lub rdwne objetosci zawiesiny
sEVs nanoszono na zel 10% poliakrylamidowy. Rozdziat elektroforetyczny przeprowadzano przez 1,5
godz. w buforze do elektroforezy, przy uzyciu systemu do elektroforezy Mini-Protean Tetra Cell,

stosujagc napiecie 180 V. Jako standard (wzorzec mas) uzywano Perfect Tricolor Protein Ladder.

111.2.5.3. Western blot

Biatka lizatéw lub sEVs rozdzielone elektroforetycznie w zelu poliakrylamidowym przenoszono na
membrane PVDF, ktérg uprzednio aktywowano metanolem. Zestaw transferowy sktadat sie
z podwdjnej warstwy bibuty Whatman 3MM, zelu poliakrylamidowego, membrany PVDF oraz kolejnej
warstwy bibuty. Transfer biatek prowadzono metodg ,,na mokro” przy uzyciu systemu Mini Trans-Blot
Cell (270 mA, przez 90 min).

Membrane blokowano w buforze TBST z dodatkiem 5 % BSA, przez 60 min, w temperaturze
pokojowej, z delikatnym mieszaniem na kotysce laboratoryjnej. Nastepnie membrany inkubowano
z przeciwciatami pierwszorzedowymi (w rozcienczeniu wskazanym w tabeli 9), w buforze blokujgcym

przez 18 godz., w temperaturze 4°C, z delikatnym kotysaniem.

Tabela 9. Rozcieniczenie przeciwciat wykorzystywanych w metodzie Western blot

Gospodarz Przeciwciato Rozcienczenie

Krélik Anty-AKT 1:1000
Anty-AKT (Thr308) 1:1000
Anty-AKT (Ser473) 1:250
Anty-EGFR 1:1000
Anty-ERK1+2 1:1000

Anty-ERK1+2 (Thr202, Tyr204)  1:1000

Anty-GAPDH 1:2500
Anty-HER3 1:500
Anty-N-kadheryna 1:1000
Anty-RAB27A 1:1000
Anty-RAB27B 1:500
Anty-B-aktyna 1:3000
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Mysz Anty-Alix 1:1000

Anty-CD63 1:1000
Anty-CD81 1:1000
Anty-TSG101 1:1000

Kolejno membrany przeptukiwano trzykrotnie przez 5 min buforem TBST z delikatnym mieszaniem
i inkubowano z drugorzedowymi przeciwciatami. Stosowano skoniugowane z peroksydazg chrzanowa:
krdlicze przeciwciata skierowane przeciwko mysim IgG, lub kozie przeciwciata skierowane przeciwko
kréliczym IgG. Przeciwciata drugorzedowe bylty rozciericzone w buforze blokujgcym w stosunku 1:5000,
a inkubacje prowadzono przez 60 min, w temperaturze pokojowej, z kotysaniem. Proces zakoriczono
ponownym trzykrotnym ptukaniem (po 5 min) buforem TBST. Reakcje chemiluminescencji
wywotywano odczynnikiem Clarity Western ECL Substrate. Biatka wizualizowano przy uzyciu aparatu
Uvitec Essential V6.

Membrany stripowano buforem do stripowania (20 min, temperatura pokojowa), nastepnie
ptukano jednokrotnie buforem TBST (10 min, temperatura pokojowa) i ponownie blokowano buforem

blokujgcym przez 60 min. Kolejne etapy metody Western blot wykonywano jak opisano powyze;.

111.2.5.4. Profil proteomiczny onkoprotein

Komoérki badanych linii typu dzikiego oraz z nokautem analizowano pod katem poziomu 84
onkoprotein przy uzyciu zestawu Proteome Profiler Human XL Oncology Array zgodnie z protokotem
producenta. Wszystkie uzyte odczynniki byty obecne w zestawie. Lizaty komérkowe przygotowywano
przy uzyciu odpowiednich buforow dotgczonych do zestawu. Membrany nitrocelulozowe,
z naniesionymi biotynylowanymi przeciwciatami w postaci punktéw w duplikatach, blokowano
w buforze blokujgcym (60 min, temperatura pokojowa). Nastepnie inkubowano je z lizatami
komérkowymi przez 18 godz., w temperaturze 4°C, z delikatnym mieszaniem na kotysce laboratoryjne;.
W kolejnym etapie membrany przeptukiwano trzykrotnie (po 10 min) buforem ptuczacym oraz
inkubowano z koktajlem przeciwciat drugorzedowych przez 60 min, w temperaturze pokojowe;j
z delikatnym mieszaniem. Membrany ponownie przeptukiwano (3 x 10 min) z nadmiaru przeciwciat
oraz inkubowano z rozcienczonym roztworem streptawidyny wyznakowanej peroksydazg chrzanows,
wigzacg sie do biotynylowanych przeciwciat (30 min, temperatura pokojowa, z delikatnym
kotysaniem). Po dodaniu odczynnika wywotujacego chemiluminsescencje biatka zwigzane

z przeciwciatami wizualizowano przy uzyciu aparatu Uvitec Essential V6.

I11.2.5.5. Analiza densytometryczna
Analize densytometryczng prazkéw lub punktéw na zdjeciach z aparatu Uvitec Essential V6

przeprowadzano z uzyciem programu komputerowego Imagel. Pole powierzchni pod krzywga kazdego
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prazka lub punktu zostato zmierzone, a nastepnie przeliczone jako wzgledng warto$¢ w odniesieniu do
kontroli. Kontrole dla lizatéw komdrkowych linii z nokautem stanowity lizaty z linii typu dzikego.
Kontrole réwnego stezenia biatek w badanych lizatach w metodzie Western blot stanowity biatka
GAPDH lub B-aktyna. Membrany z zestawu Proteome Profiler Human Oncogene Protein Array

posiadaty po trzy punkty referencyjne, kazdy naniesiony w duplikatach.

[11.2.6. Ocena poziomu MRNA za pomocg gRT-PCR

111.2.6.1. Izolacja RNA

Catkowity RNA komodrkowy zostat wyizolowany przy uzyciu TriPure Isolation Reagent zgodnie
z instrukcjami producenta. Komorki zawieszano w 1 ml buforu do lizy, a nastepnie dodano 0.2 ml
chloroformu i doktadnie wymieszano. Po 15 min inkubacji, prébki wirowano (12 000 x g, 15 min, 4°C)
w celu rozdzielenia faz. Gorng, przezroczystyg faze wodng przenoszono do nowych probdéwek typu
eppendorf. Dodawano 0,5 ml izopropanolu, zworteksowano i mieszanine inkubowano przez 10 min.
Po odwirowaniu (12 000 x g, 15 min, 4°C) usuwano supernatant. Osad zawierajgcy RNA przeptukiwano
1 ml 75% etanolu poprzez worteksowanie oraz odwirowano (7500 x g, 5 min, 4°C). Usuwano etanol
oraz pozostawiono osady do wyschniecia w komorze laminarnej na 10 min. Osady zawieszano
w wodzie wolnej od nukleaz i inkubowano przez 15 min w temperaturze 56°C. Stezenie otrzymanego
RNA oznaczano spektrofotometrycznie przy dtugosci fali 260, a jego czysto$¢ poprzez pomiar
absorbancji przy dtugosciach fali 260/230 nm i 260/280 nm za pomocg pomiaru aparatu NanoDropTM

ND 1000. RNA przechowywano w temperaturze -20°C do czasu dalszej analizy.

1.2.6.2. gRT-PCR
llosciowg reakcje tancuchowa polimerazy z odwrotng transkrypcjg przeprowadzono przy
uzyciu zestawu LightCycler RNA Amplification Kit SYBR Green | zgodnie z protokotem producenta.

Sekwencje starteréw zostaty zaprojektowane za pomocg programu Primer3.

Mieszanina reakcyjna zawierata:

e RNA 250 ng

e Startery 2,5mM+2,5mM
e Reaction Mix SYBR Green | 2 ul

e Enzyme Mix 0,2 ul

e MgCl; 5mM 0,8 ul

Reakcje prowadzono w nastepujacych etapach:
e odwrotna transkrypcja matrycy DNA - 55°C, 10 min
o deaktywacja odwrotnej transkryptazy - 95°C, 30 sek.
o amplifikacja cDNA (45 cykli):
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= denaturacja - 95°C, 10 sek.

= annealing - 60°C, 10 sek.

= elongacja - 72°C, 10 sek.
Wartosci graniczne cyklu (Ct) normalizowano do genu referencyjnego (GAPDH). Wzgledng ekspresje
genéw obliczano przy uzyciu wzoru 22Y. produkty analizowano za pomoca oceny temperatur

miekniecia oraz elektroforezy w zelu agarozowym.

[11.2.7. Cytometria przeptywowa

Osad komdrkowy (>10* komérek) przeptukiwano dwukrotnie zimnym PBS, a nastepnie
zawieszano w 250 pl buforu do cytometrii zawierajgcego PBS wzbogacony 2 %, BSA i 0,1 % azydkiem
sodu. Komodrki znakowano mysim przeciwciatem IgG2b przeciwko EGFR skoniugowanym z PE, mysim
przeciwciatem 1gG1 przeciwko HER2 skoniugowanym z PE, mysim przeciwciatem IgG1 przeciwko HER3
skoniugowanymi z Alexa Fluor 647, lub odpowiadajagcymi im kontrolami izotypowymi (mysie
przeciwciato klasy 1gG2b, skoniugowane z PE oraz mysie przeciwciato klasy IgG1, skoniugowane z Alexa
Fluor 647), przez 60 min, na lodzie, w ciemnosci. Nastepnie komérki wirowano (180 x g, 4 min), a osady
przeptukiwano zimnym buforem do cytometrii. Po ponownym odwirowaniu komérki zawieszano
w400 pl buforu do cytometrii. Kontrole autofluorescencji stanowity komodrki nieznakowane
zawieszone w buforze do cytometrii. Ekspresje powierzchniowych receptorow oceniano przy uzyciu
cytometru przeptywowego FACSCalibur. Otrzymane wyniki analizowano na podstawie Sredniego

poziomu fluorescencji (ang. mean fluorescence intensity, MFI) w programie CellQuest Pro.

[11.2.8. Ocena proliferacji komdrek

Proliferacje komérek mierzono przy uzyciu testu CyQUANT Cell Proliferation Assay zgodnie
z protokotem producenta. Komdrki w liczbie 1,5x103 zawieszone w podfozu hodowlanym wysiewano
do dotkdw czarnej ptytki 96-dotkowej i hodowano przez 72 godz. w temperaturze w 37°C, 5 % CO.. Po
tym czasie usuwano podtoze i dodawano barwnik fluorescencyjny wigzacy sie DNA. Ptytki inkubowano
przez 30 min, w temperaturze 37°Cz 5 % CO,. Wraz z namnazaniem komorek nastepuje przyrost ilosci
komdrkowego DNA oraz zwiekszona intensywnos¢ fluorescencji. Fluorescencje mierzono przy dtugosci
fali 480/520 nm na czytniku mikroptytek FLUOstar Omega z oprogramowaniem Omega-Data Analysis.

Uzyskane wyniki przedstawiono jako procent proliferacji obliczony wedtug wzoru:

fluorescencja préoby-fluorescencja tta
% proliferacji = ( - - - )x 0
fluorescencja kontroli-fluorescencja tta

[11.2.9. Ocena migracji komorek
Migracje komdrek oceniano testem zarastania rysy. Komorki (1x10° komérek/dotek w podtozu

hodowlanym) wysiewano na ptytki 24-dotkowe i hodowano przez 24 godz. (37°C, 5 % CO,) do uzyskania
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95% konfluencji. Za pomoca sterylnej koncéwki pipety o pojemnosci 200 ul tworzono ryse
w monowarstwie komérek. Nastepnie monowarstwe dwukrotnie przemywano PBS w celu usuniecia
oderwanych komérek. Dodawano podtoze hodowlane RPMI 1640 wzbogacone 1% FBS i antybiotykami
(bez L-glutaminy) i komérki hodowano przez 24 godz. w temperaturze 37°C z 5 % CO,. Postep
zarastania rysy dokumentowano od momentu jej wykonania (czas 0) do 6, 12 i 24 godzin hodowli za
pomocg kamery podtaczonej do mikroskopu Eclipse TS100. Zdjecia wykonywano przy powiekszeniu
400x. Powierzchnie rysy mierzono za pomocg oprogramowania Imagel. Wartosci wyznaczano wedtug

wzoru:

owierzchnia rysy po 6/12/24 godz.
powierzchnia rysy [%] = P - y yP - : x 100
powierzchnia rysy w czasie 0

[11.2.10. Ocena inwazyjnosci komorek

Inwazyjnos¢ komadrek badano przy uzyciu testu QCM ECMatrix Cell Invasion zgodnie z protokotem
producenta. Komorki hodowano przez 24 godz. (37°C, 5 % CO,) w podtozu RPMI 1640 z dodatkiem
antybiotykéw, ale pozbawionym surowicy oraz L-glutaminy. Nastepnie przygotowywano zawiesiny
komodrek w w/w podtozu, o gestosci zaleznej od linii komdrkowej. Komérki A375, RAB27A KO A375
i RAB27A/B dKO A375 - 0,35x10° komodrek/ml, SkMel28, RAB27A KO SkMel28 - 0,5x10° komdrek/mll,
DMBC12, RAB27A KO DMBC12 - 1x10° komérek/ml.

Przygotowane zawiesiny komodrkowe nanoszono na obecne w zestawie wkiady z dnem
zmembrany poliweglanowej o porach wielkosci 8 um pokrytej warstwg biatek macierzy
zewnatrzkomorkowej pochodzacych z guza myszy Engelbreth Holm-Swarm. Warstwa biatek macierzy
zewnatrzkomérkowej blokuje pory membrany uniemozliwiajgc swobodne przejscie nieinwazyjnych
komodrek nowotworowych. Inwazyjne komdrki degradujg macierz i migrujg przez pory do spodniej
warstwy membrany. Wkfady z naniesionymi komdrkami umieszczano w dotkach ptytki 24-dotkowe;.
Do dotkéw nanoszono podtoze RPMI 1640 z antybiotykami wzbogacone o 10% FBS (czynnik
chemotaktyczny dla komoérek), lub pozbawione FBS (kontrola negatywna). Po 48 godz. hodowli
w temperaturze 37°C, z 5% CO; usuwano podtoze z wktaddéw i z dotkdw ptytki. Komérki znajdujace sie
na spodzie membrany odklejano i lizowano za pomocg buforu zawierajgcego barwnik fluorescencyjny.
Fluorescencje mierzono przy dtugosci fali 480/520 nm na czytniku FLUOstar Omega. Procent

inwazyjnosci komorek oszacowano wedtug wzoru:

] fluorescencja préoby-fluorescencja tta
% inwazyjnosci :( - - - )x 0
fluorescencja kontroli-fluorescencja tfa

[11.2.12. Analiza statystyczna
Analize statystyczng uzyskanych wynikdw, bez wzgledu na zastosowang technike analityczng,

rozpoczynano od badania préb pod katem wystepowania wartosci odstajgcych (test Grubbsa) oraz
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oceny normalnosci danych rozktadéw empirycznych (test W Shapiro-Wilka). We wszystkich
analizowanych zbiorach dane przyjmowaty rozktad normalny co skutkowato zastosowaniem, w dalszej
analizie, odpowiednich testéw parametrycznych. Nastepnie weryfikowano jednorodnos$¢ wariancji
testem Levene’a oraz testem Browna-Forsythe’a. Do okreslenia réznic lub ich braku pomiedzy dwiema
prébami niezaleznymi (DMBC12 WT vs. DMBC12 KO; SkMel28 WT vs. SkMel28 KO) uzywano testu t-
Studenta dla zmiennych niepowigzanych lub, w niektérych przypadkach, testu Cochrana-Coxa (test
t dla niejednorodnych wariancji). Do okreslenia réznic miedzy srednimi trzech préb (A375 WT vs. A375
KO vs. A375 dKO) stosowano jednokierunkowy test ANOVA (wskazujgcy na ogdlng, statystycznie
istotng réznice pomiedzy srednimi grup) wraz z pordwnaniami post-hoc (w celu wskazania miedzy
ktorymi grupami zachodzi statystycznie znamienna rdznica) testem rozsadnej istotnej réznicy (RIR)
Tukeya lub RIR Tukeya dla nierownych licznosci. Otrzymane wyniki przedstawiono jako $rednie
t+ odchylenie standardowe (ang. standard deviation, SD). Wszystkie analizy statystyczne zostaty
wykonane przy uzyciu oprogramowania Statistica ver. 8.0. Rdznice pomiedzy srednimi uznawano za

istotne statystycznie dla poziomu ufnosci p<0,05 i oznaczono na rycinach jako: *.
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V. Wyniki

IV.1. Otrzymanie linii komdérkowych czerniaka z nokautem RAB27A i RAB27A/B

Badania rozpoczeto od poréwnania bazowej ekspresji RAB27A w komérkach czerniaka linii A375,
DMBC12 i SkMel28. Analiza metoda gRT-PCR wykazata, ze najwyziszy poziom mRNA RAB27A jest
obecny w komdrkach SkMel28, podczas gdy znacznie nizsze poziomy zaobserwowano w komérkach
A375iDMBC12 (Rycina 9A). Wyniki uzyskane za pomocg techniki Western blot potwierdzity, ze poziom
biatka RAB27A jest najwyzszy w komaorkach SkMel28 (Rycina 9B,C).
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Rycina 9. Poziom ekspresji mRNA i biatka RAB27A w liniach komdrkowych czerniaka SkMel28, DMBC12
i A375 oceniany przy uzyciu odpowiednio gRT-PCR (A) i Western blot (B,C). (A) Dane przedstawiono
jako $rednie + SD (* p<0,05, n>3). (B) Reprezentatywny Western blot. (C) Wyniki zaprezentowano jako
wzgledny poziom biatka na podstawie analizy densytometrycznej intensywnosci sygnatu. Dane

przedstawiono jako srednie £ SD (* p<0,05, n>5).

Aby oceni¢ role RAB27A w komodrkach czerniaka postanowiono wyciszy¢ ekspresje tego genu
w komarkach linii A375, DMBC12 i SkMel28 za pomocg systemu CRISPR/Cas9. Wydajnos¢ transfekcji
i powstanie mutacji wywotanych cieciem przez endonukleaze Cas9 zweryfikowano metodg
enzymatyczng T7E1 opartg na trawieniu produktu PCR. T7 Endonukleaza | rozpoznaje i przecina DNA
W miejscu wystgpienia wiecej niz jednej niesparowanej pary zasad. Te wtasciwos$¢ wykorzystuje sie do
trawienia heteroduplekséw, ktdre powstajg na skutek sparowania nici DNA niezmodyfikowanej z nicig
modyfikowang genetycznie. Podczas rozdziatu elektroforetycznego obserwuje sie dwa krotsze
fragmenty DNA, powstate po przecieciu produktu PCR w miejscu wystgpienia mutacji, oraz dfuzszy
fragment nie zawierajgcy mutacji. Na podstawie intensywnosci prazkéw powstatych po cieciu T7E1,

w poréwnaniu do niestrawionego produktu mozna oszacowacé efektywnos¢ edycji (Rycina 10).
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Rycina 10. Produkty PCR przed (-T7E1) i po (+T7E1) trawieniu T7 endonukleazg I. SgNC - kontrola
negatywna sgRNA, sgPC - kontrola pozytywna sgRNA, PC - kontrola pozytywna enzymu, sglA-sg4A -
sgRNA ukierunkowane na gen RAB27A

Widoczne na zelu dodatkowe prazki potwierdzajg powstanie dwéch krétszych fragmentéw DNA
na skutek trawienia produktu PCR w miejscu mutacji przez T7E1. Oznacza to, ze doszto do powstania
mutacji w miejscu docelowym w genie RAB27A. Efektywnosc¢ edycji poszczegdlnych sgRNA byta rézna
w zaleznosci od linii komdrkowej. W przypadku linii SkMel28 sgd4A wydaje sie by¢ najbardziej

efektywnym sgRNA. Z kolei w komérkach DMBC12 byto to sg1A, a w komadrkach A375 sg3A. Kontrola

58



pozytywna (sgPC) potwierdzita skutecznos¢ ciecia nukleazg Cas9, natomiast kontrola negatywna
(sgNC) potwierdzita, ze jest to reakcja miejscowo specyficzna. Transfekcje przeprowadzono jeden raz.

Nastepnie wyprowadzono linie wywodzace sie z pojedynczych komdrek, w ktérych zweryfikowano
obecnosé nokautu RAB27A poprzez ocene poziomu biatka metodg Western blot. Sprawdzono po 200-
400 klondéw kazdej z badanych linii w celu zidentyfikowania linii z zahamowang syntezg biatka RAB27A.
Komorki linii, w ktorych nie wykryto biatka RAB27A (zaznaczone strzatkami na rycinie 11) poddano

sekwencjonowaniu Sangera, w celu potwierdzenia wystgpienia mutacji w miejscu docelowym.

SkMe'ZBKDaMWT1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

T —————————
RAB27A 25

DMBC12 Klciviy
wa WT M 1 2 3 4 5 6

B-aktyna 45
RAB27A 25
klony
A375 [ |

kba WT M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

B-aktyna 45 [ L — -*w---’

—

RAB27A 25

- T bkl B DR 4

Rycina 11. Przyktadowy Western blot przedstawiajgcy ocene poziomu biatka RAB27A w klonach
komérek linii SkMel28, DMBC12 i A375 z nokautem RAB27A, w pordwnaniu do kontroli - komérek linii

typu dzikiego (WT). Strzatkami oznaczono klony wybrane do sekwencjonowania.

Wyniki sekwencjonowania w postaci elektroforegraméw analizowano z uzyciem programéw
komputerowych TIDE i ICE Synthego. Na podstawie poréwnania sekwencji DNA linii typu dzikiego i linii

modyfikowanych genetycznie oceniano zakres i czestotliwosé mutacji w miejscu docelowym w puli
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badanych komérek. Wyniki analizy sekwencji przedstawiono w tabeli 10. Do dalszych badan wybrano
linie komodrek o mutacji homogennej lub o najwyzszym odsetku puli komdrek zmodyfikowanych, czyli
klony oznaczone ‘*’. Obecne mutacje w miejscu ciecia oraz odsetek insercji/delecji w mieszaninie
w klonach wybranych do dalszych badan przedstawiono na rycinach 12 i 13. Linie A375 RAB27A KO
stanowi mieszanina komdrek, z ktérych czes¢ posiada delecje 6 nukleotyddw, a czes¢ insercje
1 nukleotydu. W przypadku tej linii wydajnos$¢ edycji mierzona dwoma algorytmami réznita sie.
Komorki linii DMBC12 niemal w 100% posiadajg delecje 9 nukleotyddw, a komérki SkMel28 insercje

1 nukleotydu.

Tabela 10. Ocena wydajnosci edycji RAB27A w klonach linii A375 RAB27A KO, DMBC12 RAB27A KO,
SkMel28 RAB27A KO.

Linia Klon Wydajnos¢ edycji met. Wydajnos$¢ edycji met. ICE
TIDE Synthego

SkMel28 RAB27A KO  #1* 99% 99%

#2 91,10% 90%

#3 41,50% 89%

#4 26,40% 72%

#5 78,80% 96%
DMBC12 RAB27AKO  #1* 98,8% 99%

#2 48,1 % 87%
A375 RAB27A KO H1* 96% 72%

#2 92,85% 80%

Klony oznaczone “*’ zostaty wybrane do dalszych badan
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Rycina 12. Analiza mutacji typu insercja/delecja w wybranych klonach z nokautem RAB27A

przeprowadzona w programie ICE Synthego.
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Rycina 13. Analiza mutacji typu insercja/delecja w wybranych klonach z nokautem RAB27A

przeprowadzona w programie TIDE.

Ponowna analiza poziomu biatka metoda Western blot potwierdzita wyciszenie RAB27A
w wyselekcjonowanych klonach. Zaobserwowano réwniez obnizenie ekspresji mRNA RAB27A

w wyselekcjonowanych klonach w poréwnaniu do linii dzikich (WT) (Rycina 14).
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* * *
e a C mm SkMel28  DMBC12  A375
WT KO WT KO WT KO kDa
5 RAB27A D — - —25
w05 B-aktyna s s —42
0.0

WT KO WT KO WT KO
SkMel28 DMBC12 A375

Rycina 14. Potwierdzenie wyciszenia RAB27A w wyselekcjonowanych klonach linii SkMel28, DMBC12
i A375. Poziomy mRNA RAB27A (A) i biatka RAB27A (B) w komédrkach oceniano metodami odpowiednio
gRT-PCR i Western blot. (A) Dane przedstawiono jako Srednie = SD z 3 niezaleznych izolacji mRNA,

* p<0,05. (B) Reprezentatywny Western blot z 3 niezaleznych lizatéw komérkowych.

Aby wykluczy¢ mozliwosé kompensacji funkcji jednej izoformy RAB27 przez drugg, postanowiono
wyciszy¢ rowniez RAB27B. W celu otrzymania linii z podwdjnym nokautem (dKO) RAB27A/B
transfekowano komorki A375 RAB27A KO kompleksem RNP ukierunkowanym na RAB27B. Wykonano
rowniez dwie préby uzyskania podwdjnego nokautu w komdrkach linii DMBC12. Jednakze,
w przypadku tej linii transfekcja byta nieskuteczna, co mogto by¢ spowodowane efektem letalnym
dodatkowej mutacji dla komérek DMBC12.

Efekty edycji RAB27B ponownie badano metodg T7E1 (Rycina 15) oraz sekwencjonowaniem
Sangera (Rycina 16 i 17). Krétsze odcinki DNA powstate po trawieniu T7 endonukleazg | potwierdzaja
obecnos¢ mutacji typu insercja/delecja w miejscu docelowym genu RAB27B w komorkach linii A375
RAB27A KO. Najbardziej efektywnym sgRNA byto sglB. Pomimo wykrytych mutacji w kontroli
pozytywnej w komérkach DMBC12 RAB27B KO, dwukrotna transfekcja sgRNA ukierunkowanym na gen
RAB27B byta nieskuteczna.
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Rycina 15. Produkty PCR przed (-T7E1) i po (+T7E1) trawieniu endonukleazg | T7. SgNC - kontrola

negatywna sgRNA, sgPC - kontrola pozytywna sgRNA, PC - kontrola pozytywna enzymu. sg1B-sg3B -
sgRNA kierowane na gen RAB278B.

Po izolacji i ekspandowaniu klonéw wywodzgcych sie z pojedynczych komdrek A375 RAB27A/B KO
analizowano poziom RAB27B metodg Western blot aby potwierdzi¢ uzyskanie nokautu. Klony
w ktérych nie wykryto biatka byty poddane sekwencjonowaniu Sangera, w celu potwierdzenia
wystgpienia mutacji w miejscu docelowym. Wyniki sekwencjonowania w postaci elektroforegramow
analizowano z uzyciem programéw komputerowych TIDE i ICE Synthego analogicznie jak opisano
powyzej. Wyniki analizy sekwencji przedstawiono w tabeli 11. Do dalszych badan wybrano linie

komdrek o najwyzszym odsetku puli komdrek zmodyfikowanych, oznaczong *. W wybranej linii czes¢
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komodrek w mieszaninie posiadata delecje 7 nukleotyddw, insercje 1 i/lub 10 nukleotydéw. Obecne
mutacje w miejscu ciecia oraz odsetek insercji/delecji w mieszaninie w klonie #1 przedstawiono na

rycinach 16 17.

Tabela 11. Ocena wydajnosci edycji RAB27B w klonach linii A375 RAB27A/B KO.

Klon Wydajnos¢ met. Wydajno$s¢ met.
TIDE ICE Synthego
H1* 89,3% 90%
#2 33,2% 34%
#3 51,2% 89%
#4 55,7% 55%
Klon oznaczony ‘*’ zostat wybrany do dalszych badan.
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Rycina 16. Analiza mutacji typu insercja/delecja w linii A375 z nokautem RAB27B przeprowadzona

w programie ICE Synthego.
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Rycina 17. Analiza mutacji typu insercja/delecja w linii A375 z nokautem RAB27B przeprowadzona

w programie TIDE.

Ponowna analiza poziomu biatka metodg Western blot w wybranym klonie #1 potwierdzita
znaczace, wyciszenie RAB27B. Nokaut RAB27A spowodowat zauwazalny wzrost poziomu biatka

RAB27B (Rycina 18).

A375
WT KO dKO kDa
RAB27A s —~25
RAB27B w —25

B-actin w— — — /2

Rycina 18. Potwierdzenie wyciszenia RAB27B w linii A375 RAB27A/B KO na podstawie poziomu biatka

Przedstawiono reprezentatywny Western blot z 3 niezaleznych lizatéw komdrkowych.

IV.2 Ocena udziatu biatek Rab27A i Rab27B w uwalnianiu sEVs przez ludzkie komorki

czerniaka

Z danych literaturowych wiadomo, ze RAB27A i RAB27B uczestniczg w regulacji wydzielania matych
pecherzykdw zewnatrzkomorkowych przez komoérki niezmienione patologicznie, ale rowniez przez
komérki nowotworowe. A zatem wyciszenie tych genéw hipotetycznie moze prowadzi¢ do zmiany
w ilosci i wiasciwosciach uwalnianych sEVs. W niniejszej pracy poréwnano zdolnos¢ do wydzielania
sEVs w ludzkich komédrkach czerniaka linii A375, DMBC12 i SkMel28 typu dzikiego oraz z nokautem
RAB27A lub RAB27A/B.

Liczbe i rozmiar sEVs zmierzono za pomocg metody NTA (Rycina 19). W zaleznosci od linii
komérkowej, ich s$rednia wielko$¢ wahata sie od ~119 do ~145 nm, co jest zgodne
z charakterystycznymi wymiarami typowymi dla matych pecherzykéw zewnatrzkomérkowych. Sredni
rozmiar czgstek byt poréwnywalny pomiedzy sEVs pochodzgcymi od komadrek typu dzikiego i RAB27A
KO linii A375 i DMBC12. Komorki SkMel28 RAB27A KO wydawaty sie wydziela¢ mniejsze pecherzyki,

niz komorki typu dzikiego, jednak réznica nie osiggneta istotnosci statystycznej (p=0,25). Srednica SEVs

66



uwalnianych przez komaérki A375 typu dzikiego i RAB27A KO byta znaczgco mniejsza w poréwnaniu do
sEVs pochodzacych z DMBC12 i SkMel28 typu dzikiego i RAB27A KO.

Analizujac liczbe sEVs, w przeliczeniu na milion komérek je wydzielajgcych, zauwazono, ze komérki
linii SkMel28, typu dzikiego i RAB27A KO, uwalniajg ich znamiennie wiecej w poréwnaniu do komérek
A375 i DMBC12 typu dzikiego i RAB27A KO. Liczba matych pecherzykdw izolowanych z podtoza
kondycjonowanego komérek typu dzikiego i RAB27A KO linii A375 ($rednio 1,74-1,88x10%
pecherzykdw/10% komodrek) i SkMel28 ($rednio 1,40-1,68x10° pecherzykéw/10° komdrek) byta
podobna. Zaobserwowano mniej sEVs wydzielanych przez komérki DMBC12 RAB27A KO w poréwnaniu

z typem dzikim, jednakze rdznica ta nie byta istotna statystycznie (p=0,33) (Rycina 19A, C).
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Rycina 19. Rozmiar oraz ilos¢ wydzielanych sEVs przez komoérki linii czerniaka analizowano za
pomocg NTA. WT - typ dziki, KO - nokaut. (A) Przedstawiono reprezentatywne diagramy obrazujgce
rozktad wielkosci sEVs oraz ich stezenie w 1 ml zawiesiny. Rozmiar (B) i stezenie (C) sEVs w przeliczeniu
na 10° komérek przedstawiono jako $rednig = SD, n>4, ** sEVs WT i KO A375 vs. sEVs WT i KO SkMel28
i DMBC12, p<0,05. # sEVs WT i KO SkMel28 vs. sEVs WT i KO DMBC12 i A375, p<0,05.

Catkowite stezenie biatka w matych pecherzykach wydzielanych przez komérki WT i RAB27A
KO linii SkMel28 i DMBC12, mierzone metodg BCA, byto poréwnywalne. Jednak zawartos$¢ biatka
w sEVs pochodzacych z komdrek A375 RAB27A KO byta znamiennie wyzsza niz w sEVs uwalnianych
przez komorki typu dzikiego (Rycina 20A). Podobne wyniki otrzymano po wybarwieniu azotanem
srebra biatek pecherzykdéw rozdzielonych w zelu poliakrylamidowym. Ponownie zaobserwowano
proporcjonalng zawartos$¢ biatka pomiedzy sEVs WT i KO dla linii SkMel28 i DMBC12 oraz zwiekszong
ilo$¢ biatka w sEVs z komdrek A375 KO (Rycina 20B).
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Rycina 20. Zawartos$¢ biatka w sEVs komoérek linii SkMel28, DMBC12 lub A375 typu dzikiego (WT)

i RAB27A KO (KO). (A) Catkowite stezenie biatka mierzono metodg BCA i wyniki przedstawiono jako
$rednig £ SD (* p<0,05, n>4). (B) llos¢ biatka w sEVs oceniano takze za pomocga barwienia azotanem
srebra w zelu poliakrylamidowym. Przedstawiono reprezentatywny obraz zelu z 3 niezaleznych analiz

SEVs.

Nastepnie przeanalizowano poziom tetraspanin (CD63, CD81) i biatek ESCRT (Alix i TSG101) w sEVs
i lizatach komérkowych metodg Western blot (Rycina 21). Poziomy CD63 i CD81 wykryte w sEVs
z komérek WT i RAB27A KO linii SkMel28 byty zblizone, podczas gdy ilos¢ TSG101 byta znaczgco
zwiekszona. Niewielki wzrost Alix w sEVs z SkMel28 RAB27A KO nie byt istotny statystycznie. Poziom
tetraspaniny CD81 byt obnizony w komdrkach SkMel28 RAB27A KO, podczas gdy pozostate markery
w lizatach komérkowych byty na poréwnywalnym poziomie. W sEVs wydzielanych przez komorki
DMBC12 RAB27A KO zaobserwowano znamienne nizszg ekspresje CD63, CD81, Alix i TSG101,
w stosunku do sEVs pochodzgcych z komérek WT. Mniejsza ilos¢ CD63 zostata réwniez wykryta
w komérkach DMBC12 RAB27A KO, w poréwnaniu do komoérek typu dzikiego, podczas gdy inne
markery pozostaty na podobnym poziomie. W przypadku sEVs uwalnianych przez komérki A375
RAB27A KO zauwazono znaczgcy wzrost ilosci CD63 i TSG101, ale poziom pozostatych markeréw
pozostat niezmieniony, poréwnujgc z sEVs komarek dzikich tej samej linii. Intensywnos¢ sygnatu biatek
CD63, CD81 i TSG101 byta zblizona w komdrkach A375 WT i RAB27A KO. Poziom biatka Alix w lizatach
komdrkowych wszystkich badanych linii byt na granicy detekcji, co nie pozwolito na jego wtasciwg

analize densytometryczna.
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Rycina 21. Poziom biatek CD63, CD81, Alix i TSG101 w sEVs i lizatach komdrkowych (LK) linii SkMel28,
DMBC12 lub A375 typu dzikiego (WT) i RAB27A KO (KO). Réwng ilo$¢ biatka z lizatéw komadrkowych
lub réwng objetos¢ sEVs analizowano metodg Western blot. (A) Reprezentatywny Western blot (B)
Analiza densytometryczna intensywnosci sygnatu, dane przedstawiono jako wartosci srednie + SD (*

p<0,05, n>6). Wyniki normalizowano do wartosci dla komadrek typu dzikiego danej linii.
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Aby zbada¢ czy wyciszenie ekspresji obu izoform RAB27 wptynie na liczbe i cechy uwalnianych
matych pecherzykéw zewnatrzkomorkowych analizowano sEVs wydzielane przez komérki A375 z
podwdjnym KO RAB27A/B. Zaobserwowano, ze ich wielkos$¢ oraz liczba byta poréwnywalna z sEVs

uwalnianymi przez komorki typu dzikiego (Rycina 22A,B,C).
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Rycina 22. Rozmiar oraz ilo$¢ wydzielanych sEVs przez komarki linii A375 typu dzikiego (WT) i RAB27A/B
KO (dKO) analizowano za pomocg NTA. (A) Przedstawiono reprezentatywne diagramy obrazujgce
rozktad wielkosci sEVs oraz ich stezenie w 1 ml zawiesiny. (B) Rozmiar i (C) stezenie sEVs w przeliczeniu

na 10° komdrek przedstawiono jako $rednig *+ SD (n=4).

Catkowite stezenie biatka, mierzone metodg BCA, w sEVs uwalnianych przez komérki A375
RAB27A/B KO byto wyisze, jednak rdznica nie osiggneta istotnosci statystycznej. llos¢ biatka
wybarwionego srebrem po rozdziale w Zzelu poliakrylamidowym réwniez byta wieksza w sEVs

pochodzacych z komorek dKO (Rycina 23).
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Rycina 23. Zawarto$c¢ biatka w sEVs komaérek linii A375 typu dzikiego (WT) i RAB27A/B KO (dKO).
(A) Catkowite stezenie biatka oceniano metodg BCA i wyniki przedstawiono jako $rednig £ SD (* p<0,05,
n=4). (B) llo$¢ biatka w sEVs oceniano takze za pomocg barwienia srebrem w zelu poliakrylamidowym.

Przedstawiono reprezentatywny obraz zelu z 3 niezaleznych analiz sEVs.

Przeanalizowano takie poziom biatek charakterystycznych dla matych pecherzykéw
zewnatrzkomorkowych w lizatach oraz sEVs uwalnianych przez komaérki A375 z podwdjnym nokautem
RAB27A/B (Rycina 24). Ponownie poziom CD63 byt podwyzszony w sEVs uwalnianych z komérek A375
dKO. Natomiast w przeciwienstwie do pojedynczego KO, ilos¢ TSG101 w sEVs wydzielanych przez
komorki A375 dKO nie byfa wieksza wzgledem sEVs pochodzacych z komérek WT. Zaobserwowano
réwniez wzrost poziomu CD63 i CD81 w lizatach komdrkowych A375 RAB27A/B KO. Intensywnos¢

sygnatu pozostatych markeréw w lizatach komérkowych i w sEVs byta poréwnywalna pomiedzy

komaorkami WT i dKO.
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Rycina 24. Poziom biatek CD63, CD81, Alix, TSG101 w sEVs i lizatach komdrkowych (LK) linii A375 typu
dzikiego (WT) i z RAB27A/B KO (dKO). Réwng ilo$¢ biatka z lizatéw komarkowych lub rowng objetosé
sEVs analizowano metodg Western blot. (A) Reprezentatywny Western blot (B) Analiza
densytometryczna intensywnosci sygnatu, dane przedstawiono jako wartosci Srednie + SD (* p<0,05,

n>6). Wyniki normalizowano do wartosci dla komérek typu dzikiego.

Podsumowujac, opisane powyzej wyniki wskazujg, ze RAB27A nie wptywa bezposrednio na liczbe
sEVs wydzielanych przez komdrki badanych linii ludzkiego czerniaka (A375, DMBC12 i SkMel28),
niezaleznie od jego wyjsciowego/bazowego poziomu. Co ciekawe, utrata RAB27A prowadzi do
istotnych zmian w zawartosci biatek w sEVs, jednakze nie zaobserwowano jednoznacznej tendencji
w modyfikacji sktadu biatkowego pecherzykéw. Zmiany ilosciowe w zawartosci charakterystycznych
dla pecherzykéw markeréw wywotane wyciszeniem RAB27A scisle zalezg od rodzaju linii komdrkowej.
Ponadto, powyzsze dane wskazujg, ze dodatkowe wyciszenie RAB27B w komdrkach A375 RAB27A KO

nie modyfikuje znaczgco wydzielania matych pecherzykéw zewnatrzkomaérkowych i ich zawartosci.
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IV.3. Analiza aktywnosci funkcjonalnej komdrek czerniaka dzikich i z nokautem RAB27

IV.3.1. Ocena proliferacji, migracji i inwazji komaorek

Charakterystyke otrzymanych komodrek czerniaka z wyciszeniem RAB27A lub RAB27A/B KO
rozpoczeto od analizy ich proliferacji. Wyniki przedstawione na rycinie 25 pokazujg, ze sposrdd trzech
badanych linii jedynie proliferacja komdrek SkMel28 RAB27A KO byta zahamowana w poréwnaniu do
komérek WT.
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Rycina 25. Proliferacja komarek linii SkMel28, DMBC12 oraz A375, typu dzikiego (WT) i RAB27A KO
(KO). Wyniki byty normalizowane wzgledem wartosci dla komérek typu dzikiego danej linii. Wartosci

przedstawiono jako srednig + SD (*p<0,05, n=3).

Kolejny etap badan polegat na ocenie dwuwymiarowej migracji komdrek za pomocg testu
zarastania rysy. Wyniki zaprezentowane na rycinie 26 pokazuja, ze migracja komdrek RAB27A KO linii
DMBC12 i SkMel28 byfa znaczaco wolniejsza, w poréwnaniu do odpowiadajacych im kontroli.

Natomiast komdrki RAB27A KO A375 zarastaty ryse w tempie zblizonym do komdrek typu dzikiego.
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Rycina 26. Migracja komorek linii SkMel28, DMBC12 oraz A375, typu dzikiego (WT) i RAB27A KO (KO).
(A) Reprezentatywny obraz mikroskopowy przedstawiajgcy zarastanie rysy. (B) Powierzchnia rysy
zostata zmierzona w réznych punktach czasowych i normalizowana do powierzchni poczatkowej

w czasie 0. Dane przedstawiono jako wartosci srednie (+ SD) (* WT vs KO, p<0,05, n>4).

W celu uzyskania petniejszego obrazu inwazyjnego fenotypu komodrek czerniaka,
przeanalizowano ich zdolno$¢ do inwazji przez warstwe biatek macierzy zewngatrzkomarkowej (Rycina
27). Zaobserwowano znaczacy spadek liczby komodrek RAB27A KO linii DMBC12 i SkMel28
przechodzacych przez membrane pokrytg biatkami ECM w poréwnaniu do komdrek typu dzikiego.
Obserwacja ta jak réowniez dane z zarastania rysy wskazujg, ze potencjat migracyjny i inwazyjny

komérek DMBC12 i SkMel28 istotnie zalezy od obecnosci biatka RAB27A. Jednakze, w przypadku
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komérek A375 wyciszenie RAB27A nie zahamowato ich zdolnosci do degradacji biatek macierzy

zewnatrzkomorkowej i migracji w kierunku czynnika chemotaktycznego jakim byt FBS.
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Rycina 27. Inwazja komérek linii SkMel28, DMBC12 oraz A375 typu dzikiego (WT) i RAB27A KO (KO)
przez biatka macierzy zewnatrzkomérkowej. Wyniki byty normalizowane wzgledem wartosci dla

komoérek typu dzikiego danej linii. Dane przedstawiono jako wartosci srednie (+ SD), * p<0,05, n>4.

W kolejnym etapie pracy oceniono ilo$¢ N-kadheryny, markera mezenchymalnego, metodg
Western blot (Rycina 28). Nizsze poziomy tego biatka zaobserwowano w komadrkach RAB27A KO linii
DMBC12 i SkMel28, co dodatkowo sugeruje, ze RAB27A uczestniczy w regulacji inwazyjnosci tych linii
komérkowych. Widoczny na zdjeciu Western blot obnizony poziom N-kadheryny w komdrkach A375

KO nie byt statystycznie znamienny.
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Rycina 28. Poziom N-kadheryny w lizatach komérkowych linii SkMel28, DMBC12 oraz A375, typu
dzikiego (WT) i RAB27A KO (KO) oceniono metodg Western blot. (A) Reprezentatywny Western blot.
(B) Analiza densytometryczna intensywnosci sygnatu, dane przedstawiono jako wartosci srednie + SD

( * p<0,05, n>4). Wyniki byty normalizowane wzgledem wartosci dla komdrek typu dzikiego danej linii.

Otrzymane wyniki wskazujg, ze RAB27A jest zaangazowany w proces migracji i inwazji komorek
linii DMBC12 i SkMel28, ale nie linii A375, co sugeruje, ze jego potencjalna rola w promowaniu
powstawania przerzutdéw przez komaérki czerniaka jest $cisle zalezna od ich rodzaju. Ze wzgledu na brak
znaczacego wptywu wyciszenia ekspresji RAB27A na funkcjonowanie komérek linii A375 zbadano

proliferacje, migracje i inwazje komdrek A375 z podwdjnym KO RAB27A/B. Podobnie jak w przypadku
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pojedynczego KO, utrata obu izoform RAB27 nie wptyneta na proliferacje komérek A375, co
przedstawiono na rycinie 29. Zaobserwowano jednak istotne zmniejszenie tempa migracji komérek
A375 z podwdjnym KO RAB27A/B (Rycina 30). Mimo to zdolno$¢ do inwazji przez warstwe macierzy

zewnatrzkomaorkowej nie zostata zmieniona (Rycina 31).
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Rycina 29. Proliferacja komadrek linii A375 typu dzikiego (WT) i RAB27A/B dKO (dKO). Wyniki byty
normalizowane wzgledem wartosci dla komérek typu dzikiego. Wartosci przedstawiono jako Srednig +

SD (* p<0,05, n=3).
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Rycina 30. Migracja komorek linii A375, typu dzikiego (WT) i RAB27A/B dKO (dKO). (A)
Reprezentatywny obraz mikroskopowy przedstawiajgcy zarastanie rysy. (B) Powierzchnia rysy zostata
zmierzona w réznych punktach czasowych i normalizowana do powierzchni poczgtkowej w czasie 0.

Dane przedstawiono jako wartosci Srednie (+ SD) (* WT vs KO, p<0,05, n=4).
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Rycina 31. Inwazja komérek linii A375 typu dzikiego (WT) i RAB27A/B dKO (dKO) przez biatka macierzy
zewnatrzkomorkowej. Wyniki byty normalizowane wzgledem wartosci dla komérek typu dzikiego.

Dane przedstawiono jako wartosci Srednie (+ SD) (* p<0,05, n=4).

Oceniono takze poziom markera mezenchymalnego, N-kadheryny, metodg Westen blot (Rycina

32). Poziom biatka byt poréwnywalny w komérkach linii A375 RAB27A/B KO z komdrkami typu dzikiego.
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Rycina 32. Poziom N-kadheryny w lizatach komérkowych linii A375, typu dzikiego (WT) i RAB27A/B
dKO (dKO) oceniono metodg Western blot. (A) Reprezentatywny Western blot. (B) Analiza
densytometryczna intensywnosci sygnatu, dane przedstawiono jako wartosci $rednie + SD (* p<0,05,

n=4). Wyniki byly normalizowane wzgledem wartosci dla komérek typu dzikiego.

Podsumowujac, brak obu izoform biatka RAB27 w komérkach linii A375 hamuje ich zdolnos$¢ do

migracji , ale ich proliferacja oraz inwazja macierzy zewngtrzkomdrkowej pozostajg niezmienne.

IV.3.2. Profil proteomiczny onkoprotein

Aby sprawdzi¢ potencjalne réznice w poziomie wewnatrzkomérkowych biatek zaangazowanych
w nowotworzenie i/lub progresje nowotworowg w liniach czerniaka WT i KO przeprowadzono ich
analize z wykorzystaniem testu Proteome Profiler zawierajgcego membrany z naniesionymi 84

przeciwciatami w duplikatach (Rycina 33A,B,C).
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Rycina 33A. Obraz membran Proteome Profiler Array przedstawiajgcy intensywnos¢ sygnatu biatek

w lizatach komérkowych linii SkMel28 typu dzikiego (WT) i z nokautem (KO) RAB27A.
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Rycina 33B. Obraz membran Proteome Profiler Array przedstawiajgcy intensywnos¢ sygnatu biatek

w lizatach komérkowych linii DMBC12 typu dzikiego (WT) i z nokautem (KO) RAB27A.
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Rycina 33C. Obraz membran Proteome Profiler Array przedstawiajacy intensywnos¢ sygnatu biatek

w lizatach komdérkowych linii A375 typu dzikiego (WT) i z nokautem (KO) RAB27A lub RAB27A/B.

Analiza densytometryczna intensywnosci sygnatu punktéw na membranach wykazata znaczace
réznice w poziomie biatek w lizatach pochodzacych z komérek RAB27A KO lub RAB27A/B KO
w stosunku do komdrek typu dzikiego. Do analizy wybrano biatka, ktérych sygnat przekraczat wartosc
3000 OD, a réznica pomiedzy WT, a KO wynosita co najmniej 20 % (Tabela 12). Nastepnie pogrupowano
biatka wedtug ich funkcji (Rycina 34). Biatka ulegajgce zwiekszonej lub zmniejszonej ekspresji posiadajg
rozne funkcje, poczawszy od czasteczek adhezyjnych, przez regulatory angiogenezy, odpowiedzi
immunologicznej, EMT, sktadnikéw ECM czy proteaz oraz ich inhibitorow. Znaczace rdznice
zaobserwowano takze w biatkach sygnatowych, uczestniczacych w procesach apoptozy, regulacji cyklu
komérkowego czy receptoréw kinaz.

Poréwnujac komérki WT i KO zaobserwowano, ze w linii SkMel28 RAB27A KO nastgpito obnizenie
poziomu 62 biatek oraz podwyziszenie poziomu 2 biatek. W komdrkach DMBC12 RAB27A KO

obserwowano zmniejszong ilos¢ 42 biatek i zwiekszong ilo$¢ 1 biatka. Z kolei w komdrkach KO linii A375
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poziom 13 biatek byt obnizony, a 8 biatek podwyzszony. Do biatek, ktérych poziom byt obnizony we
wszystkich trzech badanych liniach czerniaka z wyciszeniem ekspresji RAB27A nalezg: dekoryna,
FOXO01, serpina 5, tenascyna C i urokinaza. W przypadku biatek GM-CSF, HIF1a, HNF-33 i MMP3 ich
ilos¢ byta obnizona w komédrkach KO linii SkMel28 i DMBC12, natomiast zwiekszona w komdrkach KO
linii A375. Z kolei poziom kallikreiny 6 byt wyiszy tylko w komdrkach KO SkMel28, a nizszy
w pozostatych dwdch liniach. Odwrotna sytuacja wystgpita w przypadku serpiny E1, jej ilos¢ byta
mniejsza w komdrkach KO SkMel28, a wieksza w komdrkach KO DMBC12 i A375. Istotne zmiany
wystgpity takze w poziomie receptoréw z rodziny HER. W komadrkach KO linii SkMel28 i DMBC12
obnizony byt poziom EGFR i HER2, z kolei w komdrkach KO linii A375 pojawit sie znaczgcy spadek
poziomu HER3.

Tabela 12. Rdznice pomiedzy poziomem biatek w lizatach pochodzacych z komérek SkMel28, DMBC12,
A375 typu dzikiego (WT) i RAB27A KO (KO).

Punkt Biatko SkMel28 KO/ DMBC28 KO/ A375 KO/
SkMel28 WT DMBC28 WT A375 WT
Al1,A2 Punkty referencyjne 0% -11% -1%
A3,A4 o-fetoproteina -18% 40%
A5,A6 Amfiregulina -70% -52% -18%
A9,A10 Biatko angiopoetynopodobne 4 | -55% -29% -3%
Al11,A12 ENPP-2/autotaksyna -55% -23% 8%
Al13,A14 Axl -56% -18% -6%
A15,A16 BCL-x -16% -27% -9%
A19,A20 E-kadheryna -63% 0%
A21,A22 VE-kadheryna -79% -19% 17%
A23,A24 Punkty referencyjne -11% -7% 2%
B3,B4 CapG -15% -24% 4%
B5,B6 Anhydraza weglanowa IX -31% 14%
B7,B8 Katepsyna B -29% -15% 23%
B9,B10 Katepsyna D -23% -13% 19%
B11,12 Katepsyna S -31% -8% 7%
B13,14 CEACAM-5 -49% -43% 3%
B15,16 Dekoryna -41% -50% -20%
B17,18 Dkk-1 -72% -41% 12%
B19,20 DLL1 -52% -11% 2%
B21,22 EGF R/ErbB1 -73% -30% 3%
C3,4 Endoglina/CD105 -51% -21% 2%
C5,6 Endostatyna -49% -25%
C11,12 EpCAM/TROP1 -41% -50% 12%
C13,14 ERa/NR3A1 -52% -43%
C15,16 ErbB2 -45% -40% -6%
C17,18 ErbB3/Her3 -8% -4% -70%
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C19,20 ErbB4 -75% -9%

C21,22 FGF basic -45% 2% 7%
D1,2 FoxC2 -61% -50% 17%
D3,4 FoxO1/FKHR -38% -27% -33%
D7,8 GM-CSF -47% -48% 33%
D9,10 CG /B (HCG) 7% -28% 5%
D11,12 HGF R/c-Met -57% -30% 2%
D13,14 HIF-1a -44% -33% 23%
D15,16 HNF-3p8 -55% -27% 75%
D17,18 HO-1/HMOX1 -24% 2% 17%
D19,20 ICAM-1/CD54 -44% -8% -36%
D21,222 IL-2 Ra -39% -17%

D23,24 IL-6 -62% -50% 10%
E1,2 CXCL8/IL-8 -29% -18% -11%
E3,4 IL-18 Bpa -66% -6% -25%
E5,6 Kalikreina 3/PSA -74% -40% -9%
E7,8 Kalikreina 5 -50%

E9,10 Kalikreina 6 64% -34% -39%
E13,14 Lumikan -57%

E15,16 CCL2/MCP-1 -90%

E17,18 CCL8/MCP-2 -55% -18% -17%
E19,20 CCL7/MCP-3 -30% -15% -16%
E21,22 M-CSF -60% -42% -5%
E23,24 Mezotelina -59% -28% 0%
F1,2 CCL3/MIP-1a 28% -53%

F3,4 CCL20/MIP-3a -87% -72% -8%
F5,6 MMP-2 -73% -23% -7%
F7,8 MMP-3 -56% -42% 35%
F9,10 MMP-9 -29%

F11,12 MSP/MST1 -68% -38% 13%
F13,14 MUC-1 -60%

F15,16 Nektyna-4 -60% -31%

F17,18 Osteopontyna (OPN) -25% -14% 59%
F19,20 p27/Kipl -44% -17% -34%
F21,22 p53 -13% -11% -21%
F23,24 PDGF-AA -67% -15% 5%
G1,2 CD31/PECAM-1 -67% -49% -8%
G3,4 Progesteron R/NR3C3 -68% -51% 6%
G5,6 Progranulina -29% -25% -2%
G7,8 Prolaktyna -72% -40% -9%
G9,10 Prostazyna/Prss8 -79% -12%
G11,12 E-selektyna/CD62E -78%

G13,14 Serpina B5/maspina -47% -38% -57%
G15,16 Serpina E1/PAI-1 -71% 54% -34%
G17,18 Snail -62% -29% -15%
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G19,20 SPARC -44% -9% 4%
G21,22 Surwiwina -15% -19% -1%
G23,24 Tenascyna C -37% -25% -23%
H1,2 Trombospondyna-1 -20% 70%
H3,4 Tie-2 -37% 12%
H5,6 Urokinaza -85% -37% -31%
H7,8 VCAM-1/CD106 -85% -37%

H9,10 VEGF -53% -1% -42%
H11,12 Wimentyna -44% -13% 12%
11,2 Punkty referencyjne 7% -3% 1%

Wyniki przedstawiono jako procentowg réznice pomiedzy srednig OD z dwéch replikatéw technicznych
lizatow z komdrek KO w stosunku do lizatéw z komérek typu dzikiego. W tabeli uwzgledniono biatka,
ktérych wartos¢ OD>3000. Na czerwono zaznaczono wzrost poziomu biatka >20%, a na niebiesko

spadek poziomu biatka >20%.
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Rycina 34A. Poziom biatek w lizatach komarkowych SkMel28 typu dzikiego (WT) i RAB27A KO (KO).
Biatka grupowano wedtug ich funkcji. Wyniki przedstawiono jako srednig z analizy densytometrycznej
dwoch replikatéw technicznych. Na wykresach uwzgledniono biatka, ktérych wartos¢ OD> 3000,

a réznica pomiedzy typem dzikim, a KO wynosita >20%.
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Rycina 34B. Poziom biatek w lizatach komérkowych DMBC12 typu dzikiego (WT) i RAB27A KO (KO).
Biatka grupowano wedtug ich funkcji. Wyniki przedstawiono jako srednig z analizy densytometrycznej
dwéch replikatdw technicznych. Na wykresach uwzgledniono biatka, ktérych wartos¢ OD> 3000,

a réznica pomiedzy typem dzikim, a KO wynosita >20%.
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Rycina 34C. Poziom biatek w lizatach komérkowych A375 typu dzikiego (WT) i RAB27A KO (KO). Biatka
grupowano wedtug ich funkcji. Wyniki przedstawiono jako srednig z analizy densytometrycznej dwdch
replikatéw technicznych. Na wykresach uwzgledniono biatka, ktérych wartos¢ OD> 3000, a rdznica

pomiedzy typem dzikim, a KO wynosita >20%.

W komarkach linii A375 RAB27A/B KO wykryto zwiekszong ilo$¢ 6 biatek i zmniejszong ilo$¢ 25
biatek w porédwnaniu do komodrek typu dzikiego. Co ciekawe, zaobserwowano znaczgce zmiany
pomiedzy poziomem biatek w komérkach A375 z pojedynczym i podwojnym KO (Tabela 13, Rycina 35).
llos¢ a-fetoproteiny i trombospondyny w komérkach KO byta wyisza, wzgledem komérek typu
dzikiego, a w komdrkach dKO nizsza. Poziomy katepsyny D, GM-CSF i HIF-1a, ktére byly znaczaco
wieksze w komorkach RAB27A KO, w komérkach RAB27A/B KO spadty do poziomu zblizonego do tego
w komorkach typu dzikiego. Z kolei ilo$¢ anhydrazy weglanowej, EGFR, HO-1, MMP3 i p53 wzrosty
w komédrkach dKO w poréwnaniu do komérek WT i KO. Istotny spadek, wzgledem komérek typu
dzikiego i z pojedynczym KO, wystgpit w przypadku biatek: angiopoetyny, katepsyny S, EpCam, CG a/B,
CXCLS, kallikreiny 8, CCL20, MMP-2, MSP, PDGF-AA, CD31, progesteronu R, prostasyny, Snail i Tie2.
llos¢ FOX01, p27, serpiny E1 i VEGF byta wieksza, niz w komadrkach KO, natomiast nadal mniejsza, niz
w komoérkach typu dzikiego. Zwiekszona ekspresja osteopontyny, obserwowana w komérkach KO,

wzrosta dodatkowo w komadrkach dKO.
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Tabela 13. Rdznice pomiedzy poziomem biatek w lizatach pochodzacych z komérek A375 typu dzikiego
(WT), RAB27A KO (KO) i RAB27A/B KO (dKO).

Punkt Biatko TS AT ool
Al,A2 Punkty referencyjny -1% -6%
A3,A4 o-fetoproteina 40% -48%
A5,A6 Amfiregulina -18% 16%
A9,A10 Biatko angiopoetynopodobne-4 -3% -24%
Al11,A12 ENPP-2/Autotaksyna 8% -16%
Al13,A14 Axl -6% -9%
A15,A16 BCL-x -9% -2%
A21,A22 VE-kadheryna 17% 9%
A23,A24 Punkty referencyjne 2% 3%
B3,B4 CapG 4% -5%
B5,B6 Anhydraza weglanowa IX 14% 30%
B7,B8 Katepsyna B 23% 4%
B9,B10 Katepsyna D 19% -10%
B11,12 Katepsyna S 7% -27%
B13,14 CEACAM-5 3% -8%
B15,16 Dekoryna -20% -28%
B17,18 Dkk-1 12% -4%
B19,20 DLL1 2% -5%
B21,22 EGF R/ErbB1 3% 37%
C3,4 Endoglina/CD105 2% 10%
C11,12 EpCAM/TROP1 12% -29%
C15,16 ErbB2 -6% 3%
C17,18 ErbB3/Her3 -70% -72%
C21,22 FGF basic 7% 16%
D1,2 FoxC2 17% -12%
D3,4 FoxO1/FKHR -33% -18%
D7,8 GM-CSF 33% -8%
D9,10 CG ao/B (HCG) 5% -23%
D11,12 HGF R/c-Met 2% -7%
D13,14 HIF-1a 23% 8%
D15,16 HNF-38 75% 95%
D17,18 HO-1/HMOX1 17% 38%
D19,20 ICAM-1/CD54 -36% -20%
D23,24 IL-6 10% 11%
E1,2 CXCLS8/IL-8 -11% -35%
E3,4 IL-18 Bpa -25% -34%
E5,6 Kalikreina 3/PSA -9% -36%
E9,10 Kalikriena 6 -39% -55%
E17,18 CCL8/MCP-2 -17% -7%
E19,20 CCL7/MCP-3 -16% -2%
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E21,22 M-CSF -5% 11%
E23,24 Mezotelina 0% 17%
F3,4 CCL20/MIP-3a -8% -28%
F5,6 MMP-2 -7% -62%
F7,8 MMP-3 35% 295%
F11,12 MSP/MST1 13% -28%
F17,18 Osteopontyna (OPN) 59% 141%
F19,20 p27/Kipl -34% -11%
F21,22 p53 -21% 13%
F23,24 PDGF-AA 5% -19%
G1,2 CD31/PECAM-1 -8% -22%
G3,4 Progesteron R 6% -20%
G5,6 Progranulina -2% 9%
G7,8 Prolaktyna -9% -16%
G9,10 Prostazyna/Prss8 -12% -25%
G13,14 Serpina B5/Maspina -57% -59%
G15,16 Serpina E1/PAI-1 -34% -17%
G17,18 Snail -15% -31%
G19,20 SPARC 4% -6%
G21,22 Surwiwina -1% 2%
G23,24 Tenascyna C -23% -21%
H1,2 Trombospondyna-1 70% -12%
H3,4 Tie-2 12% -23%
H5,6 Urokinaza -31% -37%
H9,10 VEGF -42% -19%
H11,12 Wimentyna 12% 3%
11,2 Punkty referencyjne 1% 1%

Wyniki przedstawiono jako procentowag réznice pomiedzy sSrednig OD z dwdch replikatéw technicznych
lizatow z komodrek KO w stosunku do lizatéw z komérek typu dzikiego. W tabeli uwzgledniono biatka,
ktorych wartos¢ OD>3000. Na czerwono zaznaczono wzrost poziomu biatka >20%, a na niebiesko

spadek poziomu biatka >20%.
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Rycina 35. Poziom biatek w lizatach pochodzacych z komdrek A375 typu dzikiego (WT) i RAB27A/B KO
(dKO). Biatka grupowano wedtug ich funkcji. Wyniki przedstawiono jako s$rednig z analizy
densytometrycznej dwdch replikatéw technicznych. Na wykresach uwzgledniono biatka, ktoérych

wartos¢ OD> 3000, a réznica pomiedzy typem dzikim, a KO wynosita >20%.

Analiza metoda Proteome Profiler pozwolita ocenié szeroki wptyw wyciszenia RAB27A Ilub
RAB27A/B na ekspresje wielu biatek. Warto podkresli¢, ze liczba biatek, ktorych poziom ulegt zmianie
w komadrkach 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 komdrkach A375.

IV.3.3. Ocena ekspres;ji biatek z rodziny HER

Ze wzgledu na istotng role biatek z rodziny ludzkich receptoréw naskérkowego czynnika wzrostu
(ang. human epidermal growth factor receptors, HER) w szlakach sygnatowych w nowotworach
postanowiono zwalidowa¢ wyniki otrzymane przy uzyciu Proteome Profiler. W tym celu zbadano

ekspresje receptorow HER2, HER3 oraz EGFR metodami RT-PCR, cytometrig przeptywowsg i Western
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blot. Mimo wielu préb z uzyciem réznych przeciwciat nie udato sie wykry¢ HER2 metodg Western blot
w zadnej z badanych linii komérkowych.

Nokaut RAB27A w komdrkach linii SkMel28 spowodowat wzrost poziomu mRNA HER2, natomiast
poziom mMRNA EGFR i HER3 pozostat bez zmian (Rycina 36). Zaobserwowano takie wzrost
powierzchniowej ekspresji HER2 w komédrkach z RAB27A KO (Rycina 37). Z kolei ocena ilosci
receptorow przy pomocy cytometrii przeptywowej oraz Western blot wykazata, ze ekspresja HER3
ulegta zmniejszeniu w komodrkach SkMel28 KO, w poréwnaniu do komérek WT, co jest zgodne
z wynikiem z Proteome Profiler (Rycina 37 i 38). Natomiast EGFR byt niewykrywalny za pomoca
przeciwciat zastosowanych w wyzej wymienionych technikach.

W komdrkach RAB27A KO linii DMBC12 poziom mRNA HER2, ale nie EGFR i HER3, byt obnizony,
w stosunku do linii typu dzikiego (Rycina 36). Natomiast w badaniu ekspresji receptorow na poziomie
biatka zaobserwowano widoczny na zdjeciu Western blot spadek ilosci HER3 w komodrkach linii
DMBC12, cho¢ w metodzie cytometrii przeptywowej spadek ten nie osiggnat istotnosci statystycznej
(Rycina 37 i 38). Sladowy poziom EGFR nie réznit sie pomiedzy komérkami KO i WT (Rycina 37). Co
ciekawe, obserwacje te sg nieco odmienne od tych uzyskanych metodg Proteome Profiler. W profilu
biatkowym (Tabela 12) wystgpit spadek poziomu EGFR i HER2, natomiast brak istotnych zmian w HER3.

Komarki linii A375 RAB27A KO wykazywaty znaczacy spadek ilosci HER3, potwierdzony wszystkimi
metodami, natomiast ekspresja HER2 nie ulegta zmianie (Rycina 36, 37, 38), co jest zgodne z wynikami
z Proteome Profiler. W odréznieniu od pozostatych linii komérki A375 KO wykazywaty zwiekszony
poziom EGFR, mierzony metodami cytometrii przeptywowej i Western blot, jednak réznice nie

osiggnety istotnosci statystycznej (Rycina 37 i 38).
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Rycina 36. Poziom mRNA EGFR, HER2 i HER3 w komodrkach SkMel28, DMBC12, A375 typu dzikiego
(WT) i RAB27A KO (KO) oceniony RT-PCR. Wyniki byty normalizowane wzgledem wartosci dla komérek

typu dzikiego danej linii. Wartosci przedstawiono jako srednig + SD, *p<0,05, n=3.
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Rycina 37. Ekspresja powierzchniowa receptoréw z rodziny HER na komdrkach SkMel28, DMBC12,
A375 typu dzikiego (WT) i RAB27A KO (KO) oceniony metodg cytometrii przeptywowej. Wartosci

przedstawiono jako srednig + SD, *p<0,05, n>3. Iso - kontrola izotypowa
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Rycina 38. Poziom EGFR i HER3 w lizatach z komérek linii SkMel28, DMBC12 oraz A375, typu dzikiego
(WT) i RAB27A KO (KO) oceniony metodg Western blot. (A) Reprezentatywny Western blot. (B) Analiza
densytometryczna intensywnosci sygnatu, dane przedstawiono jako wartosci $rednie + SD, p<0,05,

n>5. Wyniki byty normalizowane wzgledem wartosci dla komoérek typu dzikiego danej linii.
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Nastepnie zbadano ekspresje receptorow z rodziny HER w komdrkach z podwéjnym KO
RAB27A/B linii A375 i poréwnano z ich ekspresjag w komadrkach typu dzikiego. Nie zaobserwowano
istotnych réznic w poziomie mRNA i biatka HER2, natomiast ilos¢ mMRNA oraz biatka HER3 byta znaczaco
nizsza w komdrkach dKO, co potwierdzono metodami RT-PCR, cytometrig przeptywowg i WB (Rycina
39, 40 41). Obserwacje te sg zgodne z wynikami otrzymanymi metodg Proteome Profiler. Zawartosc
mMRNA EGFR w komdrkach dKO byta zblizona do komdrek typu dzikiego, natomiast zaobserwowano
znamienny wzrost poziomu tego receptora w lizatach biatkowych, podobnie jak w przypadku metody
Proteome Profiler. Jednakze obserwowany wzrost powierzchniowej ekspresji EGFR na komdrkach dKO

mierzony cytometrig przeptywowa nie osiggnat istotnosci statystycznej.
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Rycina 39. Poziom mRNA EGFR, HER2 i HER3 w komadrkach A375 typu dzikiego (WT) i RAB27A/B KO

(dKO) oceniony RT-PCR. Wyniki byty normalizowane wzgledem wartosci dla komérek typu dzikiego

danej linii. Wartosci przedstawiono jako srednig + SD, *p<0,05, n=3.
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Rycina 40. Ekspresja powierzchniowa receptoréw z rodziny HER na komérkach A375 typu dzikiego (WT)

i RAB27A/B KO (dKO) oceniony metodg cytometrii przeptywowej. Wartosci przedstawiono jako srednig

+ SD, *p<0,05, n>3. Iso - kontrola izotypowa
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Rycina 41. Poziom EGFR i HER3 w lizatach z komadrek linii A375 typu dzikiego (WT) i RAB27A/B KO (dKO)
oceniony metodg Western blot. (A) Reprezentatywny Western blot. (B) Analiza densytometryczna
intensywnosci sygnatu, dane przedstawiono jako wartosci $rednie + SD, p<0,05, n=5. Wyniki byty

normalizowane wzgledem wartosci dla komodrek typu dzikiego.

IV.3.4. Ocena poziomu i stopnia ufosforylowania biatek sygnatowych AKT i ERK

Receptory z rodziny HER (ERBB) aktywujg rdzne Sciezki sygnatowe, jednak przede wszystkim
pobudzaja szlak PI3K/AKT oraz RAS/RAF/MEK/ERK. Aby ocenié jak wywotane wyciszeniem RAB27A
zmiany w poziomie HER2, HER3 czy EGFR w komoérkach wptynety na funkcje sygnatowe tych
receptorow zbadano poziom fosforylacji biatek AKT oraz ERK1/2, co przedstawiono na rycinie 42.
Wyniki wskazujg, ze wyciszenie RAB27A zahamowato fosforylacje reszt treoninowej i serynowej biatka
AKT oraz reszt tyrozynowej i treoninowej biatek ERK1/2 jedynie w komdrkach linii DMBC12 KO.
Natomiast w komérkach linii SkMel28 i A375 nie zaobserwowano takich zmian. Co ciekawe wykryto

wzrost ekspresji biatek ERK1/2 w komdrkach SkMel28 KO.
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Rycina 42. Poziom biatek AKT i ERK1/2 i stopien ich ufosforylowania w lizatach komérkowych linii
SkMel28, DMBC12 oraz A375, typu dzikiego (WT) i RAB27A KO (KO) oceniony metodg Western blot.
pAKT Thr - ufosforylowana reszta treoninowa 308 biatka AKT; pAKT Ser - ufosforylowana reszta
serynowa 473 biatka AKT; pERK1/2 - ufosforylowane reszty treoninowa 185 i tyrozynowa 187 biatek
ERK1 i ERK2 (A) Reprezentatywny Western blot. (B) Analiza densytometryczna intensywnosci sygnatu,
dane przedstawiono jako wartosci srednie = SD, p<0,05, n>4. Wyniki byly normalizowane wzgledem

wartosci dla komodrek typu dzikiego.

Nastepnie zbadano poziom biatek AKT, ERK1 i ERK2 oraz stopien ich fosforylacji w komdrkach A375
RAB27A/B KO. Woyciszenie obu izoform RAB27 skutkowato zahamowaniem fosforylacji reszt

treoninowej i serynowej biatka AKT oraz reszt tyrozynowe;j i treoninowej biatek ERK1/2.
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Rycina 43. Poziom biatek AKT i ERK1/2 i stopien ich ufosforylowania w lizatach komaérkowych linii A375,
typu dzikiego (WT) i RAB27A/B KO (dKO) oceniony metodg Western blot. pAKT Thr - ufosforylowana
reszta treoninowa 308 biatka AKT; pAKT Ser - ufosforylowana reszta serynowa 473 biatka AKT; pERK1/2
- ufosforylowane reszty treoninowa 185 i tyrozynowa 187 biatek ERK1 i ERK2 (A) Reprezentatywny
Western blot. (B) Analiza densytometryczna intensywnosci sygnatu, dane przedstawiono jako wartosci

$rednie = SD, p<0,05, n>4. Wyniki byty normalizowane wzgledem wartosci dla komérek typu dzikiego.
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V. Dyskusja

Znaczenie RAB27A i RAB27B w chorobach nowotworowych jest potwierdzone licznymi
badaniami in vitro oraz in vivo [208, 230]. Na skutek wyciszenia ekspresji jednej lub obu izoform RAB27
obserwowano ograniczenie wzrostu, migracji czy inwazji komorek wielu typodw nowotwordw, a takze
zahamowanie wzrostu guza i powstawania przerzutéw w modelach zwierzecych [133, 149, 191, 205].
Ponadto, wysoki poziom mRNA i/lub biatka RAB27A lub RAB27B w tkankach moze stanowi¢ czynnik
diagnostyczny, swiadczacy o istnieniu komdrek nowotworowych. llos¢ RAB27 w tkankach czy ptynach
ustrojowych moze stanowic takze wskaznik prognostyczny dla pacjentéw z nowotworami réznego
typu, m.in. czerniakiem [190, 191, 210, 212-216, 218-222, 224-227].

Jedng z kluczowych funkcji RAB27 jest regulacja uwalniania matych pecherzykéw
zewnatrzkomérkowych, ktére posredniczg w komunikacji miedzykomérkowej. Sekrecja sEVs jest
czynnikiem sprzyjajgcym onkogenezie i progresji nowotworu. Mozna wiec przypuszczaé, ze poprzez
wyciszenie ekspresji RAB27A i/lub RAB27B dojdzie do zmniejszenia ilosci pecherzykéw uwalnianych
przez komorki nowotworowe, co w konsekwencji zmieni ich aktywnos¢ biologiczng w kierunku
zahamowania progresji choroby. Taki efekt obserwowano w badaniach prowadzonych na komdrkach
lub modelach zwierzecych réznego typu nowotwordw, np. raka szyjki macicy [91], prostaty [167], czy
piersi [215]. Jednakze rola RAB27 w sekrecji SEVs z komédrek czerniaka i w ich funkcjonowaniu zaleznym
od tego zjawiska nie jest w petni zdefiniowana. Ponadto, z danych literaturowych wynika, ze RAB27
w komédrkach nowotoworowych uczestniczy tez w sekrecji czynnikéw o dziataniu pronowotworowym
i proinwazyjnym w sposob niezalezny od sEVs [133, 205]. Nie mniej intrygujacg rolg RAB27, ale
stosunkowo mato poznang, jest jego udziat w przekaznictwie sygnatowym w komaérce.

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej byta ocena wptywu RAB27A na funkcjonowanie
komarek trzech linii czerniaka (A375, DMBC12 i SkMel28) poprzez wyciszenie ekspresji (nokaut) tego
genu metodg CRISPR/Cas9. W pierwszym etapie badan scharakteryzowano mate pecherzyki
zewnatrzkomorkowe uwalniane przez komérki KO w pordéwnaniu do komédrek typu dzikiego.
Wykazano, ze ich liczba, rozmiar, oraz catkowite stezenie biatka nie ulegty zmianie na skutek wyciszenia
RAB27A we wszystkich badanych liniach. Obserwowany brak znaczenia RAB27A w uwalnianiu sEVs nie
zalezy od jego bazowego poziomu, poniewaz w komdérkach SkMel28, cechujgcych sie najwyzszym
stezeniem mRNA i biatka, obserwowano efekt tozsamy z pozostatymi liniami. Aby wykluczy¢ mozliwosc¢
kompensacji utraty jednej izoformy RAB27 przez drugg utworzono linie komdrkowg A375 z wyciszong
ekspresjg RAB27A i RAB27B, jednak ponownie nie zaobserwowano zahamowania uwalniania sEVs.
Wyniki te, cho¢ zaskakujgce biorgc pod uwage badania prowadzone na réznych typach nowotworodw,
sg zgodne z tymi uzyskanymi na komdrkach czerniaka przez Guo i wsp [191]. Badacze wykazali, ze

wyciszenie ekspresji RAB27A z uzyciem shRNA w ludzkich komadrkach czerniaka linii WM164 i WM983C
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nie wptyneto na liczbe oraz catkowite stezenie biatka uwalnianych sEVs. Z drugiej strony, zastosowanie
tej samej metody na komdrkach czerniaka linii SkMel28 przez Peinado i wsp. [133] oraz na liniach
WM35 i A375 przez Lii wsp. [149] skutkowato znaczagcym zahamowaniem wydzielania sEVs. Wyniki te
sg przeciwstawne od danych prezentowanych w tej rozprawie doktorskiej. Mozna by przypuszczaé, ze
réznica moze wynikac¢ z zastosowania innych metod wyciszenia ekspresji genu RAB27A, jednakze
w publikacji Guo i wsp. [191] przedstawiono poréwnanie interferencji RNA z uzyciem shRNA oraz siRNA
z nokautem technikg CRISPR/Cas9. Zadna z trzech metod wyciszenia RAB27A w mysich komdrkach
czerniaka linii B16-F10 nie zmniejszyta uwalniania sEVs, co pozwala przypuszczaé, ze efekt ten nie jest
jednak zalezny od metodologii.

Istnieje wiele potencjalnych przyczyn sprzecznosci pomiedzy obserwacjami poczynionymi
w prezentowanej rozprawie doktorskiej, a danymi literaturowymi. Po pierwsze, proces powstawania
i wydzielania matych pecherzykdw zewnatrzkomdrkowych jest ztozony i angazuje wiele biatek, w tym
rozne GTPazy z rodziny RAB, m.in. RAB3A, RAB7, RAB11, RAB35 czy RAB37. Dodatkowo RAB3A
oddziatuje z tymi samymi biatkami efektorowymi co RAB27, a wiec potencjalnie oba biatka moga
dziata¢ komplementarnie [174]. Wiadomo takze, ze funkcje poszczegdlnych biatek z rodziny RAB rdznig
sie w zaleznosci od komorki [91, 231]. Dlatego istnieje mozliwos¢, ze utrata funkcji tylko jednego
z biatek z rodziny RAB nie jest w stanie wystarczajgco wptyngé¢ na ztozong maszynerie biogenezy
i sekrecji sEVs, aby zaobserwowacd ten efekt w warunkach eksperymentalnych. Ponadto, stosowane
przez autorow publikacji metody stuzgce do oznaczania ilosci uwalnianych sEVs (jak przedstawiono
w Tabeli 4, w rozdziale 1.3.1) réznig sie miedzy sobg diametralnie, co utrudnia obiektywne poréwnanie
uzyskanych wynikow.

Pomimo, ze wyciszenie RAB27A nie zmniejszyto liczby sEVs uwalnianych przez komorki
czerniaka linii SkMel28, DMBC12 i A375, zaobserwowano pewne fluktuacje w poziomie biatek
charakterystycznych dla pecherzykdw zewnatrzkomérkowych. W stEVs wydzielanych z komérek
SkMel28 RAB27A KO roznice te byty najmniejsze, poniewaz nastgpit jedynie wzrost poziomu TSG101
wzgledem sEVs typu dzikiego. Zwiekszenie poziomu tego biatka oraz tetraspaniny CD63 byto takze
zauwazalne w pecherzykach z komérek A375 RAB27A KO. Z kolei na skutek podwdjnego nokautu
RAB27A i RAB27B komorki A375 nadal uwalniaty sEVs o wiekszej zawartosci CD63, ale nie TSG101.
Biatka CD81 i Alix w sEVs z komdrek A375 KO i dKO pozostawaty na tym samym poziomie, co w SEVs
WT. Co ciekawe, odwrotny efekt zauwazono w sEVs z komérek DMBC12 RAB27A KO, poniewaz poziom
wszystkich badanych biatek byt znaczaco nizszy, niz w pecherzykach z komadrek typu dzikiego. Wynik
ten jest szczegdlnie interesujgcy, poniewaz autorzy wielu publikacji stwierdzali ograniczenie sekrecji
sEVs wytacznie na podstawie spadku poziomu biatek ocenianego metodg Western blot (jak pokazano
w Tabeli 4 w rozdziale 1.3.1.). Li i wsp. [149] uznali, ze wyciszenie ekspresji RAB27A ograniczyto sekrecje

sEVs z komorek czerniaka linii WM35 i A375 w oparciu o zmniejszenie poziomdéw CD63, CD9 i TSG101
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w pecherzykach. A wiec nizsza ekspresja biatek obserwowana w sEVs z komérek DMBC12 RAB27A KO
teoretycznie mogtaby sugerowac ograniczong sekrecje pecherzykdow z tych komaérek. Z drugiej strony,
catkowite stezenie biatka oraz liczba sEVs z komdérek DMBC12 RAB27A KO nie ulegly zmianie, co
pozwala wnioskowaé, ze jednak nie nastgpito zmniejszenie catkowitej liczby uwalnianych pecherzykéw.
Natomiast prawdopodobnie zmienita sie kompozycja ich biatek. Réznice w poziomie CD63 i TSG101
przy braku spadku liczby sEVs obserwowano réwniez w ludzkich komadrkach czerniaka WM164 i mysich
komorkach czerniaka B16-F10 z knockdownem/nokautem RAB27A [191]. Przeprowadzone badania
moznaby w przysztosci poszerzy¢ o analize proteomiczng sEVs, aby bardziej precyzyjnie oceni¢ wptyw
wyciszenia RAB27 na zmiane tadunku pecherzykow.

Przedstawione wyniki wskazujg, ze RAB27A moze nie by¢ kluczowym regulatorem sekrecji sEVs
w ocenianych komodrkach czerniaka linii SkMel28, DMBC12 i A375. Nalezy jednak podkresli¢, ze
doswiadczenia prowadzone na pecherzykach zewnatrzkomdrkowych wcigz stanowig pewne
wyzwanie, poczgwszy od metod izolacji po ich detekcje. Sam rozmiar w skali nano stanowi znaczace
ograniczenie w dostepie sprzetu pozwalajgcego na wykrycie tak matych czastek, a zawartos¢ kwasow
nukleinowych czy biatek w sEVs jest istotnie mniejsza niz w komadrkach, a wiec potrzeba stosunkowo
duzych ilosci pecherzykéw, aby uzyska¢ odpowiednig ilos¢ materiatu do eksperymentu, na przyktad
badania biatek metodg Western blot. Stanowi to powazng przeszkode w opracowaniu technologii,
ktdra pozwalataby na analize pojedynczych pecherzykéow [232].

Gtéownym problemem w badaniach nad pecherzykami zewnatrzkomérkowymi jest ich
ogromna i niedoceniana réznorodnosé. Wiele przeszkdd w zrozumieniu funkcji EVs wynika z trudnosci
w rozdzieleniu ztozonej populacji pecherzykéw na podklasy o okreslonych rozmiarach, sktadzie czy
szlakach biogenezy [59, 233]. Pomimo wielu publikacji na temat matych pecherzykéw
zewnatrzkomérkowych, wiekszo$¢ badan zostata przeprowadzona in vitro przy uzyciu linii
komérkowych, lub pecherzykdéw izolowanych z ptyndw ustrojowych, a wiadomym jest, ze warunki
hodowli moga wptywac na ich cechy biochemiczne i biofizyczne [234]. Rodzi to watpliwos¢ czy sEVs
zachowywatyby sie podobnie w warunkach in vivo. Pecherzyki izolowane z materiatdw, takich jak
podtoze hodowlane czy ptyny ustrojowe, mogg by¢ ,,zanieczyszczone” innymi czgsteczkami o podobne;j
wielkosci lub gestosci. Dodatkowo, warunki hodowli komérek takie jak temperatura, stezenie CO,,
czas, a takze zywotnosc i gestos¢ komarek czy sktadniki podtoza bezposrednio wptywajg na ilo$é, sktad
i funkcje wydzielanych pecherzykdw [234]. Substancje wzbogacajgce podtoza, takie jak surowica np.
bydleca/cieleca, sg bogate w EVs, ktére bedg stanowi¢ zanieczyszczenie dla pecherzykéow
pochodzacych z badanych komorek, izolowanych z podtoza hodowlanego. Sktadniki podioza
hodowlanego mogg by¢ wychwytywane przez komdrki i tadowane do ich pecherzykéw [235].
Zywotno$¢ komorek réwniez znaczgco wptywa na ilo$¢ i rodzaj uwalnianych pecherzykéw, poniewaz

komérki umierajgce wydzielajg wiecej EVs. Pecherzyki uwalniane przez zaledwie kilka procent
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umierajgcych komdrek mogg przewyzszaé liczbe EVs wydzielanych przez zywe komorki [236]. Z tych
powodéw powtarzalnos¢ danych pozostaje wyzwaniem w badaniach nad pecherzykami. Ponadto,
niewielkie odchylenia w protokole izolacji mogg skutkowaé zebraniem réznych populacji pecherzykéw.
W badaniach prowadzonych na komérkach SkMel28 przez Peinado i wsp. [133] oraz na liniach WM35
i A375 przez Li i wsp. [149] sEVs izolowano z podtoza hodowlanego poprzez ultrawirowanie przy
predkosci 100 000 x g przez 70 min. Z kolei badane w tej pracy doktorskiej pecherzyki izolowano przez
ultrawirowanie w tej samej predkosci, ale przez 2,5 godz. Mozna by rozwazaé czy krotszy czas
wirowania mogtby spowodowaé, ze autorzy publikacji otrzymali mniej sEVs uwalnianych przez komorki
z wyciszonym RAB27A. Z drugiej strony przeciwstawne wyniki prezentowane przez Guo i wsp. [191]
rowniez otrzymano z badan nad sEVs izolowanymi przez ultrawirowanie w predkosci 100 000 x g przez
70 min, co wyklucza to wyjasnienie.

Nalezy takze podkresli¢, ze pecherzyki z jednej hodowli komdrkowej mogg posiadaé rézne
rozmiary, sktad, czy funkcje. Na przyktad mysie komorki czerniaka linii B16F10 wydzielaty subpopulacje
matych pecherzykdw zewngatrzkomdrkowych o mniejszej i wiekszej gestosci, o srednich wielkosciach
odpowiednio 117 nm i 66 nm, ktére rdznity sie profilem RNA i biatek. Badane subpopulacje wywotywaty
zmiany w ekspresji réznych gendw [237]. Pdzniejsze badania pokazaty, ze komérki tej samej linii
uwalniajg trzy subpopulacje pecherzykdw, najmniejsze, o S$rednicy ~35 mm, ktére nazwano
egzomerami ze wzgledu na brak zewnetrznej struktury btonowej, oraz mate i duze egzosomy
o rozmiarach w zakresach odpowiednio 60-80 nm i 90-120 nm. Subpopulacje pecherzykdw rdznity sie
profilem biatek, lipidéw, DNA i RNA oraz wtasciwosciami biofizycznymi. Ponadto, po podaniu sEVs
z komoérek B16F10 myszom ich biodystrybucja w organach byta rézna, co sugeruje rézne funkcje
biologiczne [238]. Nalezy jednak zauwazy¢, ze nie da sie jednoznacznie okresli¢ powoddéw rdznic
wielkosci pecherzykéw. Nie wiadomo czy jedna komérka wydziela pecherzyki o réznych rozmiarach,
czy tez réznice w wielkosci wynikajg z uwalniania pecherzykdéw przez rézne komérki w hodowli, a moze
repertuar pecherzykdédw uwalnianych przez dang komadrke zmienia sie w czasie [233].

Do jednej z najczesciej stosowanych metod do pétilosciowej i jakosSciowe] oceny zawartosci
SEVs w zawiesinie jest Western blot. Jednakze biatka uznawane powszechnie za charakterystyczne dla
matych pecherzykéw zewngtrzkomadrkowych nie sg obecne w jednakowym stopniu we wszystkich ich
subpopulacjach, dlatego nie istnieje jeden, uniwersalny marker sEVs. Na przyktad biatka szoku
cieplnego HSP70, flotilliny czy MHC klasy | i Il uwazane byty przez dtugi czas za charakterystyczne dla
matych pecherzykow zewnatrzkomorkowych izolowanych poprzez ultrawirowanie, jednak pdzniej
wykryto je réwniez w wiekszych czgstkach wydzielanych przez komaérki dendrytyczne, wyodrebnionych
po wirowaniu przy nizszych predkosciach. Stezenie tetraspanin (CD9, CD63 i CD81) byto najwieksze
w osadzie zebranym po ultrawirowaniu (100 000 x g), ale CD9 i CD63 byty obecne réwniez w osadach

po wirowaniu przy 2000 i 10000 x g [79]. Na tej podstawie Kowal i wsp. [79] wyrdznili cztery
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subpopulacje matych pecherzykéw zewngtrzkomdrkowych izolowanych poprzez ultrawirowanie. Byty
to (1) sEVs wzbogacone o tetraspaniny CD9, CD63, CD81 i biatka ESCRT - prawdopodobnie egzosomy;
(1) sEVs wzbogacone tylko o CD9, ale nie posiadajgce CD63 i CD81 - mikropecherzyki pochodzace
z btony komadrkowej; (1) sEVs nie posiadajgce zadnej z tetraspanin; (1V) sEVs wzbogacone o ECM lub
sktadniki surowicy, nie wywodzace sie ze szlaku endosomalnego. Autorzy sugerujg aby obecnosé CD9,
CD63 i CD81 byta kryterium uznania matych pecherzykéw zewnatrzkomérkowych za egzosomy.
Wedtug tej zasady prezentowany w rozprawie doktorskiej spadek poziomu CD63 i CD81 w sEVs
uwalnianych przez komérki DMBC12 RAB27A KO moze wskazywaé¢ na zmniejszenie populacji
pecherzykédw kategorii |, przy jednoczesnym zwiekszeniu populacji pecherzykdédw nie posiadajacych
tych tetraspanin, jednak o tej samej wielkosci.

Z drugiej strony, istniejg takze badania przeczgce obecnosci CD63 i CD9 jako niezbednych
markeréw do identyfikacji sEVs, poniewaz ich sktad biatkowy jest niezwykle heterogenny.
Przeprowadzono analize proteomiczng matych pecherzykdéw zewnatrzkomoérkowych wydzielanych
przez panel NCI-60, ktéry obejmuje 60 linii komérkowych, nalezgcych do 9 typow nowotworéw.
Sposrdd 6071 zidentyfikowanych biatek, wspdlnych dla wszystkich linii byto tylko 213. Poziom 25 biatek
byt skorelowany z iloscig uwalnianych seVs. Do uniwersalnych markerdw sEVs nalezaty m.in. CD81, Alix
i HSC70. Natomiast uznawane powszechnie za markery tetraspaniny CD63 i CD9, TSG101, syntenina-1
i flotillina-1 byly obecne w okoto % badanych préb. Proteomy pecherzykéw tworzyty klastry
w zaleznosci od typu tkanki z ktorej sie wywodzg, a wiec stanowity odzwierciedlenie ich komdrek
progenitorowych. Na przyktad biatko premelanosomowe (PMEL) byto obecne w sEVs izolowanych z 9
linii komdérkowych czerniaka, natomiast nie wystepowato w pecherzykach z komérek nowotworowych
innego typu. Profil transkryptomiczny i proteomiczny pecherzykédw byt dosyé zblizony do
komodrkowego. Natomiast w kilku liniach komérkowych obserwowano znaczace réznice miedzy
sktadem pecherzykéw, a komérek [239].

W innym badaniu izolowano mate pecherzyki zewnatrzkomérkowe z 497 prébek
pochodzacych z ludzkich i mysich: linii komdrkowych, tkanek, osocza, surowicy, szpiku kostnego, ptynu
limfatycznego i z6tci. Byty to materiaty zarowno prawidtowe, jak i nowotworowe. Wykryto Srednio 862
biatka w kazdej prdbce, a najsilniejszg determinantg wzorca biatkowego byt rodzaj materiatu
zrédtowego (tkanki, ptyny ustrojowe) oraz gatunek, zardowno dla prob prawidtowych, jak
i nowotworowych. W tych badaniach jedynie HSPA8 byto biatkiem obecnym w ponad potowie
wszystkich sEVs ze wszystkich zrédet. W ludzkich liniach komérkowych wystepowato w odpowiednio
99%, a w ludzkich tkankach w 98%. Biatko ALIX byto obecne w odpowiednio 97% i 94% linii
komdrkowych i tkanek ludzkich. Z podobng czestotliwoscig wykrywano biatko HSP90AB1. Tetraspanina
CD63 wystepowata w 40% ludzkich komérek i 37% tkanek [240]. Zauwazono takze, ze ilos¢ wykrytych
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biatek byta rézina w zaleznosci od metody izolacji pecherzykéw - ultrawirowania, wirowania
w gradiencie gestosci czy chromatografii wykluczania/zelowej [241].

Oproécz réznic pomiedzy pecherzykami z réznych typdéw komodrek, wiadomo takze, ze nawet
komérki jednej linii uwalniajg sEVs o réznej zawartosci. Przyktadowo, zauwazono, ze ilos¢ CD9, CD63
i CD81 rdznita sie co najmniej stukrotnie pomiedzy sEVs tej samej wielkosci wydzielanymi przez
komérki HEK293, co potwierdza ogromng heterogennos¢ pecherzykdw [81]. Dane te ukazujg ryzyko
btednego wnioskowania o wtasciwosciach poszczegdlnych sEVs na podstawie usrednionych
wiasciwosci miliarddw pecherzykdw. Podsumowujgc, badanie poziomu biatek pecherzykéw
zewnatrzkomoérkowych moze nie by¢ optymalnym rozwigzaniem do oceny zdolnosci komérek do
uwalniania sEVs.

Alternatywng metodg analizy rozktadu wielkosci oraz liczby pecherzykdéw jest NTA, jednakze
doktadnos$é tej techniki rowniez budzi watpliwosci. W badaniach Auger i wsp. [242] wyciszono
ekspresje RAB27A za pomocg shRNA lub siRNA, a takze inhibitora Nexinhib w komdrkach raka jelita
grubego HCT-116 oraz glejaka U87-MG, co potwierdzono RT-PCR i WB. Nie zaobserwowano rdznic
w ilosci ani rozmiarze sEVs mierzonych NTA, wydzielanych przez komorki z knockdownem RAB27A,
w poréwnaniu do kontroli. Wyniki byty niezalezne od czasu hodowli komarek, linii komérkowej oraz
metod izolacji sEVs. Wykluczono réwniez, aby badane pecherzyki byty ciatkami apoptotycznymi, ze
wzgledu na brak wzmozonej Smierci komdrkowej. Poziom RAB27B, ktéry hipotetycznie madgtby
kompensowaé wyciszenie ekspresji RAB27A, byt zwiekszony w komoérkach glejaka, jednak
w komoérkach raka jelita grubego byt nizszy, a wiec nie ttumaczy to braku zmiany liczby uwalnianych
pecherzykdw obserwowanej w obu liniach. lloé¢ RAB35 oraz RAB11, ktdére réwniez uczestniczg
w wydzielaniu sEVs, byta niezmienna. Zaobserwowano jednak wzrost liczby sEVs wydzielanych przez
komorki z wywotang hipoksjg. Autorzy publikacji uznali, ze NTA jest metoda odpowiednig do
wykrywania zwiekszonego, ale nie zmniejszonego uwalniania pecherzykéw. Nie zbadano jednak
poziomu biatek uznawanych za markery sEVs, ani ich stezenia biatka, wiec nie ma pewnosci, czy brak
réznic wynika z niedoktadnosci metody, czy braku wptywu wyciszenia RAB27A na uwalnianie sEVs przez
badane komadrki. Podsumowujgc, wyniki badan nad matymi pecherzykami zewngtrzkomorkowymi
nalezy analizowa¢ z pewng dozg ostroznosci, ze wzgledu trudnosci metodologiczne, a takze
heterogennos¢ samych sEVs.

Drugim celem pracy doktorskiej byta ocena wptywu wyciszenia RAB27A na funkcjonowanie
komoérek czerniaka. Zauwazono, ze migracja i inwazja komédrek SkMel28 i DMBC12 z wyciszong
ekspresjg RAB27A byly znaczgco ograniczone. Dodatkowo, proliferacja komarek SkMel28 KO byta
zmniejszona. Pro-inwazyjna funkcja RAB27 byta opisana w komdrkach raka jelita grubego [243],
trzustki [244], pecherza [210] czy nerki [245]. Zmniejszong migracje i inwazje mysich komdrek

czerniaka wykazat takze Guo i wsp. [191]. Z drugiej strony komérki linii A375 RAB27A KO zarastaty ryse

101



oraz migrowaty przez ECM w podobnym tempie, co komérki typu dzikiego. Dopiero podwdjny nokaut
RAB27A i RAB27B zahamowat migracje, jednak nie wptynat na inwazyjnos¢ komérek linii A375.
Wskazuje to, ze obie izoformy RAB27 mogg dziata¢ niezaleznie, przynajmniej czesciowo.

Obserwowane réznice mogg by¢ zwigzane z inwazyjnoscig poszczegdlnych linii komdrkowych.
Komorki linii A375 cechujg sie duzg inwazyjnoscig i niskim poziomem MITF, co utozsamiane jest
z fenotypem pro-inwazyjnym, z kolei SkMel28 uznawane s3g za mato agresywne, o wysokim poziomie
MITF, co utozsamiane jest z fenotypem pro-proliferacyjnym [246, 247]. Interesujace jest wiec
zahamowanie proliferacji jedynie w komdrkach SkMel28. Z drugiej strony, poziom MITF
przypuszczalnie nie wptywa na te zaleznos$¢, poniewaz komérki DMBC12 posiadajg zblizong ilos¢ tego
biatka, co komodrki A375, a ich inwazyjno$é jest znaczaco nizsza. Bardziej prawdopodobnym
wyttumaczeniem jest fakt, iz komdrki A375 wydzielajg wiekszg niz SkMel28 ilos¢ czynnikdw pro-
inwazyjnych, takich jak VEGF, MMP-2 czy TNF-0, ktére uczestnicza w degradacji macierzy
zewnatrzkomérkowej [247]. Moze to wskazywac, ze inwazyjnos$¢ tych komérek jest na tyle silna, ze
wyciszenie RAB27A nie jest w stanie ostabi¢ tej funkcji.

Wptyw RAB27 na migracje i inwazyjnos¢ komaorek przypisywany jest regulacji sekrecji matych
pecherzykdw zewnatrzkomorkowych. Jak pokazujg badania sEVs z komodrek czerniaka zawierajg
onkogenne kwasy nukleinowe (np. niekodujgce RNA), czy biatka (np. MET, PD-L1, uPAR, EGFR, VEGF
i MMP-2), ktére promujg wzrost nowotworu, angiogeneze i przerzutowanie [248, 249]. Proteom
pecherzykdw uwalnianych z komaérek tego samego typu nowotworu rézni sie w zaleznosci od stopnia
ich inwazyjnosci. Opublikowane badania przeprowadzone na siedmiu liniach komdrkowych czerniaka
pokazaty, ze sEVs uwalniane przez bardziej agresywne komorki zawieraty wiecej biatek
zaangazowanych w migracje, angiogeneze i odpowiedZ immunologiczna, niz komoérki niewywotujace
przerzutéw [138]. W prowadzonych przeze mnie badaniach pomimo braku zahamowania uwalniania
pecherzykdw, nadal obserwowane byty zmiany w funkcjonowaniu komaérek. A wiec byé moze zmienita
sie zawarto$¢ onkogennych kwaséw nukleinowych i biatek w pecherzykach. Nalezy jednak pamietac,
ze RAB27A niezaleznie od uwalniania sEVs reguluje takze sekrecje rozpuszczalnych czynnikéw
promujgcych wzrost guza i powstawanie przerzutéw, takich jak osteopontyna, ptytkopochodny czynnik
wzrostu i fozyskowy czynnik wzrostu [133]. Co wiecej, dane literaturowe wskazuj, ze RAB27 moduluje
szlaki sygnatowe w komadrkach réznego typu. Wyciszenie ekspresji RAB27B w komadrkach raka watroby
zahamowato szlak PI3K/AKT prowadzgc do ograniczenia proliferacji komorek [221]. Z kolei knockdown
RAB27B w erytroblastach zmniejszyt fosforylacje biatek ERK1/2 [250]. Pewne rdznice w stopniu
ufosforylowania AKT i ERK1/2 zaobserwowano takze w badaniach na komdrkach czerniaka
prezentowanych w tej pracy, co oméwiono ponizej. Wiadomym jest, ze oba szlaki sygnatowe promuja
proliferacje komdrek nowotworowych i uczestniczg w inicjacji nabywania mezenchymalnego (pro-

inwazyjnego) charakteru komdrki. W zwigzku z tym mozna przypuszczaé, ze udziat RAB27
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w inwazyjnosci komérek czerniaka jest procesem ztozonym, zaleznym i niezaleznym od uwalniania
SEVs.

Chcac sprawdzi¢ czy nokaut RAB27 w komodrkach czerniaka ma wptyw na ekspresje biatek
zwigzanych z nowotworami przygotowano profil proteomiczny komérek linii SkMel28, DMBC12 i A375.
Jednoznacznie wykazano odmiennosé w poziomie biatek uczestniczgcych w procesach takich jak EMT,
apoptoza, modulowanie uktadu odpornosciowego, angiogeneza, czy szlaki sygnatowe. Wedtug mojej
wiedzy jest to pierwsza analiza profilu biatkowego w lizatach komdrek z wyciszong ekspresjag RAB27.
Wsréd biatek, ktdrych poziom byt obnizony we wszystkich badanych liniach znalazty sie tenascyna C
i urokinaza. Tenascyna C promuje onkogeneze, angiogeneze, metastaze czy modulacje ukfadu
odpornosciowego, a jej nadekspresje obserwuje sie w nowotworach, chronicznym stanie zapalnym czy
infekcjach bakteryjnych i wirusowych [251]. Z kolei urokinaza uczestniczy w degradacji ECM, oddziatuje
z integrynami i receptorami prowadzgc do aktywacji szlakédw sygnatowych, a takie promuje
wielolekoopornosé¢ [252]. Bardziej szczegdtowa analiza oddziatywania RAB27A z tymi biatkami moze
stanowic¢ ciekawy kierunek przysztych badan. Analiza metoda Proteome Profiler pozwolita takze na
wykrycie obnizenia ekspresji biatek EGFR i HER2 w komadrkach KO linii SkMel28 i DMBC12, oraz
obnizenia HER3 w komdrkach KO i dKO linii A375. Obserwacje te sg szczegdlnie interesujace, ze
wzgledu na kluczowg role biatek z rodziny ludzkich receptoréw naskérkowego czynnika wzrostu (HER)
w funkcjonowaniu komdrek. Rodzine biatek HER (nazywanych takze ERBB) stanowig cztery receptory
kinaz tyrozynowych: EGFR/HER1/ERBB1, HER2/ERBB2, HER3/ERBB3 i HER4/ERBB4. Posiadajg one
wspdlng strukture molekularng, skfadajacg sie z zewngtrzkomdrkowej domeny wigzacej ligand,
fragmentu transbtonowego i domeny cytoplazmatycznej o aktywnosci kinazy tyrozynowej. Na skutek
wigzania odpowiednich ligandéw konformacja receptoréw HER ulega zmianie, co pozwala na ich
dimeryzacje, oraz dochodzi do aktywacji kinazy tyrozynowej i fosforylacji tyrozyn w obszarze C-
koncowym domeny cytoplazmatycznej. Fosforylowane reszty tyrozynowe stanowig miejsce wigzania
czasteczek sygnatowych zawierajgcych domene homologii z biatkami Src lub domene wigzania
fosfotyrozyny. Skutkuje to aktywacjg szlakow sygnatowych takich jak: RAS/RAF/MEK/ERK, PI3K-AKT,
kinazy Janus (JAK) i przekaznika sygnatu i aktywatora transkrypcji (ang. Signal Transducer and Activator
of Transcription, STAT), fosfolipazy C (PLCy), czy c-Src. Poprzez aktywacje sieci sygnatowych receptory
HER regulujg podstawowe procesy komadrkowe, takie jak proliferacja, przezywalnos¢, rdznicowanie,
apoptoza czy ruchliwo$¢ komodrek [253]. Zmiany funkcjonowania receptoréw HER, takie jak
nadekspresja czy hiperaktywacja wystepujg w réznych typach nowotwordw i skorelowane sg ze ztym
rokowaniem i nizszg przezywalnoscig pacjentow [254-256]. Mutacje EGFR najczeSciej wykrywane s3
u pacjentdw z nowotworem ptuc, a mutacje HER2 u chorych na raka piersi lub jajnika. Z kolei

nadekspresja HER3 wystepuje w wielu typach nowotwordw, m.in. raku zotgdka, piersi, czy pecherza.
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Dlatego przeciwnowotworowe strategie terapeutyczne ukierunkowane na biatka HER sg stosowane
w leczeniu od ponad 25 lat [253, 257].

Opisano, ze w komdrkach czerniaka wystepuje wieksza ekspresja i aktywacja HER3, niz
w prawidtowych melanocytach [256, 258]. Zwiekszony poziom tego receptora obserwowano takze
w tkankach pobranych od pacjentéw z tym nowotworem, i wykazano pozytywng korelacje pomiedzy
nadekspresjg HER3, a progresjg choroby, wystgpieniem przerzutéw i krétszym czasem przezycia
pacjentéw [254, 256, 259, 260]. Wzrost fosforylacji HER3 w tkankach czerniaka na skutek leczenia
inhibitorem BRAF obserwowano w ksenograftach u myszy i u pacjentow. Antynowotworowe dziatanie
inhibitoréw BRAF i MEK w komdrkach czerniaka byto ograniczone poprzez stymulacje fosforylacji HER3
neureguling 1 B [261]. Z kolei farmakologiczne zablokowanie fosforylacji HER3 zwiekszyto wrazliwosé
komodrek czerniaka na vemurafenib. Dlatego podejrzewa sie, ze wzrost aktywnosci HER promuje
opornos¢ na inhibitory BRAF/MEK [262]. Zaobserwowano takze, ze wyciszenie ekspresji HER
zwiekszyto wrazliwo$é komorek czerniaka na induktory ferroptozy [263] czy dakarbazyne [256].

Poziom HER2 w tkankach czerniaka u pacjentéw jest znikomy [264-266], natomiast rola EGFR
w czerniaku nie jest w petni okreslona. Badania wskazujg, ze ten receptor nie ulega ekspresji w ludzkich
melanocytach, jednakze jest on wykrywany w komérkach czerniaka [255, 267, 268]. Nie wykryto
zaleznosci pomiedzy poziomem EGFR, a inwazyjnoscig tego nowotworu i wystepowaniem przerzutéw
[269]. Natomiast inna publikacja ukazuje korelacje pomiedzy zwiekszong ekspresjg EGFR i przerzutami
do wezta wartowniczego, nie stwierdzono jednak wptywu ekspresji EGFR na czas przezycia pacjentéw
z czerniakiem [255]. Z kolei zwiekszona amplifikacja kopii tego genu byta skorelowana z progresj3
czerniaka i wystgpieniem przerzutow [267]. Wysoki poziom EGFR w tkankach z przerzutéw powigzano
takze z nawrotem choroby po leczeniu adjuwantowym inhibitorami immunologicznych punktéw
kontrolnych [268].

Prezentowane w tej rozprawie doktorskiej badania wskazujg na istotny wptyw wyciszenia
RAB27 na ekspresje receptorow z rodziny HER. Szczegdlnie znaczgce wydaje sie obnizenie poziomu
HER3 we wszystkich badanych liniach czerniaka, pomimo jego réznej bazowej ekspresji. Biorgc pod
uwage istotng role tego receptora w czerniaku efekt ten moze posiadaé¢ dziatanie
przeciwnowotworowe. Natomiast réznice w ekspresji HER2 i EGFR sg zalezne od linii komdrkowej.
Komorki SkMel28 RAB27A KO wykazywaty zwiekszony poziom mRNA oraz powierzchniowg ekspresje
HER2, wzgledem kontroli, natomiast odwrotne zjawisko wystepowato w przypadku komérek DMBC12
RAB27A KO, w ktdrych ekspresja tego receptora byta nizsza. Poziom HER2 byt niezmienny w komérkach
A375 RAB27A KO oraz RAB27A/B KO. Z kolei poziom EGFR byt wyzszy w komadrkach KO (chociaz
nieistotny statystycznie) i najwyzszy w komédrkach dKO linii A375.

Zmiany ekspresji i aktywnosci receptoréw z rodziny HER skutkujg takze efektem ,,downstream”

wptywajgcym na szlaki sygnatowe RAS/RAF/MEK/ERK oraz PI3K/AKT. Jednak ponownie zmiany te sg
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zalezne od linii komérkowej. W komérkach DMBC12 RAB27A KO nastgpito znaczgce ograniczenie
fosforylacji reszt treoninowej i serynowej biatka AKT oraz reszt tyrozynowej i treoninowej biatek
ERK1/2. Co zaskakujgce, w komérkach SkMel28 i A375 z wyciszonym RAB27A nie zaobserwowano
zmian w fosforylacji wyzej wymienionych biatek sygnatowych. Jest to szczegdlnie ciekawe biorgc pod
uwage niemal catkowity brak ekspresji HER3 w komdrkach A375 RAB27A KO, co sugerowatoby réwniez
najbardziej znaczacy wptyw na szlaki sygnatowe regulowane przez ten receptor. Z drugiej strony, by¢
moze zwiekszona (chociaz nieistotna statystycznie) ekspresja EGFR rekompensuje brak HER3.
Natomiast komoérki A375 z podwdjnym KO, w ktdrych wystepuje jeszcze wieksza (istotna statystycznie)
ekspresja EGFR wykazujg ograniczenie fosforylacji reszty treoninowej i serynowej AKT oraz reszt
tyrozynowej i treoninowej ERK1/2. Trudno wiec wysnué sprecyzowane wnioski na podstawie tych
wynikéw. By¢ moze w komdérkach linii A375 ma miejsce efekt kompensacji dziatania RAB27A przez
RAB27B, jednak nie wystepuje on w przypadku komodrek z podwdjnym nokautem, stgd zmiany
w stopniu fosforylacji biatek obserwowane sg wytgcznie w linii dKO. Natomiast brak badan
prowadzonych na komérkach z nokautem wytgcznie RAB27B uniemozliwia precyzyjng ocene roli tego
biatka w fosforylacji biatek AKT i ERK1/2.

Niewatpliwie jednak wyciszenie ekspresji RAB27A lub RAB27A/B znaczaco zaburzyto
rownowage pomiedzy ekspresjg i aktywnoscig receptoréw z rodziny HER, co moze mie¢ kluczowe
znaczenie dla funkcjonowania komaérek nowotworowych i ttumaczy¢ zmiany w ich proliferacji, migracji
i inwazyjnosci. Z danych literaturowych wiadomo, ze wyciszenie HER3 w komdrkach czerniaka
skutkowato redukcjg proliferacji, migracji i inwazji, zwiekszong apoptozg oraz zahamowaniem
fosforylacji AKT in vitro [256, 270, 271]. Co ciekawe, wptyw wyciszenia HER3 na aktywno$¢é AKT i ERK1/2
zalezy od linii komodrkowej czerniaka. Na przyktad zwiekszong fosforylacje ERK1/2 obserwowano
w ludzkich komérkach czerniaka linii WM115 i SkMel24 [270], natomiast fosforylacja ERK1/2 i AKT byta
zmniejszona w ludzkich komérkach tego nowotworu linii CHL-1 i Bowes [271] oraz w mysich komdrkach
linii B16-BL6 [272]. Wyciszenie ekspresji HER3 w ksenograftach u myszy ograniczyto wzrost guza
i angiogeneze oraz powstawanie przerzutéw do ptuc [260, 272]. Nalezy jednak doda¢, ze oprdcz biatek
z rodziny HER szlaki sygnatowe PI3K-AKT i RAS/RAF/MEK/ERK sg aktywowane takze przez receptory
czynnikdw wzrostu, receptory insulinowe, cytokinowe czy chemokinowe [273, 274]. A zatem pomimo
obnizenia ekspresji HER3 w komdrkach RAB27A KO linii SkMel28 czy A375 mozemy nie obserwowac
ograniczonej fosforylacji ERK1/2 i AKT, poniewaz proces ten jest regulowany przez inne receptory.

Szczegdlnie interesujgcym odkryciem w prezentowanej rozprawie doktorskiej jest pokazanie
zaleznosci pomiedzy RAB27 a receptorami z rodziny HER, w szczegdlnosci HER3. Na chwile obecng nie
opublikowano badan poswieconych mechanizmom wspétoddziatywania tych dwéch biatek, trudno
wiec wskazaé przyczyne takiej interakcji. Jedng z mozliwosci jest wptyw RAB27 na

wewnatrzkomorkowy transport receptoréw. Takie zjawisko obserwowano w osteoklastach myszy
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ashen z mutacjg RAB27A, w ktérych aktywacja kaskady sygnatowej przez czynnik stymulujgcy
tworzenie kolonii makrofagéw (ang. macrophage colony-stimulating factor, M-CSF) lub ligand
aktywatora receptora jadrowego czynnika kP (ang. receptor activator of nuclear factor kB ligand,
RANKL) byta wzmocniona na skutek zmiany transportu ich receptoréw, odpowiednio c-fms i RANK
[275]. Z kolei badania na komédrkach raka ptaskonabtonkowego jamy ustnej pokazaty, ze RAB27A
wptywa na palmitylacje EGFR promujgc jego retencje w btonie komdrkowej poprzez modulowanie
ekspresji palca cynkowego ZDHHC13 [276]. Aby lepiej zrozumie¢ zalezno$é pomiedzy wyciszeniem
RAB27, a aktywnoscig biatek z rodziny HER nalezy przeprowadzi¢ dodatkowe badania, miedzy innymi
ocene odpowiedzi komérek na stymulacje odpowiednimi ligandami receptoréw HER.

Zjawiskiem obserwowanym we wszystkich przeprowadzonych doswiadczeniach byty znaczgce
réznice pomiedzy poszczegdlnymi liniami komdrkowymi czerniaka. Prezentowane badania byty
prowadzone na trzech liniach, z rdzng ekspresjag RAB27A i RAB27B, a takze rédznym potencjatem
proliferacyjnym/inwazyjnym. Komorki linii SkMel28 sg uznawane za mniej agresywne, natomiast
komoérki A375 s3g szczegdlnie agresywnym typem czerniaka. Oprécz komercyjnie dostepnych linii
komérkowych wykorzystano takze linie komérkowg DMBC12 wywodzacy sie z tkanek pobranych od
pacjentki z czerniakiem guzkowym. Komorki te réwniez charakteryzujg sie niskim fenotypem MITF
i wedtug moich obserwacji wykazujg srednig inwazyjnos¢. Wszystkie badane linie komdrkowe
posiadajg mutacje BRAF V600E. Komorki linii SkMel28 cechuja sie takze mutacjami CDK4 [277], TP53,
PTEN [246] i TERT [278]. Natomiast w komdrkach A375 zidentyfikowano mutacje CDKN2A i TERT [246].
W komodrkach DMBC12 wystepujg mutacje w miedzy innymi CDKN2A, MRPS31, KNSTRN, FAM58A,
E2F3, FBXW7, NOTCH2 i NOTCH3 [279]. Badane linie komérkowe rdznig sie takze bazowym poziomem
RAB27A i RAB27B, ktorych ekspresja jest znacznie nizsza w komérkach A375 i DMBC12, niz SkMel28.
Jednakze pomimo wyzszego poziomu RAB27A w komdrkach SkMel28 efekty wywotane przez nokaut
tego genu nie sg bardziej znaczace, niz te obserwowane w komdérkach DMBC12. Podsumowujac, rola
RAB27A w komdrkach czerniaka prawdopodobnie zalezy od wielu zmiennych, takich jak potencjat
proliferacyjny/inwazyjny, czy wariant genetyczny danej linii, a nie wynika bezposrednio z ilosci tego
biatka w komérkach.

Uzyskane w niniejszej pracy wyniki pozwalajg na lepsze poznanie i zrozumienie roli jakg petni
RAB27A w funkcjonowaniu komdrek czerniaka ze szczegdlnym uwzglednieniem funkcji tego biatka
w sekrecji matych pecherzykéw zewngtrzkomadrkowych, ruchliwosci komérek oraz aktywnosci szlakéw
sygnatowych. Badania przeprowadzone na komdrkach czerniaka z podwdéjnym nokautem umozliwity
takze czesciowg ocene funkcji petnionych przez RAB27B, jednakze nalezy wzig¢ pod uwage, ze
obserwowane efekty mogg wynikac z synergicznego efektu wyciszenia obu izoform, a ostateczne
whnioski nalezatoby wysnu¢ na podstawie badan komoérek z wyciszonym jedynie RAB27B.

Podsumowujac, po uwzglednieniu wszystkich poczynionych obserwacji mozna uznaé, ze wyciszenie
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ekspresji RAB27A nie skutkuje wystarczajgco znaczacym efektem terapeutycznym, aby modc byc

potencjalnym biatkiem docelowym w leczeniu czerniaka.
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VI. Podsumowanie

Przedstawione w niniejszej pracy wyniki wskazujg, ze:

1.

10.

11.

RAB27A nie wptywa na rozmiar i liczbe matych pecherzykéw zewnatrzkomérkowych
uwalnianych przez komarki czerniaka, niezaleznie od jego bazowej ekspresji

RAB27A wptywa na zawartos¢ biatek w matych pecherzykach zewnatrzkomérkowych w sposéb
zalezny od linii komdrkowej

RAB27B nie wptywa na rozmiar i liczbe matych pecherzykéw komérkowych uwalnianych przez
komorki czerniaka A375

RAB27B wptywa na zawartos¢ biatek w matych pecherzykach zewnatrzkomdrkowych
uwalnianych z komérek czerniaka A375

RAB27A promuje proliferacje, migracje i inwazje komorek czerniaka o niskim i Srednim stopniu
inwazyjnosci, ale nie wptywa na proliferacje i ruchliwos$¢ komadrek wysoko inwazyjnych
RAB27B promuje migracje wysoko inwazyjnych komadrek czerniaka A375

RAB27A moze by¢ rozwazany jako biatko pro-sygnatowe, modulujgce ekspresje biatek
zwigzanych z powstawaniem i progresjg nowotworu w komodrkach czerniaka, jednakze
wspotzaleznosé ekspresji RAB27A i danego biatka jest uzalezniona od linii komérkowej
czerniaka

RAB27B moze by¢ rozwazany jako biatko pro-sygnatowe, modulujgce ekspresje biatek
zwigzanych z powstawaniem i progresjg nowotworu w komoérkach czerniaka A375

RAB27A reguluje (nasila i/lub hamuje) ekspresje receptoréw z rodziny HER (EGFR, HER2, HER3)
w komoérkach czerniaka w sposdb zalezny od linii komérkowej

RAB27B reguluje (nasila i/lub hamuje) ekspresje receptoréw z rodziny HER (EGFR, HER2, HER3)
w komarkach czerniaka A375

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

komdrkowych, co moze skutkowaé zahamowaniem inwazyjnosci komaorek

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

Sg réwniez wazinym czynnikiem pro-sygnatowym wspotpracujgcym z biatkami zaangazowanymi

w progresje czerniaka. Jednakze aktywnos¢ RAB27A jest Scisle uzalezniona od linii komdrkowej tego

nowotworu.
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VII. Streszczenie

Czerniak jest najbardziej Smiertelnym nowotworem skéry, a liczba zdiagnozowanych
pacjentéw wzrasta kazdego roku. Wczesnie wykryty jest prawie catkowicie wyleczalny, jednak
zaawansowane stadium tej choroby zwykle wigze sie z niskim odsetkiem przezywalnosci. Obecnie
stosowana terapia celowana z uzyciem inhibitoréw BRAF i MEK oraz immunoterapia przeciwciatami
skierowanymi przeciwko CTLA-4 i PD-1 majg ograniczong skutecznos¢. U wiekszosci pacjentéw
wystepuje wrodzona lub nabyta opornosé na leczenie, co przyczynia sie do wysokiej smiertelnosci
czerniaka. Ponadto czerniak jest nowotworem o najwiekszej liczbie mutacji, miedzy innymi ze wzgledu
na kluczowy udziat promieniowania ultrafioletowego w jego powstawaniu. Dlatego wcigz prowadzone
sg badania poszukujgce nowych molekularnych celéw terapeutycznych, ktére mogtyby stanowic
wsparcie w jego leczeniu.

Gtéwnym celem niniejszej pracy byto poznanie roli RAB27 w komodrkach czerniaka. Biatko to
wystepuje w postaci izoform RAB27A i RAB27B, a ich udziat obserwuje sie w licznych procesach
fizjologicznych i patologicznych. Badania wskazujg na pro-nowotworowy charakter RAB27 w réznych
typach nowotwordw. Uwaza sie, ze efekt ten jest zwigzany gtéwnie z promowaniem sekrecji matych
pecherzykdw zewngtrzkomdrkowych przez komérki nowotworowe. Uwalniane pecherzyki stanowig
nosnik onkogennych kwasow 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
immunosupres;ji. Jednakze niezaleznie od sekrecji pecherzykéw, RAB27 wptywa takze na wydzielanie
rozpuszczalnych czynnikéw promujgcych progresje nowotworu (np. cytokin, metaloproteinaz), a takze
moduluje funkcje komdrek takie jak ich proliferacja czy migracja.

Do badan uzyto trzech linii komérkowych czerniaka SkMel28, DMBC12 i A375, w ktérych
wyciszono ekspresje RAB27A za pomoca CRISPR/Cas9 oraz linie A375 z wyciszong ekspresjg RAB27A
i RAB27B. Badania przeprowadzono w trzech etapach. Po uzyskaniu linii komérkowych z nokautem
scharakteryzowano mate pecherzyki zewnatrzkomorkowe uwalniane przez komérki KO w poréwnaniu
do pecherzykéw z komodrek typu dzikiego. Wykazano, ze liczba oraz rozmiar pecherzykdw nie ulegt
zmianie na skutek wyciszenia RAB27A lub RAB27A/B. Catkowite stezenie biatka byto poréwnywalne
w pecherzykach z komérek WT i RAB27A KO linii SkMel28 i DMBC12, jednak byto ono wyisze
w przypadku pecherzykéw z komadrek KO linii A375, w porownaniu do WT. We wszystkich badanych
liniach zaobserwowano znaczace rdzinice w poziomie biatek charakterystycznych dla matych
pecherzykdw zewnatrzkomérkowych - tetraspanin CD63 i CD81 oraz biatek ESCRT - TSG101 i Alix.
Nalezy jednak podkresli¢, ze réznice te byty zalezne od linii komdrkowej i nie wystgpita ogdlna

zalezno$¢ pomiedzy poziomem RAB27A, a poszczegdlnymi biatkami pecherzykowymi.
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W dalszych badaniach skupiono sie na funkcjonowaniu komérek czerniaka z wyciszong
ekspresjg RAB27A lub RAB27A/B. W tym celu wykorzystano pomiar przyrostu komoérkowego DNA
w celu oceny proliferacji komérek, test zarastania rysy jako model dwuwymiarowej migracji, oraz
badanie przejscia komodrek przez warstwe macierzy zewnatrzkomérkowej jako model inwazji. Sposréd
ocenianych linii jedynie komadrki SkMel28 RAB27A KO wykazaty ograniczong proliferacje. Natomiast
zarowno komarki SkMel28 RAB27A KO, jak i DMBC12 RAB27A KO cechowaty sie zahamowang migracja
i inwazjg. Zaobserwowano takze spadek poziomu N-kadheryny, markera mezenchymalnego, co
dodatkowo sugeruje, ze RAB27A uczestniczy w regulacji inwazyjnosci tych linii komdrkowych
czerniaka. Natomiast ruchliwo$é¢ komodrek A375 RAB27A KO pozostata niezmienna, jedynie
w przypadku komdrek z podwdjnym nokautem nastgpito zahamowanie migracji. Poniewaz linia A375
charakteryzuje sie najwiekszg inwazyjnoscig, pozwala to przypuszczaé, ze RAB27A wptywa na
funkcjonowanie komdrek o mniejszej agresywnosci.

W ostatnim etapie badan dokonano oceny poziomu biatek zaangazowanych w onkogeneze
i/lub progresje nowotworu. Poprzez badanie profilu proteomicznego wyrdzniono liczne biatka,
w ktorych nastgpit wzrost lub spadek ekspresji na skutek wyciszenia RAB27A lub RAB27A/B. Wsréd
nich znalazty sie receptory z rodziny HER, ktérych poziom byt znaczaco zmieniony. Aby doktadniej
pozna¢ zalezno$¢ pomiedzy RAB27, a receptorami HER zbadano poziom mRNA i biatka, a takze
powierzchniowg ekspresje HER2, HER3 i EGFR w komdrkach. Otrzymane wyniki pokazaty, ze wyciszenie
RAB27A znaczaco obnizyto poziom HER3 we wszystkich badanych liniach czerniaka. Natomiast
fluktuacje w poziomie HER2 i EGFR byty rézne w zaleznosci od linii komérkowej. Ze wzgledu na
bezposredni udziat receptoréw z rodziny HER w szlakach sygnatowych RAS/RAF/MEK/ERK oraz PI3K-
AKT zbadano aktywno$é biatek AKT i ERK1/2 . Wykazano, ze stopien fosforylacji ERK1/2 oraz AKT byt
obnizony w komérkach DMBC12 RAB27A KO, natomiast pozostat niezmienny w komérkach SkMel28
RAB27A KO iA375 RAB27A KO. Zaobserwowano takze zmniejszong fosforylacje AKT w komdrkach A375
z podwdjnym nokautem RAB27A/B.

Podsumowujac, wyniki przeprowadzonych badan pozwolity na lepsze poznanie funkcji
petnionych przez RAB27A w komdérkach czerniaka. Wykazano, ze RAB27A nie wptywa bezposrednio na
liczbe uwalnianych matych pecherzykéw zewngtrzkomarkowych, jednak znaczaco ksztattuje zawartosé
pewnych biatek. Ponadto, RAB27A reguluje proliferacje, migracje oraz inwazje komdrek czerniaka
w stopniu zaleznym od linii komdrkowej. Dodatkowo wystepuje interakcja pomiedzy RAB27A,
a receptorami z rodziny HER wptywajac na aktywacje biatek sygnatowych. Przedstawione wyniki
sugerujg, ze RAB27A petni role w progresji czerniaka, jednak stopien jego zaangazowania jest Scisle
zalezny od linii komérkowej. Dlatego mato prawdopodobne wydaje sie, aby biatko RAB27A byto

uniwersalnym celem terapeutycznym w czerniaku.
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VIIIl. Abstract

Melanoma is the deadliest of skin cancers, and the number of patients diagnosed with it
increases every year. When detected early, it is almost completely curable, but advanced stages of this
disease are usually associated with low survival rates. Current targeted therapy with BRAF and MEK
inhibitors, as well as immunotherapies targeting CTLA-4 and PD-1, show limited efficacy. Most patients
have innate or acquired resistance to treatment, contributing to melanoma's high mortality rate.
Additionally, melanoma has the highest mutation rate among all cancers, partially due to the
significant role of ultraviolet radiation in its formation. Therefore, ongoing research focuses on
identifying new molecular therapeutic targets to support its treatment.

The main goal of this study was to understand the role of RAB27 in melanoma cells. This protein
exists as two isoforms, RAB27A and RAB27B, and is involved in numerous physiological and
pathological processes. Various studies indicate an oncogenic character of RAB27 in multiple types of
cancer. This effect is primarily attributed to promoting the secretion of small extracellular vesicles by
cancer cells. The released vesicles act as carriers of oncogenic nucleic acids and proteins, enabling
communication between tumor cells, the tumor microenvironment, and distant tissues. Vesicular
transport contributes to the formation of premetastatic niche, malignant transformation of normal
cells, or immunosuppression. However, independent of vesicular release, RAB27 also affects the
secretion of soluble factors (e.g. cytokines, metalloproteinases) that promote tumor progression and
modulate cellular functions such as proliferation or migration.

In this stidy, | used three melanoma cell lines: SkMel28, DMBC12, and A375 with CRISPR/Cas9-
mediated silenced expression of RAB27A, and the A375 cell line with silenced expression of both
RAB27A and RAB27B. The study was conducted in three steps. After generating the knockout cell lines,
the small extracellular vesicles released by KO cells were characterized in comparison to those from
wild-type cells. It was shown that the number and size of vesicles were not altered by RAB27A or
RAB27A/B silencing. The total protein concentration was comparable in vesicles from WT and RAB27A
KO SkMel28 and DMBC12 cell lines but was higher in vesicles from A375 knockout cells, compared to
WT. Significant differences in the levels of proteins characteristic of small extracellular vesicles -
tetraspanins CD63 and CD81, and ESCRT proteins TSG101 and Alix - were observed in all studied cell
lines. However it is noteworthy that these differences were cell line-dependent, and there was no
overall correlation between RAB27A levels and vesicular proteins.

Further studies focused on the functioning of melanoma cells with RAB27A or RAB27A/B
knockout. Cell proliferation was assessed by measuring the DNA growth, the wound healing assay was
used as a model of two-dimensional migration, and cell migration through the extracellular matrix
layer acted as a model of invasion. Among all studied cell lines, only SkMel28 RAB27A KO cells showed
inhibited proliferation. In contrast, both SkMel28 RAB27A KO and DMBC12 RAB27A KO cells exhibited
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limited migration and invasion. A decrease in the level of N-cadherin, a mesenchymal marker, was also
observed, further suggesting that RAB27A regulates the invasiveness of these melanoma cell lines. In
contrast, the motility of A375 RAB27A KO cells remained unchanged, while the double knockout cells
showed inhibited migration. Since the A375 line is characterized as the most invasive, this leads to the
assumption that RAB27A affects only the functioning of less aggressive cells.

In the final stage of this study, the levels of proteins involved in oncogenesis and/or tumor
progression were assessed. By examining the proteomic profile, | identified numerous proteins with
increased or decreased expression due to the silencing of RAB27A or RAB27A/B. Among these proteins
were HER family receptors, whose levels were significantly altered. To further explore the interaction
between RAB27 and HER receptors | measured mRNA and protein levels and surface expression of
HER2, HER3, and EGFR. The results showed that silencing RAB27A significantly reduced HER3 levels in
all studied melanoma cell lines. In contrast, the fluctuations in HER2 and EGFR levels varied between
cell lines. Due to the direct involvement of HER family receptors in RAS/RAF/MEK/ERK and PI3K-AKT
signaling pathways, | analyzed the activation of AKT and ERK1/2 proteins. It was shown that the
phosphorylation of ERK1/2 and AKT proteins was decreased in DMBC12 RAB27A KO cells, while it
remained unchanged in SkMel28 RAB27A KO and A375 RAB27A KO cells. Reduced AKT phosphorylation
was also observed in A375 RAB27A/B double knockout cells.

In conclusion, the results of this study provide a better understanding of the functions
performed by RAB27A in melanoma cells. It was shown that RAB27A does not directly affect the
number of released small extracellular vesicles but significantly shapes some of their protein content.
Moreover, RAB27A regulates the proliferation, migration, and invasion of melanoma cells in a cell line-
dependent manner. In addition, an interaction between RAB27A and HER family receptors affecting
the activation of signaling proteins was discovered. The results presented here suggest that RAB27A
plays a role in melanoma progression, but the degree of its involvement is strictly cell line-dependent.

Therefore, it seems unlikely that the RAB27A protein is a universal therapeutic target in melanoma.
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