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RECENZJA

pracy doktorskiej Pani magister Katarzyny Weroniki Horodeckiej, prowadzonej

w dziedzinie nauki medyczne i nauki o zdrowiu, w dyscyplinie nauki medyczne.

Praca pt. ,, Analiza funkcjonalna RAB27 w liniach komorkowych czerniaka: wydzielanie malych
pecherzykdw zewngtrzkomorkowych, migracja, inwazja i sygnalizacja komérkowa”, wykonana
w Szkole Doktorskiej BioMedChem Uniwersytetu Lodzkiego i Instytutéw Polskiej Akademii
Nauk w Lodzi. Promotorem pracy jest Pani prof. dr hab. Magdalena Klink. Promotorem

pomocniczym pracy jest Pani dr Liliana Czernek.

Podstawa recenzji: Uchwata Rady Naukowej Instytutu Biologii Medycznej PAN w Lodzi
z dnia 6 grudnia 2024 r., podpisana przez Przewodniczacego Rady Naukowej Instytutu Biologii
Medycznej PAN prof. dr hab. Antoniego Rozalskiego.

Podstawa prawna recenzji: 1) Ustawa z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym
1 nauce (Dz. U. z 2023 r. poz. 742 z p6zn. zm.).

1. Informacja na temat doktorantki

Pani Katarzyna Horodecka uzyskata tytul magistra na kierunku biotechnologia
medyczna w roku 2020 na Uniwersytecie L.odzkim. Powyzsza praca dotyczyta nanoczastek
srebra modyfikowanych powierzchniowo jako nosniki siRNA w terapii przeciwnowotworowej.
W okresie od czerwca 2020 do lipca 2021 pracowala na stanowisku Graduate Research
Assistant w Katedrze Biochemii i Genetyki Molekularnej na Uniwersytecie w Wirginii w USA.
W latach 2021-2024 realizowata pracg doktorskag w Centrum Badan Molekularnych
i Makromolekularnych Polskiej Akademii Nauk w Lodzi. Od 2024 roku do chwili obecnej
pracuje na stanowisku biologa w tym samym Centrum.



Pani Katarzyna Horodecka posiada imponujacy dorobek naukowy jak na swdj etap
kariery. Publikowata w renomowanych czasopismach naukowych, takich jak FEBS Open Bio
czy Journal of Immunology. Jej prace dotycza m.in. roli biatka Rab27 w inwazyjnosci komérek
czerniaka, sekrecji malych pegcherzykéw zewnagtrzkomorkowych, a takze wykorzystania
nanoczastek w terapii przeciwnowotworowej. Publikacje te podkreslaja jej wklad w rozwoj
wiédzy z zakresu biologii molekularnej i medycyny spersonalizowanej, a takze nowatorskie
podejscie do badania interakcji bialek i szlakow sygnatowych.

Doktorantka aktywnie uczestniczyla w realizacji dwoch projektéw badawczych
finansowanych przez Narodowe Centrum Nauki. Byta wykonawca w grancie OPUS, a obecnie
w projekcie w ramach konkursu SONATA. Projekty dotycza m.in. modulowania produkcji
egzosomow jako wsparcia terapii przeciwnowotworowych oraz badan nad bakteryjnymi
pecherzykami i ich immunomodulacyjnym wplywem na komorki $rédblonka. W tych
projektach wykorzystywata zaawansowane techniki, takie jak edycja genéw CRISPR/Cas9,
analiza proteomiczna, cytometria przeplywowa, a takze przygotowanie materiatu do
sekwencjonowania.

Katarzyna Horodecka wielokrotnie prezentowala wyniki swoich badafn na
migdzynarodowych i krajowych konferencjach naukowych. Uczestniczyta m.in. w:

e 48th FEBS Congress (Mediolan, 2024), gdzie zaprezentowata poster dotyczacy roli
Rab27 w szlakach sygnatowych czerniaka.

« ASCB Cell Bio 2023 (Boston, USA, 2023) oraz 47th FEBS Congress (Tours, Francja,
2023), gdzie wyglosita prezentacje ustne na temat wplywu Rab27 na inwazyjnosé

. komérek czerniaka i sekrecj¢ egzosomow.

» Krajowych wydarzeniach, takich jak 25th Gliwice Scientific Meetings czy V
Ogdlnopolskie Sympozjum Biomedyczne ESKULAP, prezentujgc wyniki dotyczace
nanotechnologii i terapii genowych.

Jej aktywnos¢ konferencyjna potwierdza zdolno$é do skutecznego przekazywania wynikéw
badan szerszemu $rodowisku naukowemu.

Dorobek naukowy Katarzyny Horodeckiej, jej zaangazowanie w realizacje
zaawansowanych projektéw badawczych oraz liczne wystapienia na prestizowych
konferencjach $wiadcza o jej wnikliwosci badawczej, zdolnosciach organizacyjnych
i umiejgtnosciach interdyscyplinarnych. Te osiagnigcia podkreslaja jej gotowosé do

prowadzenia pracy naukowej na najwyzszym poziomie.



2 Wstep

Czerniak to jeden z najbardziej agresywnych nowotworow skory, charakteryzujgey sie
wysokg $miertelnoscig w zaawansowanych stadiach. Jego rozwoj zwiazany jest z mutacjami
genetycznymi, ckspozycjg na promieniowanie ultrafioletowe (UV) oraz czynnikami
srodowiskowymi i genetycznymi. Pomimo postgpow w diagnostyce i terapii, czerniak
pozostaje wyzwaniem dla medycyny ze wzglgdu na swoje zdolnosci do przerzutowania
1 rozwijania opornosci na leczenie. Pozostaje powaznym wyzwaniem klinicznym, szczegélnie
w zaawansowanych stadiach. Osiggnigcia w dziedzinie immunoterapii i terapii celowanych
znacznie poprawily rokowania pacjentéw, jednak rozwoj opornosci oraz trudnosci w leczeniu
przerzutow nadal ograniczajg ich skutecznos¢. Nowe odkrycia dotyczace biologii czerniaka,
w tym analiza uwalnianych przez komoérki czerniaka pecherzykow zewnatrzkomorkowych oraz
mikrosrodowiska nowotworu, otwierajg nowe mozliwosci diagnostyczne i terapeutyczne, ktére
moga zrewolucjonizowa¢ walke z tym nowotworem. Przedstawiona do recenzji rozprawa
doktorska mgr Katarzyny Horodeckiej pt. ,Analiza funkcjonalna RAB27 w liniach
komérkowych czerniaka: wydzielanie matych pecherzykéw zewnatrzkomoérkowych, migracja,
inwazja i sygnalizacja komérkowa” stanowi istotny wkiad w zrozumienie mechanizméw
molekularnych lezacych u podstaw agresywnego zachowania czerniaka, jednego z najbardziej
$miertelnych nowotworéw skéry. Temat pracy trafnie odzwierciedla podjete do analizy
problemy badawcze.

Praca koncentruje si¢ na analizie biatek RAB27, ktore odgrywaja kluczowsg role
w regulacji wydzielania matych pecherzykow zewnatrzkomérkowych (sEVs) — struktur
odpowiedzialnych za komunikacj¢ migdzykomorkowa, promowanie migracji i inwazji
komérek nowotworowych oraz tworzenie mikro$rodowiska sprzyjajacego przerzutom. Autorka
badata wptyw tych biatek na wydzielanie SEVs, procesy migracyjne, inwazyjne oraz zZmiany
w sygnalizacji komorkowej w trzech liniach komérkowych czerniaka (SkMel28, DMBC12

i A375), réznigcych si¢ stopniem inwazyjnosci.

3. Ocena pracy
3.1. Ocena ukladu pracy

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska ma forme¢ monografii, sktadajacej sig ze
128 stron, 43 rycin oraz 13 tabel. Uklad pracy jest prawidtowo zorganizowany. Umozliwia

odbiorcy fatwe zrozumienie podjetego problemu, przebiegu badan, ich zatozen, zastosowanych
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metod oraz uzyskanych wynikow. Pozwala takze na swobodng analize i interpretacje
przedstawionych tresci. Skiada si¢ ona z nastgpujacych czgéci: (1) Wstep, (2) Cel badan, (3)
Material i metody, (4) Wyniki, (5) Dyskusja, (6) Podsumowanie, (7) Streszczenie w jezyku
polskim 1 angielskim (8) Wykaz bibliografii (9) Dorobek naukowy doktorantki. Wstep
poprzedza wykaz stosowanych skrotéw oraz spis tresci. Konstrukcja opracowania jest zwarta,
jedhoznaczna, a jednoczesnie typowa dla prac doktorskich opracowywanych w formie
monografii. Praca cechuje si¢ nie tylko wysokim poziomem merytorycznym, ale réwniez
estetycznym wykonaniem i zgodnoscig z zasadami edytorskimi. Autorka plynnie i logicznie
przeprowadza czytelnika przez omawiane zagadnienia. Jest konsekwentna w stosowanej
terminologii. W samym tekdcie pracy stwierdzitam tylko pojedyncze bledy literowe, do
ktorych nalezg na str. 29 w trzecim wierszu zamiast ,, atologicznych” powinno znalezé sie
»patologicznych”. Na stronie 35, w pierwszym zdaniu drugiego akapitu zamiast sformutowania
wkomorkach czerniaka” powinno by¢ , komoérek czerniaka”. Jednym z drobnych niedopatrzen
Jest niekonsekwencja w zachowaniu kolejnosci alfabetycznej w wykazie skrotow uzytych

W rozprawie.

3.2. Ocena poszczegolnych czesci rozprawy

3.2.1 Ocena czgsci ,,Wstep”

Wstep rozprawy stanowi szczegétows analiz¢ molekularnych mechanizméw lezgcych
u podstaw rozwoju i progresji czerniaka, ze szczegolnym uwzglf;dﬁiem'cm zmian genetycznych
i szlakoéw sygnatowych. Tekst jest dobrze uporzadkowany, merytoryczny i oparty na aktualne)
literaturze naukowej, co czyni go warto$ciowym wkiadem w zrozumienie biologii tego
nowotworu. Jednym z najwigkszych atutéw fragmentu jest szczegétowe oméwienie obcigzenia
mutacyjnego w czerniaku, ktére przypisuje si¢ gléwnie ekspozycji na promieniowanie UV.
Autorka trafnie opisuje zaréwno punktowe mutacje typu C > T, jak i strukturalne Zmiany
genetyczne, takie jak rearanzacje genéw i zmiany liczby kopii, ktére odgrywaja kluczows role
w procesie nowotworowym. Ta kompleksowa charakterystyka genetyczna czerniaka stanowi
solidng podstawg dla dalszej analizy. Duzg warto$¢ merytoryczng wnosi takze szczegétowe
omowienie szlakéw sygnatowych, takich jak MAPK, PI3K, Rb i p53, ktére sg kluczowe dla
patogenezy czerniaka. Doktorantka przedstawia sekwencyjny charakter nabywania mutacji
w tych szlakach, wskazujac, w jaki sposob przyczyniaja si¢ one do proliferacji, opornoéci na
apoptoz¢ i nickontrolowanego wzrostu komorek. Szczegdlnie wyréznia sie precyzyjne opisanie

mechanizmu aktywacji szlaku MAPK przez mutacje w genach BRAF i NRAS oraz ich wplywu



na konstytutywna aktywacj¢ tego szlaku. Cennym aspektem fragmentu jest takze zwrocenie
uwagi na plastycznos¢ fenotypowa komérek czerniaka, z podkresleniem roli czynnikéw
transkrypcyjnych MITF i AXL w determinacji fenotypu proliferacyjnego i inwazyjnego. Autorka
wyjasnia w jaki sposob mikrosrodowisko nowotworu oraz czynniki epigenetyczne wpltywaja na
zmiang fenotypéw, przypominajaca proces przejscia epitelialno-mezenchymalnego. Warto
réwniez docenié powigzanie omawianych mechanizméw molekularnych z klinicznymi
konsekwencjami czerniaka, w tym gorszym rokowaniem zwigzanym z amplifikacjg MITF.
Fragment Wstgpu dotyczacy diagnozy i leczenia czerniaka zostat opracowany z duza
dbatoscig o szczegoly i opiera si¢ na aktualnych danych naukowych, co czyni go wartosciowym
elementem pracy. Wprowadzenie zawiera istotne informacje na temat epidemiologii czerniaka,
wskazujac na skalg problemu zaréwno globalnie, jak i lokalnie, w Polsce. Diagnostyka czerniaka
zostala szczegotowo omowiona, poczawszy od wstepnej oceny zmian skornych, przez wywiad
chorobowy, az po bardziej zaawansowane metody, takie jak dermatoskopia i biopsja wycinajaca.
Szczegodlnie cenne jest uwzglednienie skali Argenziano, ktéra pozwala na wczesne wykrycie
zmian podejrzanych o charakter zlosliwy, a takze podkreslenie znaczenia histopatologicznej
oceny zmian w klasyfikacji czerniaka. Autorka poprawnie wskazuje na rolg takich parametrow
jak grubos¢ nacieku wedtug Breslowa czy stopien zaawansowania wedhug klasyfikacji TNM.
Omowienic metod leczenia czerniaka uwzglednia zaréwno klasyczne terapie
chirurgiczne, jak i nowoczesne podejscia immunoterapeutyczne oraz terapie celowane. Cennym
dodatkiem jest oméwienie terapii celowanych skierowanych na mutacje BRAF, czy opis
najnowszych metod, takich jak terapia komorkowa oparta na limfocytach T naciekajgcych
nowotwor, ktora zostata niedawno zatwierdzona przez FDA. W opisie metod leczenia czerniaka,
brakuje jednak moim zdaniem oméwienia techniki elektrochemioterapii (ECT), ktéra jest uznang
metodg leczenia w wielu krajach. ECT polega na zastosowaniu impulséw elektrycznych do
zwigkszenia przepuszczalnosci blon komérkowych dla cytostatykéw, takich jak bleomycyna czy
cisplatyna, co znaczaco zwigksza skutecznosé leczenia nowotwordw, w tym czerniaka. Badania
naukowe potwierdzajg skutecznosé tej metody w leczeniu miejscowych zmian nowotworowych,
szczegolnie u pacjentéw z zaawansowanymi postaciami czerniaka. Na przyktad badania Gehl
1 Mir (2006) wykazaty, ze ECT jest skuteczna w leczeniu zaréwno pierwotnych, jak
i przerzutowych zmian czerniaka, z wysokim odsetkiem odpowiedzi catkowitej i czgsciowe;j.
Ponadto, Campana i wsp. (2019) podkreslaja, ze elektrochemioterapia jest szczegdlnie przydatna
W sytuacjach, gdzie chirurgiczne usunigcie zmian jest niemozliwe Iub ryzykowne.

Uwzglgdnienie elektrochemioterapii w analizie metod leczenia czerniaka mogtoby uzupehié



1 wzbogaci¢ przedstawiony w pracy kontekst terapeutyczny, a takze podkresli¢ wszechstronnosé
nowoczesnych podejs¢ w leczeniu tego agresywnego nowotworu.

Fragment dotyczacy malych pecherzykow zewnatrzkomorkowych przedstawia
kompleksowe spojrzenie na rolg sEVs w procesach nowotworowych, ze szczegdlnym
uwzglednieniem czerniaka. Ukazuje zaawansowana wiedzg autorki w tej dziedzinie, laczac
precyzyjny opis mechanizméw biologicznych z potencjalnym znaczeniem Kklinicznym.
Doktorantka opisuje mechanizmy uwalniania i funkcje SEVs w warunkach nowotworowych,
podkreslajgc kluczowe znaczenie hipoksji w sortowaniu fadunku sEVs oraz ich sekrecji, role
kwasowego mikro$rodowiska w regulacji ilodci i zawartosci SEVs, jak réwniez opisuje zmiany
w profilu mRNA w sEVs w czerniaku, ktore wplywaja na wzrost guza, angiogeneze,
lekoopornos¢ i zdolnos¢ komérek do nabierania cech macierzystych. Kazdy z tych aspektow jest
dobrze uargumentowany, a autorka cytuje aktualne i kluczowe publikacje (np. miRNA-494 i jego
rola w progresji nowotworu). Przejrzysto$¢ argumentacji umozliwia latwe $ledzenie powigzan
migdzy mechanizmami molekularnymi a ich znaczeniem klinicznym. Autorka rozprawy
omowila takze zastosowania sEVs jako biomarkerow w diagnostyce i monitorowaniu terapii.
Wskazanie specyficznych biatek w sEVs (np. Alix, S100B, MIA, TGF-B1, kaweolina-1) jako
prognostycznych dla czemiaka podkresla potencjal praktycznego wykorzystania tych struktur.
Opis zastosowania inhibitorow wydzielania sEVs, takich jak GW4869, dodatkowo wzbogaca
fragment o aspekty terapeutyczne, ktore moga by¢ rozwijane w przysztych badaniach.

Dzigki kompleksowemu ujeciu tematu, precyzyjnemu opisowi mechanizméw
molekularnych czerniaka oraz ich powigzaniu z rola sEVs w procesach nowotworowych
1 aspektami klinicznymi, ,,Wstgp” stanowi solidny fundament dla kolejnych czgsci rozprawy.
Nalezy doda¢, ze Autorka zamiescita w nim bardzo wartosciowe ryciny i tabele, ktére
w klarowny spos6b obrazujg i podsumowuja podjeta tematyke, znaczaco ulatwiajac zrozumienie
omawianych zagadnien.

3.2.2 Ocena czgsci ,,Cel pracy”

Rozdziat ,,Cel pracy” w rozprawie mgr Katarzyny Horodeckiej zostat przygotowany
W sposob jasny, rzeczowy i zgodny z naukowymi standardami. Autorka precyzyjnie
zdefiniowata ogélny cel swoich badan, odnoszac si¢ do istotnego problemu klinicznego, jakim
Jest brak wystarczajaco skutecznego leczenia zaawansowanych stadiéw czerniaka. Nalezg tutaj:
- Poznanie roli RAB27A w aktywnosci funkcjonalnej komérkach czerniaka, zwigzanej

Z progresja nowotworu;



- Poznanie wplywu biatka RAB27A na ekspresj¢ i aktywnos¢ wybranych biatek

zaangazowanych w nowotworzenie i/lub progresje nowotworu.
Ponadto, przedstawione szczegblowe cele pracy ukazuja kompleksowe podejécie do
wyjasnienia roli biatek RAB27A i RAB27B w procesach zwigzanych z progresjg nowotworu.
Autorka wyraznie podkreslita kliniczng wage badan nad czerniakiem, wskazujac na
koniecznosé poszukiwania nowych celow terapeutycznych. Szczegodlnie istotne jest odniesienie
do niedostatecznego poznania roli biateck RAB27A i RAB27B w biologii czerniaka, co
uzasadnia wybdr tego obszaru badawczego. Cele szczegotowe sg logicznie sformulowane,
wyraznie nawigzujgc do hipotez badawczych oraz wybranych metod eksperymentalnych.
Naleza tutaj:

- Ocena uwalniania malych pecherzykow zewnatrzkomorkowych przez linie
komorkowe czerniaka typu dzikiego i z nokautem RAB27A lub RAB27A/B;

- Ocena proliferacji, migracji i inwazji linii komérkowych czerniaka typu dzikiego
1 z nokautem RAB27A lub RAB27A/B;

- Ocena ekspresji bialek bedacych produktami protoonkogenéw oraz biatek
zaangazowanych w progresj¢ nowotworu w liniach komérkowych czerniaka typu dzikiego
1 z nokautem RAB27A lub RAB27A/B;

- Ocena ekspresji receptorow z rodziny HER w liniach komorkowych czerniaka typu
dzikiego 1 z nokautem RAB27A lub RAB27A/B;

- Ocena aktywnosci receptorow z rodziny HER na podstawie stopnia fosforylacji biatek
docelowych nalezacych do szlakéw sygnatowych PI3K/AKT i RAS/RAF/MEK/ERK w liniach
komorkowych czerniaka typu dzikiego i z nokautem RAB27A lub RAB27A/B.

Badaczka w sposob kompleksowy podjgla si¢ analizy podjetego zagadnienia.
Zakres badan obejmuje zaréwno analizy funkcjonalne komorek czerniaka (proliferacja,
migracja, inwazja), jak i ocen¢ molekularnych mechanizméw dzialania bialek RAB27A
1RAB27B.  Uwzglednienie  kluczowych  szlakow  sygnalizacyjnych ~ PI3K/AKT
1 RAS/RAF/MEK/ERK oraz receptorow HER $wiadczy o doglebnej analizie biologicznych
1 onkologicznych aspektéw badanego problemu. Wprowadzenie techniki CRISPR/Cas9 do
wyciszania ekspresji biatek RAB27A i RAB27B w liniach komdrkowych czerniaka wskazuje
na nowatorskie podejscie badawcze. Uwzglednienie linii komérkowych réznigcych sie
stopniem inwazyjnosci pozwala na formulowanie bardziej uniwersalnych wnioskow i stwarza

mozliwos¢ lepszego zrozumienia zréznicowania biologii czerniaka.

3.2.3 Ocena czgsci ,,Materialy i metody”



0 kompleksowym podejsciu do potwierdzenia efektywno$ci modyfikacji genetycznych.
Wyodrgbnienie pojedynczych klonow komérkowych oraz ich doktadna analiza zwieksza
wiarygodnos¢ uzyskanych wynikow i pozwala na bardziej szczegélows interpretacje
wplywu wyciszenia RAB27A 1 RAB27B na badane procesy biologiczne.

_ 2. Udzial RAB27 w uwalnianiu sEVs

Badania wskazuja na znaczacy wptyw bialek RAB27 na zawartosé biatek w sEVs, ale nie
na ich liczbg¢. Wyniki te sg przedstawione w sposéb klarowny za pomocg analiz NTA,
Western blot oraz metody BCA. Zauwazalne rdznice w zawartosci markeréw biatkowych
sEVs migdzy liniami komérkowymi podkreslajg réznorodnosé biologii czerniaka oraz
mozliwy kontekst specyficzny dla danej linii komorkowe;j. Jest to istotne dla lepszego
zrozumienia roli SEVs w procesach nowotworowych i moze stanowié¢ podstawe do
dalszych badan.

3. Aktywnos¢ funkejonalna komdérek czerniaka z nokautem RAB27

Autorka przeprowadzita wszechstronng analiz¢ funkcji biologicznych komérek
z nokautem RAB27A oraz RAB27A/B, obejmujaca proliferacje, migracje i inwazjg.
Wyniki wskazujg, ze wplyw wyciszenia RAB27A r6zni si¢ w zaleznosci od linii
komérkowej, co $wiadczy o ztozonosci biologii czerniaka.

Zaobserwowany spadek migracji i inwazji w liniach DMBCI12 i SkMel28, przy
Jednoczesnym braku takich zmian w linii A375, wskazuje na réznorodna role biatka
RAB27A w roznych podtypach czerniaka.

4. Profil proteomiczny onkoprotein

Przeprowadzona analiza proteomiczna dostarczyla istotnych informacji na temat réznic
W poziomach biatek zwigzanych z nowotworzeniem. Wyniki sa bogato udokumentowane
tabelami i rycinami, ktére pozwalajg na fatwa interpretacje danych. Autorka trafnie
zauwazyla, ze liczba biatek, ktorych poziom ulegt zmianie w mniej inwazyjnych liniach,
byla wigksza niz w bardziej inwazyjnej linii A375. Jest to cenne spostrzezenie, ktore moze
wskazywa¢ na roznice w mechanizmach regulacyjnych w zaleznosci od stopnia

Inwazyjnosci nowotworu.
5. Analiza ekspresji bialek z rodziny HER

Zastosowanie roznych metod, takich jak RT-PCR, Western blot oraz cytometria
przeptywowa, pozwolito na wszechstronng oceng poziomu biatek z rodziny HER. Wyniki



Rozdzial ,Materialy i metody” w rozprawie mgr Katarzyny Horodeckiej zostat
opracowany bardzo szczegétowo 1 starannie. Przedstawia on szerokie spektrum metod
eksperymentalnych zastosowanych w badaniach, co $wiadczy o zaawansowanym warsztacie
badawczym Autorki oraz doskonalej znajomosci technik molekularnych i komorkowych.
Jasno$¢ 1 precyzja opisu poszczegélnych procedur pozwalaja na latwe odtworzenie
eksi)erymentéw, co jest niezwykle wazne w kontekécie transparentnosci i wiarygodnosci
badan. Autorka zastosowata szeroki wachlarz nowoczesnych technik badawczych, takich jak:

e Izolacja sEVs z uzyciem ultrawirowania.

o Analiza SEVs za pomocg techniki NTA, barwienia srebrem oraz oznaczenia st¢zenia
biatka metoda BCA.

o Zastosowanie Western blot do oceny poziomu biatek oraz stopnia ich fosforylacji.

» Profilowanie onkoprotein z wykorzystaniem zestawu Proteome Profiler.

e gRT-PCR do oceny poziomu mRNA oraz analiza cytometryczna do oceny ekspresji
receptorow powierzchniowych.

o  Wykorzystanie systemu CRISPR/Cas9 do wyciszenia genéw RAB27A i RAB27B.

o Testy funkcjonalne oceniajgce proliferacjg, migracjg i inwazyjno$¢ komorek czerniaka.

Taka réznorodnos¢ metod pozwala na doglgbna analiz¢ badanych proceséw biologicznych
z roznych perspektyw. Autorka zastosowata zaawansowane metody statystyczne, dostosowane
do charakteru danych (testy t-Studenta, ANOVA, poréwnania post-hoc), co $wiadczy
o starannosci w interpretacji wynikéw oraz poprawnym wnioskowaniu. Szczegdlnie warto
docenic¢, ze badania w zakresie proteomicznej analizy komdrek z wyciszong ekspresja RAB27

sg pionierskie, co wplywa na nowatorski charakter rozprawy.

3.2.4 Ocena czesci ,,Wyniki”
Wyniki przedstawione w rozprawie doktorskiej sa bardzo szczegolowe i obejmuja
szeroki zakres badan, ktore zostaly przeprowadzone z wykorzystaniem nowoczesnych metod

biologii molekularnej. Ponizej przedstawiam analizg poszczegdlnych aspektow wynikow:
1. Otrzymanie linii komorkowych z nokautem RAB27A i RAB27A/B

Autorka z powodzeniem wykorzystata technologie CRISPR/Cas9 do uzyskania linii
komérkowych z wyciszeniem genéw RAB27A oraz RAB27A/B. Wyniki edycji genéw
zostaly rzetelnie zweryfikowane metoda T7E1 oraz sekwencjonowaniem Sangera, co
potwierdza ich wysokg jakos¢. Kluczowym elementem bylo réwniez wykorzystanie
technik Western blot oraz qRT-PCR do analizy poziomu biatek i mRNA, co $wiadczy
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wskazujg na zréznicowany wplyw wyciszenia RAB27A 1 RAB27B na ekspresj¢ tych
receptorow, co podkresla znaczenie bialek RAB27 w regulacji kluczowych szlakéw

sygnatowych w czerniaku.
6. Ocena fosforylacji bialek AKT i ERK

- Wyciszenie RAB27A wptywa na szlaki PI3K/AKT i RAS/RAF/MEK/ERK w spos6b
zalezny od linii komoérkowej. W DMBC12 KO zaobserwowano zahamowanie fosforylacji
AKT i ERK1/2, podczas gdy w SkMel28 i A375 takich zmian nie odnotowano, choé¢
w SkMel28 KO wzrdst poziom ERK1/2. W A375 z podwdjnym wyciszeniem RAB27A/B
fosforylacja AKT i ERK 1/2 byta zahamowana, co sugeruje kompensacyjna role RAB27B
w tej linii.

Na podstawie zaprezentowanych wynikow Autorka trafnie zwraca uwage, ze RAB27A
nie wptywa bezposrednio na ilos¢ wydzielanych matych pecherzykéw zewnatrzkomorkowych,
ale odgrywa kluczows role w modyfikacji ich sktadu biatkowego, co moze mieé istotne
znaczenie biologiczne i kliniczne. Wyniki wskazujace na regulacje proliferacji, migracji
i inwazji przez RAB27A w sposob zalezny od specyfiki linii komérkowej zostaly jasno
przedstawione, a interakcje z receptorami HER i ich wplyw na aktywacje biatek sygnatowych
dodatkowo wzbogacajg wnioski. Fragment w wywazony sposoéb wskazuje na potencjalne
znaczeniec RAB27A w progresji czerniaka, podkreslajac jednoczesnie jego ograniczong
uniwersalnos¢ jako celu terapeutycznego. Taka konkluzja §wiadczy o krytycznym podejéciu do
uzyskanych wynikow i ich klinicznego potencjatu. Nalezy jednoczesnie podkresli¢, ze wyniki
rozprawy doktorskiej s3 imponujace pod wzgledem metodologicznym. Autorka wykazala sig
duzg precyzja i dbaloicia o szczegoly w planowaniu eksperymentéw, analizie danych i ich

prezentacji.

3.2.5 Ocena umieje¢tnosci interpretacji i dyskusji uzyskanych wynikéw (ocena

»Dyskusji” i ,,Podsumowania”)

Czgs¢ ,,Dyskusja i Podsumowanie” jest kompleksowym podsumowaniem wynikéw
badan nad funkcja RAB27A i RAB27B w kontekscie czerniaka, przedstawiajacym wnioski
0 znaczeniu naukowym. Przedstawiono szczegotowsg analiz¢ wplywu tych bialek na
funkcjonowanie komérek nowotworowych, uwzgledniajac ich rolg w sekrecji sEVs, regulacii
proliferacji, migracji oraz inwazji komorek, a takze w modulacji szlakéw sygnalowych

zwigzanych z receptorami HER. Autorka starannie zestawila swoje wyniki z dostepnymi
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danymi literaturowymi, wskazujac zaréwno na podobienstwa, jak i roznice, co podkresla
rzetelno$¢ podejécia badawczego.

Dyskusja uwzglednia réznice migdzy liniami komoérkowymi (SkMel28, DMBC12,
A375), podkreslajac znaczenie kontekstu biologicznego w interpretacji uzyskanych wynikow.
Whioski sg jasne i logicznie wyprowadzone z prezentowanych wynikéw, z podkresleniem
ograniczen oraz przysziych kierunkéw badan, takich jak potrzeba glebszego zrozumienia
mechanizméw wspotpracy migdzy RAB27 a receptorami HER.

3.2.6 Ocena mozliwosci praktycznego zastosowanie uzyskanych wynikéw badan oraz

oryginalnosci rozwigzania problemu naukowego

Rezultaty przeprowadzonych przez Doktorantkg badan maja znaczenie praktyczne, gdyz
mogg przyczynic si¢ do rozwoju nowych markeréw diagnostycznych oraz strategii
terapeutycznych. Identyfikacja wptywu RAB27A i RAB27B na receptory z rodziny HER oraz
szlaki sygnatowe, takie jak RAS/RAF/MEK/ERK i PI3K-AKT, wskazuje na potencjalne
mozliwosci zastosowania celowanych terapii w celu zahamowania progresji czerniaka, przy
czym realizacja tego podejscia wymaga przeprowadzenia dalszych, odpowiednio
zaprojektowanych badan przedklinicznych i klinicznych.

Rozprawa stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, gdyz jest to pierwsza
praca badajgca wptyw wyciszenia ekspresji RAB27A i RAB27B na proteomiczny profil
komorek czerniaka oraz na funkcjonowanie receptoréw z rodziny HER. Wysoka jako$c¢ analizy
literaturowej oraz zastosowanie nowoczesnych metod badawczych podkreslaja nowatorski

charakter pracy.

3.2.7 Ocena prezentacji ogéInej wiedzy teoretycznej w dyscyplinie nauki medyczne oraz

umiej¢tnosci samodzielnego prowadzenia pracy naukowej

Rozprawa doktorska $wiadczy o szerokiej wiedzy teoretycznej mgr Katarzyny
Horodeckiej w dziedzinie nauk medycznych, szczegolnie w zakresie biologii molekularnej
i komérkowej nowotworéw. Autorka wykazata znajomos¢ kluczowych mechanizméw
molekularnych zwigzanych z progresja czemiaka oraz zlozonych szlakow sygnatowych.
Zastosowanie najnowszych badan literaturowych $wiadczy o umiejetnosci wnikliwej analizy
i krytycznego podejscia do aktualnych probleméw naukowych w dziedzinie. Rozprawa
potwierdza zdolno$¢ Doktorantki do samodzielnego prowadzenia badan naukowych, czego
dowodem jest jej umiejgtnos¢ planowania i realizacji eksperymentéw, wykorzystania

zaawansowanych technik badawczych (CRISPR/Cas9, analiza proteomiczna, Western blot,
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NTA), analizy danych oraz formulowania wnioskéw. Przeprowadzone badania s3
kompleksowe, a ich wyniki zostaty logicznie przedstawione i oméwione w kontekscie aktualnej
wiedzy naukowej. Ponadto, oryginalno$c i nowatorski charakter pracy $wiadcza o wysokich

kompetencjach badawczych Autorki.
3.2.8 Ocena cytowanej bibliografii

Doktorantka wykazata si¢ wnikliwg analiza literaturowa, odnoszac sie az do 279 pozycji, co
swiadczy o jej rzetelnosci i zaangazowaniu w zglebianie tematyki badawczej. Ponadto,
zacytowana literatura jest nie tylko adekwatna do poruszanych zagadnien, ale réwniez

uwzglednia najnowsze osiagnigcia w danej dziedzinie, co znaczgco podnosi warto$é naukowa
roZprawy.
4. Wniosek koncowy

Rozprawa doktorska pt. "dnaliza funkcjonalna RAB27 w liniach komdrkowych

czerniaka: wydzielanie malych pecherzykow zewnqtrzkomorkowych, migracja, inwazja
i sygnalizacja komdrkowa", autorstwa Pani Katarzyny Weroniki Horodeckiej, spetnia
wszystkie warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym 1 nauce. Praca ta stanowi oryginalne rozwigzanie istotnego problemu naukowego, co
znajduje potwierdzenie w pionierskich badaniach nad proteomiczna analiza komérek
z wyciszong ekspresja RAB27 oraz ich rola w progresji czerniaka.
Rozprawa cechuje si¢ wysoka jakosciag merytoryczna, szczegotowg analizg literaturowa, a takze
zastosowaniem zaawansowanych metod badawczych. Wykorzystane metody i podejscie
badawcze wskazuja na wszechstronng wiedzg doktorantki w dziedzinie nauk medycznych oraz
Jej umigjgtnosé samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;.

Ze wzgledu na nowatorski charakter przeprowadzonych badan oraz znakomity warsztat
metodyczny zaprezentowany przez Doktorantkg, wnioskuj¢ do Rady Naukowej Instytutu
Biologii Medycznej Polskiej Akademii Nauk o podjecie uchwaty o wyroznieniu niniejszej
rozprawy.
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