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STRESZCZENIE

Czerniak charakteryzuje si¢ duza heterogennoscig fenotypowa oraz
genotypowa. Co wiecej, w obrebie pojedynczej zmiany nowotworowej znajdujg si¢
komorki o roznej zdolno$ci do inicjowania 1 promowania rozwoju guza oraz
wykazujace zrdznicowang odpowiedz na leczenie. Pomimo postepow, jakie
dokonaly si¢ w leczeniu czerniaka w ostatnich latach, skuteczno$¢ terapii
u pacjentow Ww zaawansowanym stadium tego nowotworu ciggle nie jest
satysfakcjonujaca. Uzasadnione jest wigc poszukiwanie nowych strategii
leczniczych, w tym zwigzkéw adjuwantowych, ktére wspomagalby obecnie
stosowang terapie.

Pentoksyfilina  jest zwigzkiem  pochodzenia  naturalnego,  ktory
wykorzystywany jest w terapii paliatywnej chorych w zaawansowanym stadium
nowotwordow oraz jako zwigzek uwrazliwiajacy komorki nowotworowe na radio-
1 chemioterapi¢. Ponadto, prowadzone s3 badania nad jej bezposrednimi
wlasciwo$ciami przeciwnowotworowymi. W prezentowanej pracy doktorskiej
badano molekularny mechanizm dzialania pentoksyfiliny w komorkach czerniaka
wyizolowanych od pacjentéw i rosngcych w podlozu dla komorek macierzystych.
Komorki czerniaka hodowane w takim poditozu charakteryzowaty sie¢ wysoka
klonogennoscig, podwyzszong aktywnoscig kanonicznego szlaku WNT oraz nizszym
tempem proliferacji w poréwnaniu do ich odpowiednikéw rosngcych w podiozu
z surowicg. Liczne badania donosza, ze zdolno$¢ do samoodnowy oraz ekspresja
pompy ABCBS5 charakteryzuje komorki czerniaka o cechach nowotworowych
komorek macierzystych (CSCs, ang. cancer stem cells) opornych na stosowang
chemioterapi¢. Prezentowana praca doktorska oparta jest na hipotezie, ze aktywnos$¢

pentoksyfiliny w komoérkach czerniaka rosngcych w podlozu dla komorek



macierzystych, zwigzana jest ze zdolnoscig tego zwigzku do regulacji kanonicznego
szlaku WNT.

W podjetych badaniach wykazano, ze badane populacje czerniaka rdznig si¢
podstawowg aktywnoscig kanonicznego szlaku WNT. Populacje wolnoproliferujace
charakteryzowal wysoki podstawowy poziom aktywnej [-kateniny w jadrze
komorkowym oraz aktywno$¢ czynnikow transkrypcyjnych TCF/LEF. Z kolei
populacje szybkoproliferujace wykazywaty wysoka ekspresj¢ DKKI, inhibitora
szlaku WNT, co przekladalo si¢ na wzglednie niskg aktywno$¢ tego szlaku.
Pentoksyfilina dziatala cytostatycznie oraz indukowata apoptoze we wszystkich
badanych populacjach, natomiast obnizenie aktywno$ci kanonicznego szlaku WNT
przez  pentoksyfiling  zaobserwowano tylko w  komodrkach  czerniaka
charakteryzujacych si¢ wysoka podstawowa aktywnos$cig tego szlaku sygnatowego.
Whniosek ten zostat poparty: doswiadczeniami z wykorzystaniem wektora
reporterowego GFP dla czynnikow transkrypcyjnych TCF/LEF, mikroskopowa
oceng komorkowej lokalizacji aktywnej B-kateniny, a takze poprzez analiz¢ ekspresji
genoéw regulowanych przez kanoniczny szlak WNT i/lub begdacych jego elementami.
Nalezy zaznaczy¢, ze pomimo szeroko prowadzonych badan nad
przeciwnowotworowymi wiasciwos$ciami pentoksyfiliny, jej zdolno§¢ do hamowania
kanonicznego szlaku WNT, nie zostata do tej pory opublikowana w literaturze
naukowej. Z kolei hamowanie kanonicznego szlaku WNT moze mie¢ szczegdlne
znaczenie w terapili przeciwko nowotworowym komodrkom macierzystym oraz
w immunoterapii. Prezentowane badania wskazuja, ze pentoksyfilina moze sta¢ si¢
przedmiotem badan klinicznych jako potencjalny element terapii adjuwantowe;j

czerniaka.



SUMMARY

Melanoma is one of the most aggressive and highly heterogeneous cancer.
A single tumor nodule can be characterized by morphological compartments with
different capacities to initiate and drive tumorigenesis. What is more, during cancer
development, melanoma cells can switch between proliferative and invasive
phenotypes in response to extracellular stimuli resulting in immune surveillance
evasion and therapy resistance. Despite the fact that melanoma treatment options
have evolved rapidly in the last decade, there is still a subset of melanoma patients
with intrinsic and acquired resistance to newly developed immune-based and
targeted therapies. Recently, it has been reported that the canonical WNT signaling
pathway impaired anti-melanoma immune responses and induced selection of BEAFi
resistant melanoma cells.

Pentoxifylline is a natural compound, that is clinically used in patients with
the chronic peripheral arterial disease to increase blood flow and enhance tissue
oxygenation. Currently, pentoxifylline is considered as an anticancer drug. In has
been reported that pentoxifylline efficiently reduced the clonogenic capacity of
patient-derived melanoma cell lines and markedly reduced the frequency of ABCBS
- positive cells. Following the concept linking the stemness with the canonical WNT
pathway, we asked whether pentoxifylline could modulate the activity of this
pathway in melanoma cells cultured in stem cell medium (SCM).

Five patient-derived melanoma populations with a different basal expression
of B-catenin, a crucial effector of the canonical WNT signaling pathway have been
selected for this study. The slow-dividing melanoma populations presented a high
basal level of nuclear B-catenin and an increased activity of the TCF/LEF

transcription factors, whereas increased expression and secretion of DKKI1 was



observed in fast-dividing melanoma populations, that results in the relatively lower
activity of canonical WNT pathway. Pentoxyfilline induced G¢/G; cells cycle arrest
in all tested melanoma populations, whereas decreased viability more efficiently in
slow- than in fast-dividing melanoma populations.

A key finding of this study is that pentoxifylline inhibits the activity of the
canonical WNT pathway in melanoma populations with the high basal activity of this
signalling. This finding was supported by lowered overall activity of the TCF/LEF
transcription factors, reduced nuclear localization of [B-catenin and increased
expression of DKK1. Pentoxyfilline-induced overexpression of DKK1 might be one
of the mechanisms of the WNT/B-catenin pathway downregulation. Moreover,
treatment of melanoma cell populations with pentoxifylline induced downregulation
of genes that are targets of the WNT/B-catenin pathway including connective tissue
growth factor (CTGF) and microphthalmia-associated transcription factor
(MITF-M), a melanocyte- and melanoma cell-specific regulator.

Presented studies indicate that pentoxifylline might be tested in a subset of
melanoma patients with elevated activity of the WNT/B-catenin signalling pathway
as an adjuvant drug in combination therapies to overcome acquired and intrinsic

resistance to immunotherapy or as an anti-melanoma stem cells drug.



