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Wprowadzenie 

 

Czerniak jest złośliwym nowotworem wywodzącym się z melanocytów, czyli komórek 

produkujących melaninę.  Najczęstszą postacią czerniaka jest postać skórna, która jest jednocześnie 

najbardziej śmiertelnym typem tego nowotworu złośliwego. Wcześnie wykryty czerniak jest prawie 

całkowicie wyleczalny, jednak w zaawansowanym stopniu tego nowotworu odsetek przeżywalności 

jest niski. Oprócz leczenia chirurgicznego stosowana jest terapia celowana z użyciem inhibitorów BRAF 

i MEK oraz immunoterapia przeciwciałami skierowanymi przeciwko CTLA-4 i PD-1, jednak skuteczność 

tego postępowania jest ograniczona ze względu na wrodzoną lub nabytą oporność na leczenie (Fisher 

i Bastian 2019, Schadendorf i wsp. 2015).  Dlatego wciąż poszukuje się nowych molekularnych celów 

terapeutycznych, które mogłyby stanowić wsparcie w terapii czerniaka.  

 Głównym celem niniejszej pracy było poznanie roli RAB27 w komórkach czerniaka. Białko to 

występuje w postaci izoform RAB27A i RAB27B, o identyczności aminokwasów w 71% i odgrywa ważne 

role w procesach fizjologicznych i patologicznych. Szczególne zainteresowanie budzi rola RAB27 w 

wielu różnych typach nowotworów, którą potwierdzają liczne doniesienia literaturowe (Tsukuba i wsp. 

2021, Homma i wsp. 2021). Jednym z kluczowych mechanizmów, który przypisywany jest pro-

nowotworowej funkcji RAB27 jest promowanie sekrecji małych pęcherzyków zewnątrzkomórkowych 

(sEVs) przez komórki nowotworowe. Uwalniane pęcherzyki transportują ładunek w postaci 

onkogennych kwasów nukleinowych i białek, co umożliwia komunikację pomiędzy komórkami 

nowotworowymi, mikrośrodowiskiem guza i odległymi tkankami. Transport pęcherzykowy przyczynia 

się do powstawania niszy premetastatycznej, transformacji nowotworowej komórek prawidłowych czy 

immunosupresji. Jednakże niezależnie od sekrecji sEVs, RAB27 wpływa także na wydzielanie 

rozpuszczalnych czynników promujących progresję nowotworu (np. cytokin, metaloproteinaz), a także 

moduluje funkcje komórek takie jak ich proliferacja czy migracja (Bobrie i wsp. 2012, Li i wsp. 2018). 

Jednakże rola RAB27 w czerniaku nie jest w pełni poznana, a dotychczasowe wyniki prowadzonych 

badań są niejednoznaczne. Szczególne kontrowersje budzi potencjalne zahamowanie uwalniania sEVs 

na skutek wyciszenia genu RAB27A i/lub RAB27B (Guo i wsp. 2019, Li i wsp. 2019, Peinado i wsp. 2012).  

Dlatego dalsze badania nad tym mechanizmem, a także ocena wpływu RAB27 na pozostałe, niezależne 

od sEVs, funkcje komórek pozwolą na lepsze zrozumienie znaczenia tego białka w czerniaku oraz ocenę 

jego potencjalnego zastosowania jako molekularnego celu terapeutycznego. 

 

 

 

 

 



5 
 

Cel pracy 

 

Celem pracy była weryfikacja dwóch hipotez badawczych: 

1. RAB27A bierze czynny udział w aktywności funkcjonalnej komórek czerniaka, związanej z 

progresją nowotworu. 

2. RAB27A wpływa na ekspresję i aktywność wybranych białek zaangażowanych w 

nowotworzenie i/lub progresję nowotworu. 

 Realizacja tych postanowień była możliwa dzięki wyciszeniu ekspresji RAB27A metodą CRISPR/Cas9 w 

liniach komórkowych SkMel28, DMBC12 i A375, różniących się stopniem inwazyjności. Postanowiono 

również ocenić potencjalne kompensacyjne działanie drugiej izoformy białka RAB27 - RAB27B w 

komórkach czerniaka. W tym celu przygotowano linię komórkową A375 z wyciszoną ekspresją 

RAB27A/B. 

Aby zweryfikować hipotezy wyznaczono poniższe cele badawcze: 

• Ocena uwalniania małych pęcherzyków zewnątrzkomórkowych przez linie komórkowe czerniaka 

typu dzikiego i z nokautem RAB27A lub RAB27A/B. 

• Ocena proliferacji, migracji i inwazji linii komórkowych czerniaka typu dzikiego i z nokautem 

RAB27A lub RAB27A/B. 

• Ocena ekspresji białek będących produktami protoonkogenów oraz białek zaangażowanych w 

progresję nowotworu w liniach komórkowych czerniaka typu dzikiego i z nokautem RAB27A lub 

RAB27A/B. 

• Ocena ekspresji receptorów z rodziny HER w liniach komórkowych czerniaka typu dzikiego i z 

nokautem RAB27A lub RAB27A/B. 

• Ocena aktywności receptorów z rodziny HER na podstawie stopnia fosforylacji białek docelowych 

należących do szlaków sygnałowych PI3K/AKT i RAS/RAF/MEK/ERK w liniach komórkowych 

czerniaka typu dzikiego i z nokautem RAB27A lub RAB27A/B. 

 

Metodyka badawcza i wyniki 

 

Badania prowadzono na komórkach trzech linii czerniaka – dostępnych komercyjnie A375 i 

SkMel28 oraz linii DMBC12, którą wyprowadzono ze zmiany pierwotnej czerniaka guzkowego skóry, 

otrzymaną od Zakładu Biologii Molekularnej Nowotworów Uniwersytetu Medycznego w Łodzi. 

Wszystkie linie charakteryzują się wzrostem adherentnym, jednak z danych literaturowych i obserwacji 

własnych wynika, że różnią się one poziomem inwazyjności (Rossi i wsp. 2018). Bazowy poziom mRNA 
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i białka RAB27A, oceniony odpowiednio metodami qRT-PCR i Western blot, jest znacząco wyższy w 

komórkach linii SkMel28, natomiast niższy i porównywalny w komórkach DMBC12 i A375.  

Aby ocenić funkcje w komórkach czerniaka pełnione przez RAB27A otrzymano linie 

komórkowe z nokautem (KO) tego genu metodą CRISPR/Cas9. Linie te oznaczono jako SkMel28 

RAB27A KO, DMBC12 RAB27A KO, A375 RAB27A KO. Dodatkowo, aby ocenić potencjalny mechanizm 

kompensacji działania jednej izoformy RAB27 przez drugą otrzymano także linię komórkową A375 z 

podwójnym nokautem (dKO) RAB27A i RAB27B – A375 RAB27A/B KO. Wydajność transfekcji i 

powstanie mutacji na skutek działania nukleazy Cas9 oceniono metodą enzymatyczną z zastosowaniem 

T7 endonukleazy I. Na podstawie trawienia produktów PCR zidentyfikowano krótsze fragmenty DNA, 

wskazujące na obecność mutacji typu insercja/delecja, które są selektywnie rozpoznawane i 

przecinane przez endonukleazę.  Następnie wyizolowano i namnożono pojedyncze komórki, w celu 

otrzymania homogennych linii komórkowych. Wyciszenie ekspresji RAB27A lub RAB27A/B 

zweryfikowano metodą Western blot, a w celu potwierdzenia wystąpienia mutacji w miejscu 

docelowym wykorzystano sekwencjonowanie Sangera. Do dalszych badań wybrano klony o najwyższej 

wydajności edycji genów, obliczonych algorytmami TIDE oraz ICE Synthego.  

Badania przeprowadzono w trzech etapach. W pierwszym oceniano udział białek RAB27A i B 

w uwalnianiu małych pęcherzyków zewnątrzkomórkowych przez komórki czerniaka. Analiza śledzenia 

nanocząstek (Nanoparticle Tracking Analysis, NTA) pozwoliła na zmierzenie liczby i rozmiaru sEVs. Ich 

średnica, w zależności od linii komórkowej, wynosiła od ~119 do ~145 nm, co jest zgodne z wymiarami 

typowymi dla małych pęcherzyków zewnątrzkomórkowych. Średni rozmiar sEVs uwalnianych przez 

komórki typu dzikiego (WT) i RAB27A KO był porównywalny. Średnica sEVs pochodzących z komórek 

A375 WT i KO była mniejsza, niż pęcherzyków z komórek DMBC12 i SkMel28 WT i KO. Liczba małych 

pęcherzyków zewnątrzkomórkowych izolowana z pożywki kondycjonowanej komórek typu dzikiego i 

RAB27A KO była zbliżona, chociaż komórki SkMel28, zarówno WT, jak i KO, uwalniały ich znacząco 

więcej, w porównaniu do komórek pozostałych linii.  

Następnie przeanalizowano poziom białek charakterystycznych dla małych pęcherzyków 

zewnątrzkomórkowych: tetraspanin (CD63, CD81) i białek ESCRT (Alix i TSG101) w sEVs i lizatach 

komórkowych metodą Western blot. Zaobserwowano znaczące różnice w ekspresji białek, jednak były 

one zależne od linii komórkowej. W sEVs uwalnianych przez komórki DMBC12 RAB27A KO poziom 

wszystkich badanych markerów był obniżony. Z kolei ilość TSG101 była zwiększona w pęcherzykach 

wydzielanych przez komórki SkMel28 KO, a wzrost poziomu TSG101 i CD63 wystąpił w sEVs 

pochodzących z komórek A375 KO.   

Analogiczne badania przeprowadzono dla małych pęcherzyków zewnątrzkomórkowych 

uwalnianych przez komórki A375 z podwójnym nokautem RAB27A/B. Rozmiar oraz liczba sEVs, 

analizowane za pomocą NTA, były porównywalne. Natomiast zaszły zmiany w poziomie białek 
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stanowiących markery sEVs. Wzrost tetraspaniny CD63 wystąpił zarówno w pęcherzykach, jak i lizatach 

komórkowych. W lizatach wykryto także zwiększony poziom CD81.  

W drugim etapie badań analizowano aktywność funkcjonalną komórek czerniaka typu dzikiego 

i z nokautem poprzez ocenę ich proliferacji, migracji i inwazji. Proliferacja komórek, badana za pomocą 

pomiaru przyrostu komórkowego DNA, była zmniejszona jedynie w komórkach linii SkMel28 RAB27A 

KO. Test zarastania rysy pozwolił na ocenę dwuwymiarowej migracji komórek, która była wolniejsza w 

komórkach SkMel28 i DMBC12 z nokautem. Przeanalizowano także zdolność komórek czerniaka do 

inwazji przez warstwę białek macierzy zewnątrzkomórkowej. Inwazja komórek SkMel28 KO i DMBC12 

KO była ograniczona względem komórek kontrolnych typu dzikiego. Dodatkowo w tych komórkach 

obniżony był poziom N-kadheryny, markera mezenchymalnego, co może sugerować na udział białka 

RAB27A w regulacji inwazyjności tych linii komórkowych. Natomiast wyciszenie RAB27A w komórkach 

A375 nie wpłynęło na ich proliferację, migrację, inwazję macierzy zewnątrzkomórkowej, ani poziom N-

kadheryny. Oceniono także aktywność funkcjonalną komórek A375 z podwójnym nokautem 

RAB27A/B. Podobnie jak w przypadku pojedynczego KO, wyciszenie obu izoform nie wpłynęło na 

proliferację, ani inwazyjność komórek, natomiast ich migracja była wolniejsza, w porównaniu do 

komórek typu dzikiego. Ponieważ linia A375 charakteryzuje się największą inwazyjnością, pozwala to 

przypuszczać, że RAB27A wpływa na funkcjonowanie komórek o mniejszej agresywności. 

W ostatnim etapie badań oceniono poziom 84 białek zaangażowanych w onkogenezę i/lub 

progresję nowotworu z zastosowaniem testu Proteome Profiler. Profil proteomiczny komórek z 

nokautem znacząco różnił się od tego w komórkach typu dzikiego. Wśród białek, których poziom był 

zwiększony lub zmniejszony wyróżniono między innymi cząsteczki adhezyjne, regulatory angiogenezy, 

regulatory odpowiedzi immunologicznej, białka zaangażowane w EMT, składniki ECM czy proteazy oraz 

ich inhibitory. Znaczące różnice zaobserwowano także w ekspresji białek sygnałowych, uczestniczących 

w procesach apoptozy, regulacji cyklu komórkowego czy receptorów kinaz. Liczba białek, których 

poziom uległ zmianie w komórkach mniej inwazyjnych linii SkMel28 i DMBC12 była zdecydowanie 

większa, niż w przypadku linii bardziej inwazyjnej – A375. Ponadto, wyciszenie drugiej izoformy RAB27 

wywołało dodatkowe zmianie w profilu onkoprotein w komórkach A375. 

We wszystkich badanych liniach komórkowych zaobserwowano różnice w poziomie białek z 

rodziny ludzkich naskórkowego czynnika wzrostu (HER), jednak były one zależne od danej linii 

komórkowej. W celu dodatkowej walidacji otrzymanych wyników zbadano poziom mRNA i białka, a 

także powierzchniową ekspresję HER2, HER3 i EGFR w komórkach. Poziom HER3 był znacząco obniżony 

we wszystkich badanych liniach czerniaka. Natomiast fluktuacje w poziomie HER2 i EGFR były różne w 

zależności od linii komórkowej. Dodatkowo aby ocenić konsekwencje zmiany ekspresji receptorów HER 

na aktywność szlaków sygnałowych zbadano także fosforylację białek AKT i ERK1/2. Zaobserwowano, 

że stopień fosforylacji ERK1/2 oraz AKT był niższy w komórkach DMBC12 RAB27A KO, natomiast 
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pozostał niezmienny w komórkach SkMel28 RAB27A KO i A375 RAB27A KO. Zaobserwowano także 

obniżenie fosforylacji AKT i ERK1/2 w komórkach A375 z podwójnym nokautem RAB27A/B. 

 

Wnioski  

 

Przedstawione w niniejszej pracy wyniki wskazują, że: 

1. RAB27A i RAB27B nie wpływają na rozmiar i liczbę małych pęcherzyków 

zewnątrzkomórkowych uwalnianych przez komórki czerniaka, niezależnie od jego bazowej 

ekspresji. 

2. RAB27A promuje proliferację, migrację i inwazję komórek czerniaka o niskim i średnim stopniu 

inwazyjności, ale nie wpływa na proliferację i ruchliwość komórek wysoko inwazyjnych. 

3. RAB27B promuje migrację wysoko inwazyjnych komórek czerniaka A375. 

4. RAB27A i RAB27B modulują ekspresję wewnątrzkomórkowych białek odpowiedzialnych za 

procesy nowotworowe. 

5. Wyciszenie ekspresji RAB27A lub RAB27A/B znacząco zaburzyło równowagę pomiędzy 

ekspresją i aktywnością receptorów z rodziny HER, co może mieć kluczowe znaczenie dla 

funkcjonowania komórek nowotworowych i tłumaczyć zmiany w ich proliferacji, migracji i 

inwazyjności. 

6. Konsekwencją zależnej od RAB27A lub RAB27A/B obniżonej ekspresji HER3 jest osłabienie 

aktywności szlaków sygnałowych RAS/RAF/MEK/ERK oraz PI3K-AKT w niektórych liniach 

komórkowych, co może skutkować zahamowaniem inwazyjności komórek. 

 

RAB27A i RAB27B odgrywają istotną rolę w promowaniu inwazyjnego charakteru komórek czerniaka. 

Jednakże aktywność RAB27A jest ściśle uzależniona od linii komórkowej tego nowotworu. 
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