»Inhibitory EGFR i c-Met jako czynniki ograniczajace powstawanie inwadopodiéw w
komorkach ludzkiego czerniaka”

Czerniak jest nowotworem o stosunkowo niskiej czgstotliwosci wystgpowania, aczkolwiek
wysokiej $miertelnosci, na poziomie ok. 80% wsrod wszystkich nowotworow skory. Z kazdym
rokiem rosnie liczba nowo diagnozowanych przypadkéw tej choroby, jednak nadal nie
opracowano skutecznego leku dla pacjentow, u ktérych doszlo juz do przerzutu do weztow
chlonnych lub do innych organow. Za tak duza inwazyjno$¢ czerniaka odpowiadaja
mechanizmy molekularne zwigzane m.in. ze szlakami sygnalnymi aktywowanymi przez
czynniki wzrostu, a takze z biatkami regulujacymi organizacj¢ cytoszkieletu, w tym struktur
inwazyjnych bogatych w aktyn¢ — inwadopodiéw. Posrod receptorow czynnikéw wzrostu,
ktérych mutacje gendéw oraz ich nadekspresje wykryto u pacjentdw cierpigcych na czerniaka,
jest EGFR (receptor naskorkowego czynnika wzrostu, ang. Epidermal Growth Factor
Receptor) oraz c-Met (receptor czynnika wzrostu hepatocytow, ang. Hepatocyte Growth Factor
Receptor). W komorkach prawidtowych reguluja one podstawowe procesy m.in. wzrost i
migracje, jednak w komodrkach nowotworowych moga przyczyni¢ si¢ do rozrostu guza i
powstawania przerzutdw, co czyni je potencjalnymi celami terapeutycznymi dla inhibitoréw

drobnoczasteczkowych lub przeciwcial monoklonalnych.

Celem tej pracy bylo ustalenie wptywu inhibitorow EGFR 1 c-Met na przezywalno$¢ oraz
zdolno$ci inwazyjne komorek ludzkiego czerniaka tworzacych inwadopodia, wypustki
adhezyjne o zdolnosciach proteolitycznych. Zadaniem projektu byta zatem weryfikacja tezy
zaktadajacej, 1z receptory czynnikéw wzrostu mogg stanowi¢ potencjalny cel terapii
ukierunkowanej na zahamowanie tworzenia przerzutow przez komorki czerniaka poprzez

zablokowanie aktywnosci tworzonych przez nie struktur inwazyjnych.

W pierwszym etapie pracy okreslono poziom badanych receptoréw w liniach komérkowych
ludzkiego czerniaka wywodzacych si¢ z nowotworu pierwotnego (A375, WM1341D) oraz
przerzutow (Hs294T, WM9, WM239), a takze zweryfikowano wrazliwos¢ komorek na
inhibitory EGFR (erlotinib, gefitinib, lapatinib) i c-Met (crizotinib, foretinib). Na podstawie
otrzymanych wynikéw do dalszych badan wybrano linie A375, Hs294T 1 WM0, oraz zestaw
inhibitorow, ktoére stosowane w duetach wykazywaty synergistyczny efekt cytotoksyczny
(foretinib z lapatinibem lub gefitinibem) wzgledem komorek czerniaka. Nastepnie, zbadano
wplyw wybranych mieszanin lekow na zdolno$ci inwazyjne badanych komorek. Testy migracji
spontanicznej, zarastania rysy oraz eksperymenty z wykorzystaniem komory Boydena

wykazaly przewage duetéw inhibitorow nad monoterapia. Takze parametry zwigzane z inwazja



komorek przez macierz pozakomoérkowsa - liczba inwadopodiéw oraz poziom aktywnosci

proteolitycznej komorek, ulegly znacznej redukcji w wyniku stosowania mieszanin lekow.

Dodatkowo, przetestowano bezposredni wptyw EGFR 1 c-Met na inwazyjno$¢ komorek
czerniaka. W tym celu wygenerowano linie komorkowe o podwyzszonej lub obnizonej
ekspresji genow kodujacych te receptory i stwierdzono, ze wyzszy poziom EGFR sprzyja
inwazyjno$ci, natomiast obnizony poziom EGFR lub c-Met koreluje ze zmniejszong

ruchliwos$cig 1 aktywnoscig proteolityczng komorek czerniaka.

W ostatnim etapie pracy wygenerowano linie komorkowe oporne na vemurafenib, inhibitor
zmutowanej kinazy BRAF, szeroko stosowany w terapii metastatycznego czerniaka. Uzyskane
komorki wykazywaty znaczny wzrost inwazyjnosci w stosunku do komorek wyjsciowych, a
takze obecno$¢ niektorych cech macierzystosci. Ustalono, ze terapia taczona (foretinib z
lapatinibem) jest skuteczna gldéwnie w hamowaniu wzrostu uzyskanych komoérek opornych, w

mniejszym stopniu wptywajac na ich ruchliwos$é.

Podsumowujac, uzyskane wyniki potwierdzajg zasadnos$¢ postawionej tezy i wskazuja, ze
zastosowanie inhibitorow EGFR i c-Met, szczegdlnie w postaci duetu lekow, skutecznie
zmniejsza nie tylko przezywalno$¢ komorek czerniaka, ale takze obniza ich zdolnosci
migracyjne i inwazyjne miedzy innymi poprzez zahamowanie tworzenia przez nie

aktywnych inwadopodiow.



