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Analiza funkcjonalna RAB27 w liniach komérkowych czerniaka: wydzielanie matych pecherzykéw

zewnatrzkomoérkowych, migracja, inwazja i sygnalizacja komérkowa
Streszczenie

Czerniak jest najbardziej $Smiertelnym nowotworem skéry, a liczba zdiagnozowanych
pacjentdw wzrasta kazdego roku. Wczednie wykryty jest prawie catkowicie wyleczalny, jednak
zaawansowane stadium tej choroby zwykle wigze sie z niskim odsetkiem przezywalnosci. Obecnie
stosowana terapia celowana z uzyciem inhibitoréw BRAF i MEK oraz immunoterapia przeciwciatami
skierowanymi przeciwko CTLA-4 i PD-1 majg ograniczong skutecznos$é. U wiekszosci pacjentow
wystepuje wrodzona lub nabyta opornos¢ na leczenie, co przyczynia sie do wysokiej $miertelnosci
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 poszukujace nowych molekularnych celdw terapeutycznych, ktére mogtyby stanowié
wsparcie w jego leczeniu.

Gtéwnym celem niniejszej pracy byto poznanie roli RAB27 w komérkach 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 gtdwnie z promowaniem sekrecji matych
pecherzykdw zewnatrzkomorkowych przez komdrki nowotworowe. Uwalniane pecherzyki stanowig
nosnik onkogennych kwaséw nukleinowych i biatek, co umozliwia komunikacje pomiedzy komdrkami
nowotworowymi, mikrosrodowiskiem guza i odlegtymi tkankami. Transport pecherzykowy przyczynia
sie do powstawania niszy premetastatycznej, transformacji nowotworowej komérek prawidtowych czy
immunosupresji. Jednakze niezaleznie od sekrecji pecherzykdéw, RAB27 wptywa takze na wydzielanie
rozpuszczalnych czynnikdw promujacych 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 ktdrych
wyciszono ekspresje RAB27A za pomocg 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 zewnatrzkomérkowe uwalniane przez komaérki KO w poréwnaniu
do pecherzykdw z komodrek typu dzikiego. Wykazano, ze liczba oraz rozmiar pecherzykdéw nie ulegt
zmianie na skutek wyciszenia RAB27A lub RAB27A/B. Catkowite stezenie biatka byto poréwnywalne w
pecherzykach zkomérek WT i RAB27A KO linii SkMel28 i DMBC12, jednak byto ono wyzsze w przypadku

pecherzykéw z komérek KO linii A375, w pordwnaniu do WT. We wszystkich badanych liniach



zaobserwowano znaczgce rdéznice w poziomie biatek charakterystycznych dla matych pecherzykéw
zewnatrzkomorkowych - tetraspanin CD63 i CD81 oraz biatek ESCRT - TSG101 i Alix. Nalezy jednak
podkresdli¢, ze réznice te byty zalezne od linii komdérkowej i nie wystgpita ogdlna zaleznos¢ pomiedzy
poziomem RAB27A, a poszczegdlnymi biatkami pecherzykowymi.

W dalszych badaniach skupiono sie na funkcjonowaniu komédrek czerniaka z wyciszong
ekspresjg RAB27A lub RAB27A/B. W tym celu wykorzystano pomiar przyrostu komérkowego DNA w
celu oceny proliferacji komoérek, test zarastania rysy jako model dwuwymiarowej migracji, oraz
badanie przejscia komdrek przez warstwe macierzy zewnatrzkomaérkowej jako model inwazji. Sposréd
ocenianych linii jedynie komérki SkMel28 RAB27A KO wykazaty ograniczong proliferacje. Natomiast
zaréwno komorki SkMel28 RAB27A KO, jak i DMBC12 RAB27A KO cechowaty sie zahamowang migracjg
i inwazja. Zaobserwowano takze spadek poziomu N-kadheryny, markera mezenchymalnego, co
dodatkowo sugeruje, ze RAB27A uczestniczy w regulacji inwazyjnosci tych linii komérkowych
czerniaka. Natomiast ruchliwos¢ komodrek A375 RAB27A KO pozostata niezmienna, jedynie w
przypadku komodrek 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 wyrézniono liczne biatka, w
ktérych nastgpit wzrost lub spadek ekspresji na skutek wyciszenia RAB27A lub RAB27A/B. Wsréd nich
znalazly sie receptory z rodziny HER, ktérych poziom byt znaczgco zmieniony. Aby dokfadniej poznac
zalezno$¢ pomiedzy RAB27, a receptorami HER zbadano poziom mRNA i biatka, a takze
powierzchniowg ekspresje HER2, HER3 i EGFR w komérkach. Otrzymane wyniki pokazaty, ze wyciszenie
RAB27A znaczaco obnizyto poziom HER3 we wszystkich badanych liniach czerniaka. Natomiast
fluktuacje w poziomie HER2 i EGFR byly rézne w zaleznosci od linii komérkowej. Ze wzgledu na
bezposredni udziat receptoréw z rodziny HER w szlakach sygnatowych RAS/RAF/MEK/ERK oraz PI3K-
AKT zbadano aktywnos$¢ 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 iA375RAB27A KO. Zaobserwowano takze zmniejszong fosforylacje AKT w komadrkach A375
z podwdjnym nokautem RAB27A/B.

Podsumowujac, wyniki przeprowadzonych badan pozwolity na lepsze poznanie funkc;ji
petnionych przez RAB27A w komdrkach czerniaka. Wykazano, ze RAB27A nie wptywa bezposrednio na
liczbe uwalnianych matych pecherzykéw zewnatrzkomaorkowych, jednak znaczgco ksztattuje zawartosé
pewnych biatek. Ponadto, RAB27A reguluje proliferacje, migracje oraz inwazje komérek czerniaka w
stopniu zaleznym od linii komérkowej. Dodatkowo wystepuje interakcja pomiedzy RAB27A, a

receptorami z rodziny HER wptywajgc na aktywacje biatek sygnatowych. Przedstawione wyniki



sugeruja, ze RAB27A petni role w progresji czerniaka, jednak stopien jego zaangazowania jest $cisle
zalezny od linii komérkowej. Dlatego mato prawdopodobne wydaje sie, aby biatko RAB27A byto

uniwersalnym celem terapeutycznym w czerniaku.



