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Leczenie nowotworéw a stanowi jedno z najwigkszych wyzwan wspotczesnej
medycyny. Do najlepiej przebadanych nalezg nowotwory wywodzace si¢ z nabtonka, takie jak
nowotwory piersi czy pluc. W przeciwienstwie do nich komorki czerniaka to transformowane
nowotworowo melanocyty pochodzenia neuroektodermalnego. Z tego powodu biologia
czerniaka rozni si¢ od Nnowotworow pochodzenia epitelialnego,
a mechanizmy stojace za jego rozprzestrzenianiem oraz agresywnoscig pozostajg w dalszym
ciggu nie w pelni wyjasnione. Poréwnujac ze soba dwie linie komorkowe czerniaka,
wywodzace si¢ z guza o wzroscie wertykalnym, zaobserwowano pomi¢dzy nimi istotne roznice
w inwazyjnosci, czyli zdolnos$ci do zainicjowania powstania wtornego ogniska chorobowego.
Komorki badanych linii WM1341D 1 A375, roznily si¢ zdolnoscig do ruchu zaré6wno na
podtozu jak i w macierzy 3D, adhezja, elastycznoscia, stopniem zaawansowania przejscia
epitelialno-mezenchymalnego oraz przejawianymi cechami nowotworowych komorek
macierzystych. W kazdym z tych procesd6w znaczacg rol¢ odgrywa cytoszkielet aktynowy oraz
szereg biatek wigzacych aktyne, ktore kontroluja dynamik¢ polimeryzacji.
W badanych liniach komdrkowych zaobserwowano wyrazne roznice w poziomie dwdch biatek
z tej grupy tj. zelsoliny (GSN) i tymozyny 4 (TB4). Poczynione obserwacj¢ nasunegty pytanie
o ich rol¢ w inwazyjnosci komorek czerniaka.

W celu odpowiedzi na to pytanie zastosowano réznorodne techniki m.in.
mikroskopowe, analizy ruchu oraz biologii molekularnej. W przypadku Zelsoliny, byto to
dokonanie uszkodzenia kodujacego ja genu z zastosowaniem techniki CRISPR-Cas9 (D10A).
W komorkach pozbawionych Zelsoliny zaobserwowano obnizenie zdolnosci do ruchu po
podtozu oraz w srodowisku 3D. Dodatkowo charakteryzowaty si¢ one gorsza adhezja zarowno
do nieoptaszczonej powierzchni, jaki i tej optaszczonej biatkami macierzy pozakomorkowe;.
Wykazano rowniez obecnos¢ GSN w strukturach adhezyjnych, nie bgdacych klasycznymi
ogniskami adhezyjnymi. Zaobserwowano, ze tworzy ona kompleksy
z takimi biatkami zaangazowanymi w adhezj¢ komorek jak: winkulina, integryna Bl oraz
kinazy ILK 1 FAK. Dodatkowo komorki pozbawione Zelsoliny odznaczaly si¢ wzrostem
zdolnosci do formowania kolonii w agarze, jak rowniez zwigkszeniem poziomu biatek

zwigzanych z macierzystoscig.



W przypadku eksperymentéw zmierzajacych do okreslenia funkcji tymozyny (4
w progresji czerniaka, poshuzono si¢ technikg interferencyjnego RNA w celu obnizenia
poziomu ekspresji genu TMBSX4. W uzyskanych w ten sposéb stabilnych klonach
zaobserwowano zwigkszenie zdolnosci do formowania ognisk adhezyjnych (FA). Wykazano,
ze TP4 jest sktadowa tych struktur, bowiem kolokalizuje z biatkami markerowymi dla FA —
winkuling, integryng aVP3 oraz dodatkowo z kinazami ILK oraz FAK. Komorki
o obnizonym poziomie TP4 przejawialy ponadto zmiany w oddzialywaniu z podlozem.
Charakteryzowaty si¢ one zwickszeniem zdolnos$ci migracyjnych oraz adhezyjnych do podtoza
imitujgcego btone podstawng. Za pomocag obrazowania z zastosowaniem mikroskopii sit
atomowych wykazano w tych komorkach réznice zar6wno w topografii powierzchni jak
iich wysokosci. Poziom tymozyny 4 korelowat rowniez ze stopniem zaawansowania przejscia
epitelialno-meznchymalnego w komoérkach czerniaka. Zaobserwowano spadek poziomu dwoch
biatek markerowych tego procesu czyli SNAI1 oraz wimentyny.
W stabilnych klonach z obnizonym poziomem ekspresji TMBSX4 nastgpity zmiany
w morfologii komérek, w ich zdolnosci do ruchu w macierzy 3D oraz elastycznosci.
Jednocze$nie komorki te odznaczaty si¢ obnizeniem mozliwosci formowania kolonii, przy
jednoczesnym wzroscie poziomu dwoch bialek zwigzanych z macierzysto$cia.

Badania przedstawione w niniejszej rozprawie doktorskiej wykazaty, ze zelsolina
i tymozyna B4 odgrywaja wazng role w inwazyjnosci komorek czerniaka. Na podstawie
uzyskanych wynikéw mozna wnioskowaé, ze wzrost poziomu TP4 promuje progresje tego
nowotworu. W przypadku GSN jej rola nie jest jednoznaczna. Z jednej strony brak tego biatka

hamuje ruch komorek, z drugiej jednak strony zwieksza ich macierzystosc.



