Recenzja rozprawy doktorskiej

Pani mgr Katarzyny Weroniki Horodeckiej
pod tytulem

»Analiza funkcjonalna RAB27 w liniach komorkowych czerniaka: wydzielanie mafych
pecherzykow zewnatrzkomérkowych, migracja, inwazja i sygnalizacja komérkowa”

Informacje wstepne i ocena formalna

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Katarzyny W. Horodeckiej zostata
wykonana pod kierunkiem Pani prof. dr hab. Magdaleny Klink oraz Pani dr Liliany Czemek,
peiniacej funkcje promotor pomocniczej, w Instytucie Biologii Medycznej Polskiej Akademii
Nauk oraz Centrum Badan Molekularych i Makromolekulamych Polskiej Akademii Nauk.

Rozprawa doktorska zostata przygotowana w postaci klasycznej monografii
naukowej. Zostata ona podzielona na rozdzialy typowe dla tego typu opracowan, to jest Wstep,
Cel pracy, Materialy i metody, Wyniki, Dyskusja, Podsumowanie, Streszczenia - zgodnie
z wymogami formalnymi- zardwno w jezyku polskim, jak i angielskim, oraz Bibliografig.
Ponadto dysertacia zawiera Wykaz najczgsciej stosowanych skrétow oraz zestawienie
dorobku naukowego Doktorantki. Cata rozprawa doktorska zajmuje 122 strony. Jest ona
ilustrowana 43 rycinami, posiada 13 tabel, a spis literatury obejmuje 279 pozycji wylacznie
anglojezycznych, opublikowanych w latach 1946-2024, z czego ponad 40% stanowig pozycje
opublikowane w ciggu ostatnich pigciu lat. Artykuly opublikowane w latach 1946-1996 byly
wykorzystane do przedstawienia historii badan pecherzykow zewnatrzkomorkowych. Taki
uktad rozprawy doktorskiej nie odbiega od ogdlnie przyjetego schematu i speinia wymogi
formalne stawiane tego typu opracowaniom. Na podstawie analizy dorobku naukowego
Doktorantki oraz treSci rozprawy doktorskiej mozna stwierdzic, ze opisane w ocenianej
dysertacji wyniki badan dotyczace roli RAB27 w czemiaku byly do tej pory upowszechniane
tylko w formie doniesien konferencyjnych podczas czterech konferencjach migdzynarodowych
i jednej krajowej w formie jednej prezentacji ustnej oraz czterech posteréw. Pani mgr
Katarzyna W. Horodecka jest wspotautorkg szesciu anglojgzycznych publikacji oryginalnych
i przegladowych opublikowanych w czasopismach umieszczonych na liscie Journal Citation
Reports oraz indeksowane w bazie Web of Science. Laczny wspoiczynnik oddziatywania (IF)
tych czasopism - liczony zgodnie z rokiem publikacji danego artykutu - wynosi 27,85, a faczna
suma punktow ministerialnych przypisana tym czasopismom - liczona rowniez zgodnie
z rokiem publikacji danego artykutu — wynosi 800.
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Ocena merytoryczna
Rozprawe doktorska rozpoczyna dwudziestoosmio-stronnicowy rozdziat Wstep, w kiorym
doktorantka opisala czemiaka bedacego najbardziej agresywnym nowotworem skory oraz
mate pecherzyki zewnatrzkomérkowe, ktore aktualnie s przedmiotem intensywnych badan nie
tylko podstawowych, ale tez klinicznych. Osobna czgs¢ rozdzialu Wstep zostala poSwigcona
charakterystyce biatka regulatorowego RAB27, ktore bylo przedmiotem analizy w niniejszej
dysertacji w kontekscie roli pelnionej w czerniaku.

W dwoch podrozdziatach dotyczacych czemiaka Doktorantka szczegdlowo opisata
molekulame podioze tego nowotworu pokazujac sekwencyjnoS¢ zmian genetycznych
prowadzacych w konsekwencji do zaburzen szlakow sygnalowych w melanocytach, co
ostatecznie prowadzi do ich transformacji nowotworowej, oraz dodatkowo klasyfikacje
patomorfologiczng czerniakéw, jak wyglada diagnostyka i leczenie tego nowotworu zaczynajac
od bazowej terapii jaka jest chirurgiczne usunigcia, poprzez chemioterapie, immunoterapie do
terapii celowanych. Za szczegolnie cenne uwazam opracowanie przez Doktorantke dwoch
tabel (Tabela 1 i Tabela 2). W Tabeli 1 Doktorantka zebrafa informacje dotyczace najczesciej
wystepujgcych mutacji w poszczegolnych typach czerniaka, z zaznaczeniem czy odgrywajg
one wiodaca role podczas inicjacji czy progresji, oraz jaki jest skutek danej mutacji. Dodatkowo
przy kazdym typie czemiaka pojawila si¢ informacja czy jego geneze mozna powigzac
z nadmierna ekspozycja na promieniowanie ultrafioletowe. Natomiast Tabela 2 to zestawienie
badan klinicznych dotyczacych lekéw stosowanych w terapii czemiaka. Ta czgS¢ tekstu
rozprawy doktorskiej dodatkowo ilustrowana jest jedng rycing (Rycina 1) pokazujacq przebieg
szlakow sygnalowych w melanocytach i komorkach czemiaka. Moim zdaniem ta rycina bytaby
bardziej czytelna gdyby podzielono jg na dwa panele A i B, a legenda do niej byta nastepujaca:

Rycina 1. Schemat przedstawiajacy szlaki sygnatowe w melanocytach (panel A) oraz
komérkach czemiaka (panel B). Transformacja nowotworowa jest efektem konstytutywnej
aktywacji szlakow (etapy zaznaczone pogrubionymi strzatkami) i mutacji prowadzacych do
utraty funkcji biatek, ktérych kontury zaznaczono przerywana liniq....
W legendzie do tej ryciny (str. 2) pojawilo si¢ okreslenie ,prawidiowe melanocyty”. Czy sg
jeszcze jakie$ inne typy melanocytéw? Jesli na Rycinie 1 zostaly pokazane szlaki sygnalowe,
to mamy do czynienia z biatkami, a nie z genami. Zatem w dalszej czesci legendy do tej ryciny
nie powinny pojawiac sie terminy ,onkogeny” i ,geny supresorowe", ale produkty tych genow.
Ponadto, onkogeny i biatka bedace ich produktami s obecne tylko w komérkach
nowotworowych. W komorkach prawidlowych sg protoonkogeny. Zatem na schemacie
powinien pojawi¢ si¢ dodatkowy kolor dla biatek bedacych produktami protoonkogendw, inny
niz czerwony aktualnie oznaczajacy biatka bedace produktami onkogenow. W tekscie
podrozdziatow |.1.1.11.1.2. znalaztam jeszcze kilka niescistosci:
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1. Zapis BRAFV6™E oznacza substytucje waliny przez kwas glutaminowy , a nie odwrotnie jak
napisano na str. 2.
2. W warunkach prawidiowych biatko p16 inaktywuije, a nie aktywuje, Rb (str. 3).
3. Jasna kamacja jest cechg osob pochodzenia kaukaskiego, a nie pochodzenia
europejskiego — w domysle wszystkich mieszkancow Europy (str. 5).
4, Poprawny jest termin ,stopiert zaawansowania nowotworu” a nie ,stadium” (str. 6).

W kolejnym podrozdziale Wstepu (1.2.) Doktorantka przedstawita poczatki badan
kwestie
z niejednoznacznoscia nazewnictwa uzywanego w literaturze przedmiotowej. Nastepnie

dotyczacych  pecherzykow  zewnatrzkomorkowych i poruszyla Zwigzane
opisala Ona szczegolowo proces powstawanie malych pecherzykow zewnatrzkomérkowych
(sEVs), ich udzial w modulowaniu szerokiego wachlarza procesow, ktére przyczyniajq si¢ do
progresji nowotworu, oraz mozliwosci wykorzystania sEVs do celow diagnostycznych
i terapeutycznych. Za szczegolnie cenne uwazam odnoszenie si¢ do wynikow badan
dotyczacych roli SEVs w czerniaku. Ta czes¢ rozprawy doktorskiej ilustrowana jest trzema
rycinami (Ryciny 2-4) przedstawiajacymi skiad sEVs, ich biogeneze i sposoby internalizacii
przez komorki docelowe, oraz procesy, ktorych modulacja przez sEVs promuje postep
nowotworu. Dodatkowo zamieszczona jest tabela (Tabela 3) prezentujgca ktére biatka
wchodza w skiad ESCRT. Moje uwagi do tej czesci dysertacii sg nastepujace:

1. Stwierdzenie, ze cytuje: ,...(SEVs) sa wychwytywane przez komorki, autokrynnie,
parakrynnie lub endokrynnie...” (str. 10) jest zbyt duzym skrotem myslowym, gdyz de facto
chodzi o sposéb komunikaciji (autokrynna, parakrynna lub endokrynna).

2. Osobiscie nie jestem za tlumaczeniem wszystkich nazw wiasnych z jezyka angielskiego na
jezyk polski. Ale jesli juz, to uwazam, ze nazwa Intemational Society for Extracellular Vesicles
lepiej brzmialaby w wersji ,Miedzynarodowe Stowarzyszenie Badaczy Pecherzykow
Zewngtrzkomoérkowych” niz  ,Miedzynarodowe  Stowarzyszenie Pecherzykow
Zewnatrzkomaorkowych” (str. 12).

3. W polskojezycznym rozwinigciu skrotu HRS (str. 13) zostat zgubiony wyraz ,wzrostu’,
powinno by¢: substrat kinazy tyrozynowej regulowanej czynnikiem wzrostu hepatocytow.

4. Informacje zawarte w akapicie drugim na stronie 15 odnoszq si¢ w rzeczywistosci do
wplywu wywieranego przez produkty niektorych onkogenéw i genéw supresorowych (czyli
wplywu biatek) na regulacje biogenezy EVs i ich uwalniane, nie wptywu samych tych genow.
O czym jest mowa w artykutach zrodiowych (pozycie 88 i 89 w Bibliografii).

5. Rycina 3 nie uwzglednia wszystkich sposobow internalizacji SEVs przez komérki docelowe.
Na schemacie brak fagocytozy i pinocytozy, mimo, Ze wymienione sg one w tekscie (str. 16).

6. Zamiast terminu ,komorki odpornosciowe” lepiej byloby uzywa¢ ,komorki uktadu

odpornosciowego”.
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Ostatni podrozdzial Wstepu Doktorantka przeznaczyla na opisanie bialek RAB27,
na co skiadalo sie wymienienie bialek efektorowych oddzialujacych z tymi GTPazami
bedacymi w stanie aktywnym lub nieaktywnym, wraz z pokazaniem schematu budowy
dwunastu z nich na Rycinie 5, oraz wskazanie w jakich szczegolnych rodzajach
wewnatrzkomorkowego transportu pecherzykow petnig one funkcje, w stanach fizjologicznych
(m.in. w transporcie melanosomow, uwalnianiu SEVs) i patologicznych (mi.in. wplyw na tempo
wzrostu guza czy tworzenia przerzutow). Lektura drugiego akapitu na str. 23 wprawia
czytelnika w konsternacje, gdyz z informacji zamieszczonych w drugim zdaniu dowiaduje sie
on, ze stan aktywny bialek RAB uwarunkowany jest zwigzaniem GDP, ale juz stan aktywny
podrodziny RAB27 zalezy od zwigzania z GTP (ostatnie zdanie tego akapitu). Czy tak jest
faktycznie? Za dobry pomyst uwazam zebranie przez Doktorantke w Tabeli 4 wynikow badan
dotyczacych wplywu wyciszenia genow RAB27A ilub RAB27B w modelach komérkowych
i zwierzecych na wydajnos¢ procesu uwalniania sEVs, oraz w Tabeli 5 wynikow badan
pokazujacych zaleznoS¢ pomigdzy poziomem biatka RAB27A/B w tkance pacjentow
onkologicznych a stopniem zaawansowania danego typu nowotworu i przezywalnoscig
chorych. Na podstawie wykonanego przegladu literatury Doktorantka zauwazyla, ze
przeprowadzone do tej pory badania nie pozwalajg na jednoznaczne wskazanie roli jaka peini
RAB27 podczas sekrecji SEVs przez komorki czerniaka. Wiadomo jednak, ze wzrost poziomu
ekspresji RAB27A w tkance nowotworowej koreluje ze stopniem zaawansowania czemiak oraz
nizsza przezywalnoscig pacjentow.

Analiza przedmiotowej literatury pozwolita Doktorantce na zidentyfikowanie stanu
niewiedzy odnosnie roli RAB27 w czerniaku. Na tej podstawie zostaly sformulowane dwa
ogolne i piet szczegdlowych celow badawczych. W mojej opinii lepszym rozwiazaniem byloby
sformulowanie hipotezy badawczej w zamian za dwa cele ogolne, oraz bardziej precyzyjne
postawienie celow (to jest celow szczegdlowych), kiorych realizacja databy mozliwose
potwierdzenia lub obalenia hipotezy w wyniku przeprowadzonych badan. Szczegdlnie dotyczy
to trzeciego celu szczegdlowego. Poza tym czym uzasadniony byl w tym celu szczegblowym
podzial na biatka bedace produktami protoonkogenéw i inne (w domysle) biatka
zaangazowane w progresje nowotworu? Czy faktycznie chodzito o produkty protoonkogenow?
Realizacja postawionych celow wymagala wyciszenia ekspresji genu RAB27A metodg
CRISPR/Cas 9 w trzech liniach czerniaka ludzkiego (SkMel18, DMBC12 i A375) rozniacych sie
stopniem inwazyjnosci oraz przygotowanie lini A375 z nokautem podwdjnym RAB27A/B
w celu oceny potencjalnie kompensacyjnego dziatania RAB27B w komaérkach czemiak.

Metodyka badan opisanych w niniejszej dysertacji obejmuje szereg nowoczesnych
i roznorodnych metod z zakresu biologii molekularnej, biologii komorki i biochemii, takich jak
otrzymywanie komorek czemiaka z nokautem gendw Rab27A lub RAB27A/B metodq
CRISPR/Cas 9, badanie poziomu wybranych bialek na poziome mRNA i ostatecznego
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produktu, stopnia ich ufostorylowania przy uzyciu odpowiednio metod, to jest qRT-PCR,

Western Blot, cytometrii przeplywowej, testu Proteome Profiler; izolacje¢ sEVs metoda

wirowania roznicowego wraz z analizg ich wielkosci metodg Sledzenia ruchu nanoczastek

(NTA), oraz ocene potencjalu proliferacyjnego (test CyQUANT Cell Proliferation Assay),

migracyjnego (test zarastania ran) i inwazyjnego (test QCM ECMatrix Cell Invasion) komérek

czerniaka typu dzikiego i z nokautem, a w przypadku linii A375 tez z podwojnym nokautem.

Moim zdaniem zostaly wybrane adekwatne metody do realizacji zalozonych celow

badawczych, a statystyczna analiza wynikow zostala przeprowadzona przy uzyciu

adekwatnych testow.
Rozdzial Materialy i metody zostal w wigkszosci opracowany poprawnie.

W podrozdziale I11.1., w ktorym standardowo zamieszczane sq zestawienia wykorzystywanych
w badaniach odczynnikow chemicznych, przeciwcial, komercyjnie dostepnych testow
i zestawow, linii komérkowych, sekwencji starterow, Doktorantka dodala jeszcze informacje
o skiadzie roztwordw i buforow niezbednych do przeprowadzenia poszczegdlnych procedur,
wykorzystywanej aparaturze i oprogramowaniu niezbgdnym do zbierania czy analizy danych,
oraz ostatecznej wizualizacji uzyskanych wynikéw, a nawet o pochodzeniu zuzywalnych
materialow laboratoryjnych, Moim zdaniem w podrozdziale I1I.1.9. mozna bylo specjalistyczng
aparature wyraznie odseparowa¢ od typowego sprzetu laboratoryjnego przez utworzenia
dwoch oddzielnych kategorii. Gdyby kolejnos¢ poszczegolnych podrozdzialéw w obrebie 111.2.
lepiej odzwierciedlata kolejnos¢ w jakiej sg opisywane otrzymane przez Doktorantke wyniki
w rozdziale IV., to taki uklad pokazywatby lepiej sekwencyjnos¢ realizowanych przez
Doktorantke badan. Za dobry pomyst uwazam umieszczenie w rozdziale Ill. czterech tabel
pokazujgcych wykorzystywane sekwencje miejscowo-specyficznych RNA i sekwencje
starterow do PCR i qRT-PCR oraz liste uzywanych przeciwcial w metodzie Western blot wraz
ze stosowanymi rozcienczeniami. Rozdziat ten zilustrowany jest dwoma rycinami, ktore
schematycznie przedstawiajg otrzymywanie komorek czeriaka z nokautem genu Rab27A lub
gendw RAB27A/B, oraz izolacje SEVs z pozywek kondycjonowanych. Moje uwagi i pytania do
tej czesci dysertacii s nastepujace:

1. W rozdziale Ill.1.1. dobrze byloby poda¢ informacje o rodzajach zmian nowotworowych
z jakich zostaly wyprowadzone linie A375 i SkMel28, analogicznie jak w przypadku linii
DMBC12. Rowniez informacje o wystepujacych w tych liniach mutacjach, czy stopniu
inwazyjnosci. Te informacje pojawiajq si¢ dopiero na str. 100, a pomogltyby zrozumie¢
dlaczego wiasnie te linie zostaly wybrane do badan.

2. Na str. 40 blednie napisano, ze efektywnos¢ edycji oceniano jak opisano w pkt 111.2.2.3.
zamiast pkt 111.2.2.4, chociaz wymieniono wiasciwg metode (z uzyciem T7 endonukleazy ).
Analogicznie w przypadku weryfikacji obecnosci biatek RAB27A | RAB27B metodg Western
blot wskazano pkt IIl.4. zamiast pkt 111.2.5.3.
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3. sEVs byly izolowane z pozywek (a nie podiozy) kondycjonowanych metodg wirowania
réznicowego (a nie roznicujacego) - str. 42.

4. lle ml odpowiedniej pozywki kondycjonowanej potrzeba bylo uzy¢ do izolacji SEVs, aby
mozliwe bylo przeprowadzenie wszystkich badan dotyczacych sEVs?

5. Bardzo prosze o wyjasnienie w jakim celu oznaczano stgzenie biatka metodg z BCA
w wyizolowanych probkach sEVs (pkt 111.2.4.2), skoro do pétilosciowej analizy ilosci biatka
(pkt 111.2.3.4) oraz poziomu wybranych biatek w sEVs i stopnia ich ufosforylowania metoda
Western blot (pkt 11.2.5.5), na 10% Zzel poliakryloamidowy nakladano réwne objgtosci
probek sEVs, a nie rowne ilosci biatka.

6. W pkt. 111.2.5.2 nie napisano jak diugo trwala inkubacja z |I-rzedowymi przeciwcialami oraz
detekcje jakich biatek prowadzono po stripowaniu membran.

7. Profil proteomiczny onkoprotein byt okreslany wylacznie w przypadku komorek czerniaka.
Bardzo prosz¢ o podanie ile pg biatkka bylo potrzebnych do wykonania tej analizy
i dlaczego analogicznych badan nie przeprowadzono dla probek SEVS.

8. W opisie metodyki badan ekspresji powierzchniowej EGFR, HER2 i HER3 metodg
cytometrii przeptywowej (pkt 11.2.7) brak informacji o tym jakie byly rozcienczenia
poszczegolnych przeciwcial i kontroli izotypowych.

9. Bardzo proszg o wyjasnienie dlaczego dla kazdej z trzech linii komorek czerniaka dawano
rozne ilosci komérek do insertow badajac ich inwazyjnos¢ (pkt 111.2.10).

Wyniki uzyskane w efekcie przeprowadzonych przez Doktorantke badan zostaly
zebrane w czterech tabelach i na trzydziestu pigciu rycinach. Jakos¢ obrazéw pokazujacych
elekiroforogramy po rozdziale produktow PCR oraz wyniki immunodetekcji wybranych bialek
jest satysfakcjonujaca, z wyjatkiem fragmentow Rycin 21 i 24 dotyczacych immunodetekcii
CDB3. Wykresy sg czytelne, a istotnosci statystyczne zaznaczone, w wyjatkiem Ryciny 23
(niezgodnos¢ z opisem w tekscie na str. 65). Legendy do tabel i rycin sq kompletne. Opis
wynikow spojny z dokumentacjq graficzna. Proba wyprowadzenia przez doktorantke trzech linii
komorkowych (SkMel28, DMBC12 i A375) z wyciszong ekspresja RAB27A przy uzyciu
systemu CRISPS/Cas9 zakonczyla si¢ sukcesem, co potwierdzila analiza poziomu mRNA
RAB27A i bialka RAB27A w wyselekcjonowanych klonach (Rycina 14). Dodatkowo
Doktorantce udalo sie otrzymac wariant linii A375 z podwojnym nokautem RAB27A/B (Rycina
18). Czy podejmowana zostata rowniez proba uzyskania wariantu linii SkMel28 z podwojnym
nokautem RAB27A/B? Nie znalaztam na ten temat zadnych informacji w podrozdziale IV.1.,
chociaz wspomniano o niepowodzeniu przy uzyskiwaniu podwojnego nokautu RAB27A/B linii
DMBC12. Otrzymane warianty komérek czerniaka z pojedynczym lub podwojnym nokautem
RAB27A(/B) byly wykorzystywane w dalszych eksperymentach.
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Kierujac sie¢ przestankami wynikajacymi z danych literaturowych wskazujacych na
udzial RAB27A i RAB27B w regulacji procesu uwalniania malych pecherzykow
zewnatrzkomérkowych zarowno w stanach fizjologicznych, jak i patologicznych, Doktorantka
sprawdzita czy faktycznie wyciszenie genu RAB27A (KO) lub réwnoczesne genow RAB27A
i RAB27B (dKO) zmienia wielkoS¢ i ilos¢ sEVs uwalnianych przez komoérki czerniaka w
stosunku do typu dzikiego (WT). Nie stwierdzono takich zmian, chociaz pomiedzy trzema
badanymi liniami czerniaka juz takie roznice wystepowaty. Moim zdaniem interpretujac wyniki
dotyczace ilosci calkowitego biatka lub poziomu czterech markeréw (CD63, CD81, TGS101
i Alix) w sEVs uwalnianych przez warianty KO, dKO i WT komérek czerniaka nalezy zachowac
duzg ostroznosé. Densytometryczna analiza elektroforograméw wybarwionych metoda
srebrowg (Ryciny 20 i 23) oraz obrazow z Western blot (Ryciny 21 i 24) pozwala jedynie na
potilosciowg analize. Z tego powodu nalezy bardzo ostroznie wypowiadac sie na temat zmian
ilosciowych dotyczacych markeréw CD63, CD81, TGS101 i Alix w sEVs uwalnianych przez
komérki KO lub dKO. Aby moc twierdzi¢, ze cytuje .... utrata RAB27A prowadzi do istotnych
zmian w zawarto$ci biatek (domyslam sig, ze w tym miejscu chodzito o iloS¢) w SEVs, jednakze
nie zaobserwowano jednoznacznej tendencji w modyfikacji sktadu biatkowego pecherzykow.
(str. 67)" nalezatoby przeprowadzi¢ jakosciowa i iloSciowa analize proteomu SEVs metodg
spektrometrii mas. Ale nawet juz wyniki badan przeprowadzonych przez Doktorantke
z wykorzystaniem testu Proteome Profiler pokazaly, ze obecnos¢ biatka RAB27A zmienia
ekspresje bialek zaangazowanych w proces nowotworzenia ilub progresje nowotworu w
komorkach czerniaka z nokautem. Obserwowane zmiany (spadek/wzrost) poziomu danego
biatka i wielkoS¢ tej zmiany zalezaly od rodzaju linii czemiaka, a w przypadku linii A375
zalezalo to od tego czy nokaut byt pojedynczy czy podwojny (Tabele 12 i 13). Obserwowane
zmiany dotyczyly bialek peiniacych réznorodne funkcje biologiczne w komérce, a w obrebie tej
same] kategorii funkcji niekoniecznie tych samych biatek. Obserwowane zmiany dotyczyly
w wigkszym stopniu komérek mniej inwazyjnych (SkMel28 i DMBC12) niz agresywnej linii
A375. Ponadto Doktorantka wykazala, ze nokaut RAB27A/(B) powoduje zmiang ekspresji
receptorow z rodziny HER, to jest HER2 ilub HER3, ale nie EGFR, na poziomie mRNA
i biatka, ale obserwowany efekt byl ponownie zalezny od linii czerniaka. Wyniki dotyczace
ekspresji powierzchniowej receptorow z rodziny HER uzyskane metodg cytometrii
przeplywowej sg dla mnie bardziej wiarygodne, jesli chodzi o oceng poziomu ekspresji danego
biatka, niz wyniki z analizy densytometrycznej obrazéw z Westem blot, z uwagi na
wspomniane juz ograniczenia (metoda péfilosciowa). Aby dokumentacja wynikéw z cytometrii
przeplywowej byta kompletna, to do Rycin 37 i 40 nalezaloby dofaczy¢ jeszcze odpowiednie
histogramy. Doktorantka wykazata réwniez, ze nokaut RAB27A/(B) powoduje spadek stopnia
ufosforylowania bialek AKT i ERK1/2 w komérkach DMBC12 KO i A375 dKO w poroéwnaniu do
typu dzikiego (WT). Obserwowane zmiany w poziomie wspomnianych bialek mozna powigzac
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z obserwowanym przez Doktorantke spadkiem potencjatu proliferacyjnego (SkMel28 KO) oraz

hamowaniem zdolnosci migracyjnych i inwazyjnych (SkMel28 KO, DMBC12 KO, A375 dkO) UNIWERSYTET
JAGIELLONSKI

komorek czerniak w wariantach z nokautem RAB27A/(B) w porownaniu do typu dzikiego (WT). W KRAKOWIE

Rozprawe doktorska koriczy jedenasto-stronnicowa dyskusja, w ktérej Doktorantka
omowita znaczenie uzyskanych przez siebie wynikow na tle dostepnej literatury. Rozdziat ten
dobrze si¢ czyta sig, przeprowadzona analiza jest rzeczowa i wywazona, a Doktorantka
wykazuje sie dobrg znajomosciq tematyki dotyczacej zakresu prowadzonych badan
i potwierdza swojq dojrzalo$¢ naukowa. Interesujace s zwlaszcza te fragmenty, w ktorych
probowala Ona znalezé wyjasnienie sprzecznosci pojawiajacymi sie pomiedzy wynikami
otrzymanymi przez Nig a innymi grupami badawczymi. Doktorantka zwrécila tez uwage na Wydzial Biologii
ograniczenia i trudnosci przy ocenianiu wydajnosci sekrecji SEVs przez komorki na podstawie
metod potilosciowych i NTA, na ktére dodatkowo wplywajq tez heterogenno$¢ samych sEVs,
warunki hodowli komérek in vitro, stan fizjologiczny/patologiczny komorek. Dodatkowy problem ~ '"stytut Zoolagy
stanowi brak standaryzacji metody izolacji EVs wykonywanych w roznych o$rodkach. | Badan Biomedycznych
Doktorantka zauwazyla, ze wplyw wyciszenia genu RAB27A na proliferacje, migracije i inwazje
komorek czerniaka zalezal od typu linii komorkowej i starala si¢ to powigzac ze stopniem

Zaklad Biochemn

inwazyjnosci poszczegolnych linii komorkowych typu dzikiego. Szkoda zatem, ze w wynikach
nie pojawilo sie liczbowe pordwnanie stopnia inwazyjnosci tych linii. Rycina 27 pokazuje tylko ~ G/1<0koniugatow
inwazje wariantow KO normalizowang wzgledem wartosci dla komérek typu dzikiego. Pomimo
wykazanego przez Doktorantke wplywu RAB27 na ekspresje bialek 2zwigzanych
z nowotworzeniem i progresja czerniaka, dyskusja zamyka sie stwierdzeniem, ze przestanki sg
za slabe aby RAB27 stalo sig¢ uniwersalnym celem terapeutycznym w czerniaku. Na stronie 96
Doktorantka napisata cytuje ,Wptyw RAB27 na migracje i inwazyjno$¢ komorek przypisywany
Jjest requlacji sekrecji matych pecherzykow zewnatrzkomorkowych”. Zatem, by¢ moze nalezalo
rowniez przeprowadzic analize jakosciowa i ilosciowg proteomu sEVs uwalnianych przez
komérki czerniaka z nokautem RAB27A i zbada¢ ich wplyw na funkcje komorek docelowych
(np. melanocytow, komérek czerniaka, innych komérek niszy nowotworowej). Jak Doktorantka
zaplanowalaby takie eksperymenty dysponujac nieograniczonym dostgpem do odpowiedniej
aparatury? Odpowiedz na to pytanie chcialabym uslysze¢ podczas publicznej obrony.
W rozdziale Podsumowanie brakuje wnioskow korficowych bedacych odpowiedzig na
postawione szczegotowe cele badan, ktorych bylo tylko pie¢. Oba streszczenia dobrze oddajg

tres¢ calej rozprawy doktorskiej. ul. Gronostajows 9

Uwagi dotyczace strony edycyjnej rozprawy doktorskiej 30-387 Krakow
Rozprawa doklorska zostala napisana poprawianie od strony jezykowej i starannie . 15 564 g4 g2

przygotowana od strony edycyjnej. Nie mam wigkszych zastrzezen co do poprawnosci e A% BEA Y O
ax 84 510
formalnej manuskryptu, jakosci tabel czy wigkszosci rycin. Chciatam jednak zwrocic uwage, ze

nalezy sig starac tak formatowac tekst aby cafa tabela byla na jednej stronie (dotyczy to Tabeli "7 v v plweb sty
2oologiviednostha/struktura
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1). Ponadto, zgodnie z przyjeta konwencja nazwy genow powinny by¢ zawsze pisane kursywa
i nalezy unika¢ zargonu laboratoryjnego w wypowiedziach pisemnych (dotyczy to slowa
.worteksowac”). Dodatkowo w Spisie tresci nie zamieszcza si¢ elementu ,spis tresci®. Jesli
rozdziat Wstep miat sie zaczag od strony 1, to do numeracji wszystkich wczesniejszych stron
lepiej bylo uzy¢ liczb lacinskich, a nie arabskich gdyz w takim przypadku dwa razy w dysertacji
rozne strony majq ten sam numer. Sam Spis tresci jest niekompletny gdyz rozdzialy I11.2.2.,
111.2.4.,111.2.5. i 11I.2.2.6. mialy odpowiednio po 3, 3, 5i 2 podrozdziatow.
Whioski koncowe

Na podstawie przedstawionego powyze] podsumowania jednoznacznie stwierdzam, ze
badania opisane w niniejszej rozprawie doktorskiej stanowiq oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego dotyczacego roli biatka RAB27 w czemiaku, a moje krytyczne uwagi nie
umniejszajq wysokiej oceny wartosci merytorycznej rozprawy doktorskiej Pani mgr Katarzyny
W. Horodeckiej. Doktorantka udowodnita, Zze potrafi samodzielnie prowadzic badania
i zrealizowaC postawione cele badawcze, dobrze opanowala warsztat badawczy i potrafi
postugiwac si¢ nowoczesnymi metodami, umiejetnie analizuje, prezentuje i omawia otrzymane
wyniki.

Zatem z pelnym przekonaniem stwierdzam, ze przedlozona mi do oceny rozprawa
doktorska Pani mgr Katarzyny W. Horodeckiej pod tytulem ,Analiza funkcjonalna RAB27
w liniach komérkowych czemiaka: wydzielanie matych pecherzykow zewnatrzkomérkowych,
migracja, inwazja i sygnalizacja komorkowa" speinia wszelkie wymagania stawiane rozprawom
doktorskim okreslone w artykule 187 ust. 1-4 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2023 poz. 742 z pdzn. zmianami). W zwiazku
z powyzszym, wnosze do Rady Naukowej Instytut Biologii Medycznej Polskiej Akademii Nauk
o dopuszczenie Pani mgr Katarzyny W. Horodeckiej do dalszych etapow postepowania
0 nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu w dyscyplinie nauki
medyczne.

liaade Yy}
dr hab. Malgorzata Przybylo, prof. UJ

Krakéow, 12.02.2025.
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