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Recenzja rozprawy doktorskiej
wykonanej przeż mgr Ewelinę Dratkiewicz

pt. ,,lnhibitory EGFR i c-Met jako czynniki ogrdnźczajqce powstawdnie
inwadopadiów w komórkach tudzkźegł czerniakd"

w Zakł adzie Patolog i i Kom ó rki, Wydział B iotec h no log ii U n iwe rsytetu Wrocławs kie gcl
pod kierunkiem promotora dr hab. DoroĘ NowaĘ prof. UWr

oraz promotora pomocniczego dr Alekandry Simiczyjew

W recenzowanej pracy doktorskiej zostały poruszone bardzo istotne zagadnienia

doĘczące niepowodzenia terapii skierowanych przeciwko inwazyjnym czerniakom. Autorka

skupiła się na tych aspektach, które dotyczą bezpośrednio zdolności komórek czerniaka do

rnigracji, a tym samym do jego inwazyjnego wzrostu i przerzutowania, co na poziomie

molekularnym regulowane jest m.in. przez czynniki wzrostu akĘwujące szlaki sygnałowe

regulujące właśnie takie procesy jak proliferacja czy zdolności komórki do migracji. Autorka

słusznie załoĘła (na podstawie analizy dostępnych danych z badań przedklinicznych i

klinicznych), ze zahamowanie szlaku sygnałowego od pojedynczego c4ynnika wzrostu nie jest

skuteczne, gdyz jego hamowanie moze być kompensowane przez inne drogi sygnalizacji

komórkowej itp. zjawiska, Do badań celnie wybrano więc dwa receptory czynników wzrostu:

EGFR i c-Met, w przypadku ktorych często dochodzi do nadekspresji i mutacji ich genów u

pacjentów cierpiących na czerniaka. a ponadto dowiedziono, iz mogą ulegać krzyżawej

aktywacji. Autorka nie pominęła takźe w swych analizach problemu oporności komórek na

stosowane w czerniaku chemioterapeuĘki, w tym przypadku vemurafenib, którego stosowanie

wiąze się z indukcją nadekspresji EGFR i c-Met. Wobec tego uwazam, że wybrana tematyka

badawcza jest aktualna. a przeprowadzone badania mogą być nie tylko cennym źródłem

wiedzy podstawowej z zakresu biologii komórki nowotworowej, ale mogą takźe wspomagać

wnioskowanie na temat przyctyn niektórych zjawisk obserwowanych u pacjentów

poddawanych leczeniu.

Rozpoczynając od analiry formalnej pracy doktorskiej, stwierdzam, że ma ona

klasyczny układ pracy naukowej o charakterze eksperymentalnym, zawierającym wszystkie
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elementY takiego opracowania, włącznie ze streszczeniami w języku polskim i angielskim. We
wstęPie, który naPisano W sposób syntetyczny, zawarto wszelkie informacje, niezbędne do
wProwadzenia czYtelnika do temaĘki badawczej poruszanej w rozprawie doktorskiej, a więc
rozPoczęto od ogólnYch danych dotyczących czerniaka i metod leczenia pacjentów z tą
chorobą. w tYm omawiając terapie celowane, przechodząc następnie do szczegołowych danych
na temat mechanizmów molekularnych uądzących inwazyjnym wzrostem i procesem
Przerzutowania, ze szczególnym uwzgtędnieniem EGFR i c-Met, będących centrum
zainteresowania Doktorantki. Autorka wprowadza także do zagadnień związanych z
załozeniami stosowania terapii skojazonych u pacjentów chorych na nowotwory. Ten razdział
raz?rawY doktorskiej mgr Ewelina Dratkiewicz zilustrowała schematami i tabelami, które
wzbogacają i ułatwiają śledzenie treści omawianych zagadnień.

Doktorantka w sposób klarowny przedstawiła następnie cel swoich badań, jakim
jest zweryfikowanie hiPotezy o EGFR i c-Met, jako celach terapii skojarzonej w czerniaku,
zwracając szczególną uwagę na ich rolę w tworzeniu inwazyjnych wypustek przez komórki
czerniaka.

W metodYcznej częŚci pracy, Autorka przedstawiła listę odczynników i materiałów
oraz urządzeń stosowanYch w badaniach, a następnie opisała metodykę badań. opis metod
mógłbY bYĆ bardziej PrzejrzYsĘ, gdyż po zapoznaniu się z nim, a następnie z opisem wyników i
dYskusją PojawiłY się Pewne wątpliwości dotyczące przebiegu niektórych procedur
badawczych:

1. Rozdział ,,4,1.1. Traktowanie inhibitorami" (mylący §rtuł) - razdziaŁ dotyczy głównie
inkubowania komórek z ligandami EGFR i c-MET: EGF i HGF. Stwierdzono W nim, ze
komórki inkubowano z ligandami: EGF w stęzeniu 31 lub 5 ng/ml a HGF w stęzeniu 30
ng/ml. Moje PYtanie dotyczy schematu stosowania i stężeń uzytych ligandów w
PoszczegÓlnYch analizach. Czy Uzywano ich do kaźdej analizy przedstawionej w pracy?
CzY stosowano Pre-inkubację czy też równoczesną inkubację z inhibitorami? Kiedy
uzywano 31 nglml a kiedy 5 nglml EGF idlaczego?

2, UzYskanie linii oPornych na vemurafenib: bardzo skąpo opisano procedurę
uzYskania linii oPornYch. Jak długo trwało uzyskanie Ęch linii (czas,liczba pasazy, także
liczba pasaźry zkażdym kolejnym stęźeniem vemurafenibu)?

3, BioPsje Pobrane od pacjentów: brakuje szczegółowych danych na temat Komisji
BioeĘcznej, która wydała zezwolenie na badania oraz danych takiego zezwolenia
(numeĘ data uzYskania itp.). Brakuje także podsumowania podstawowych danych na
temat Pacjentów od których pobrano biopsje. Pewne elementy takiej charakterysĘki
Pojawiają się w oPisie wyników, ale np, tabelaryczne zestawienie byłoby bardziej
czytelne.

&€ffiffil,
Kla_jolv1: Naukolw OŚrcdek \łicĄcł {I{NO!Y} \trlroclalvskie Cenlr.lr§ Rict*dlxlologii 20r.L2018



IN§TYTUT IsIll.{UNoLo G II I TERAPII Do ŚWIADCZALNE,
IM- LUDWIKA HIR§ZFELDA

POL§KIEJ AKADEMII Naux
Cerrlrrrm Doskonałośł,i : IN1MUNE

Rudolfa Weigla 12, ls-L1..ŁWrocław, PoL§KA
Teiefonl {+48-71}337 1172, {+18-71} 37099 30 Fax: (+jS-l1) 337 2L71"

www,iitcl.płrr.a.roc.pl

4. Nie chcąc podważać prawa Autorki do własnego sposobu przedstawienia metodyki

pracy, uważam jednak, ze oddzielne listy odczynników, buforów itp" z oddzielnym

opisem metod są niewygodne do śledzenia, Poza Ęm brakuje przedstawienia jasnego

schematu traktowania poszczególnymi czynnikami komórek wykorzystanych w

pas1czególnych a na l izach.

W kolejnej, bardzo obszernej części pracy Autorka zaprezentowała uzyskane wyniki

swoich badań ilustrując je wykresami, zdjęciami z mikroskopu konfokalnego, tabelami itp. Ten

razdział pokazuje jaki ogrom prary został wykonany przez doktorantkę. Zastosowała ona cały

szereg technik biologii komórki czy biologii molekularnej, poczynając od testów

cytotoksycznych 2D i 3D po testy oceniające ruchliwość komóreĘ równiez w układach 2D i 3D,

techniki western-blot, zymografię, cytometrię pzepływową, mikroskopię konfokalną czy

techniki prowadzące do wyciszenia bądż nadekspresji określonych genów w komórce.

Świadczy to z pewnością o godnej podziwu wszechstronności Doktorantki i doskonaĘm
przygotowaniu do pracy badawczej. Zastosowanie więc tych róznorodnych technik umożliwiło

Doktorantce najpierw wybór linii czerniaka, a następnie wybór inhibitorów EGFR i c-MET do
dalszych badań. Nie chcąc streszczać wyników tego szerokiego zakresu badań

przeprowadzonych pzez Doktorantkę, chcę podkreślic, że dobrym pomysłem było syntetyczne

podsumowanie poszczególnych części/etapów przeprowadzonych badań, co bardzo dobrze

uporządkowało te wyniki, a także ułatwiało śledzenie toku rozumowania Doktorantki, Jeszcze

raz chcę podkreślić, ze uzyskane wyniki, które w pełni odpowiedziały na załozenialcele pracy są

olbrzymim zbiorem bardzo wańościowych danych, na podstawie których mozna stwierdzić, ze

łątzne zastosowanie inhibitorów EGFR i c-MET moze skutecznie hamować nie Ęlko proliferację,

ale i zdolności inwazyjne komórek, Dodatkowym atutem tych badań jest niewątpliwie

wykorzystanie pierwotnych hodowli komórek pochodzących od pacjentów, W Ęch badaniach

autorka potwierdziła, że przynajmniej w przypadku komórek pochodzących od niektórych

pacjentów, zaproponowana przez Nią strategia terapeuĘczna mogłaby być skuteczna,

Dodatkowo, znaczenie szlaków sygnałowych EGFR i c-Met zostało potwierdzone przez mgr

Ewelinę Dratkiewicz przez wykorzystanie linii komórkowych z wyciszeniem/nadekpresją c-Met
i [GFR. Ciekawym elementem badań są także analizy z wykolzystaniem komórek z nabytą

opornością na inhibitor zmutowanej kinazy BRAF - vemurafenib, pokazujące, że zastosowanie

wybranych przez doktorantkę kombinacji inhibitorów EGFR i c-Met moze hamować do
pewnego stopnia proliferację i inwazyjność także tych komórek.

W związku z tak szerokim zakresem badań, trudno uniknąć drobnych błędów lub mało

szczegoławego (z punktu widzenia recenzenta) opisu wyników badań, Dlatego chciałabym

prosić Doktorantkę o wyjaśnienia dotyczące następujących zagadnień, które nie były do końca
jasno przedstawione:
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1. Analizy ulestern-blot oraz zymagrafia: w niektórych przypadkach Autorka pokazała

analizę denzytometryczną wraz z analizą statystyczną tych danych, w innych nie.

Dlaczego? Ja osobiście jestem zwolenniczką prezentowania analizy półilościowej,

zwłaszcza, gdy nie mamy do czynienia z sytuacją zero-jedynkową, tj. jest lub nie ma

prążków,jak to miało miejsce w przypadku np. ekpresji pERK1/Z czy pAKT na ryc 5.10

czy 5.41, gdzie róznice są raczej ilościowe niz jakościowe. Taka analiza, moim zdaniem,

zwiększa wiarygodność wyciąganych wniosków.

2, W prrypadku komórek A375, wydaje się, ze zastosowane stęzenie foretinibu 2pM
było zb1Ą duze (przeźywalność komórek około 50o/o), stąd w niektórych testach nie

mozna było zaobserwować efektu łącznega stosowania 2 inhibitorów (np. apoptoza czy

cykl komórkowy itp.) bo efekt samego foretinibu był zbyt wysoki. Prawdopodobnie
lepszym wyjściem byłoby dobranie stęzeń inhibitorów indywidualnie dla kazdej linii

ko m ó rkow ejlkażdega urytego testu.

3. Ryc.5.29.A oraz 5.41. analiza ekpresji ufosforylowanych białek nie

przedstawiono poziomu białka całkowitego dla poszczególnych analizowanych białeĘ
co w przypadku białek ufosforylowanych powinno stanowić punkt odniesienia. GAPDH
nie jest wystarczającą kontrolą.

W dalszej części pracy Autorka pzeprowadziła sprawną dyskusję uzyskanych

wyników, Zapoznanie się z tą częścią pracy było przyjemnością. gdyż zawiera ona rzetelne
podsumowanie badań z dobrą konfrontacją uzyskanych wyników z danymi z piśmiennictwa

naukowego. Na koniec, w rozdziale za§ltułowanym ,,Wnioski" znajduje się raczej

podsurnowanie wyników; poszczególne stwierdzenia zawieĘą niewiele elementów, jakie

można przypisać wnioskom, ale dobrze podsumowują całość tej bogatej w wyniki pracy,

Cała praca napisana jest bardzo starannie z nleznaczną liczbą błędow literowych.

Muszę jednakże zwrócić uwagę na dwa zargonowe wyrazenia, które są kalką z ięzyka
angielskiego. Zamiast nich mozna było uzyć polskich sów (moze więcej niz jednego),

mianowicie: ,,inwadują" * jako określenie dla komórek przemieszczających się w matrizelu (str,

85 i 116) oraz komórki ,,senescentne" dla określenia starzejących się komórek (st. 112).

Podsumowując, praca doktorska mgr Eweliny Dratkiewicz to zbior bardza
wartościowych danych uzyskanych dzięki rzetelnemu pzeprowadzeniu szeregu dobrze
zaplanowanych eksperymentów, Dodatkowym potwierdzeniem znacznej wańości naukowej

uzyskanych wyników jest ich opublikowanie w 4 publikacjach oryginalnych w bardzo dobrych
czasopismach naukowych. W publikacjach tych doktorantka jest dwukrotnie pierwszą autorką
(Oncotarget 2a18 araz lnt J Mal Sci 2a2q.Zakres wykonanych badań oraz zastosowane techniki
badawcze świadczą o wszechstronności warsztatu naukowego Doktorantki, Z kolei ciekawie
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poprowadzona dyskusja wyników, czy fachowo wprowadzający w tematykę rozprary wstęp

razpr awy doktorskiej potwierdzają doj załość nau kową Doktora ntki.

Wobec powyzszego stwierdzam, ze przedstawiona do re€enzji rozprawa
doktorska mgr Eweliny Dratkiewicz pt. ,,łnhibitory EGFR i c-Met jako czynniki ograniczajqce
pCIwstowanie inwadopodiów w komórkach tudzkiego czerniaka" jest oryginalnym rozwiązaniem
niezwykIe interesującego i ważnego zagadnienia naukowego. Doktorantka w pełni zrealizowała
założenia i cel pracy, a uzyskane wyniki opublikowała w dobrych czasopismach naukowych.
Wlw rozprawa spełnia więc wymogi określone w odpowiednich przepisach i wnoszę do Rady
Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne Wydziału Nauk Biologicznych Uniwersytetu
Wrocławskiego o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapów przewodu doktorskiego.

Ponadto, ze względu na bardzo szeroki zakres badań, a także opublikowanie wynikow
badań w 4 publikacjach naukowych, w więkzości o wysokich wspołczy,nnikach nauko-
metrycznych, a także ze względu na duzą aktywność naukową doktorantki vłyrażającą się m.in.

współautorstwem 7 publikacji naukowych, wnoszę o wyróznienie rozprawy.

Frof, dr hab. ,Ioąnna W1etrzvk
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