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Laboratorium Doswiadczalnej Terapii Przeciwnowotworowej
Zaldad Onkologii Doswiadczalnej

Recenzja rozprawy doktorskiej
wykonanej przez mgr Eweline Dratkiewicz
pt. .inhibitory EGFR i c-Met jako czynniki ograniczajgce powstawanie
inwadopodiow w komérkach [udzkiego czerniaka’
w Zaktadzie Patologii Komorki, Wydziat Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego
pod kierunkiem promotora dr hab. Doroty Nowak, prof. UWr
oraz promotora pomocniczego dr Aleksandry Simiczyjew

W recenzowanej pracy doktorskiej zostaly poruszone bardzo istotne zagadnienia
~dotyczace niepowodzenia terapii skierowanych przeciwko inwazyjnym czerniakom. Autorka
skupita sie na tych aspektach, ktére dotyczg bezposrednio zdolnosci komoérek czerniaka do
migracji, @ tym samym do jego inwazyjnego wzrostu i przerzutowania, co na poziomie
molekularnym regulowane jest m.in. przez czynniki wzrostu aktywujgce szlaki sygnatowe
regulujgce wtasnie takie procesy jak proliferacja czy zdolnosci komérki do migracji. Autorka
stusznie zatozyta (na podstawie analizy dostepnych danych z badan przedkiinicznych i
klinicznych), ze zahamowanie szlaku sygnatowego od pojedynczego czynnika wzrostu nie jest
skuteczne, gdyz jego hamowanie moze by¢ kompensowane przez inne drogi sygnalizacji
komérkowej itp. zjawiska. Do badai celnie wybrano wiec dwa receptory czynnikéw wzrostu:
EGFR i c-Met, w przypadku ktorych czesto dochodzi do nadekspresji i mutacji ich gendw u
pacjentow cierpigcych na czerniaka, a ponadto dowiedziono, iz moga ulegal krzyzowej
aktywacji. Autorka nie pomineta takze w swych analizach problemu opornosci komaorek na
stosowane w czerniaku chemioterapeutyki, w tym przypadku vemurafenib, ktérego stosowanie
wigze sie z indukcjg nadekspresji EGFR i ¢c-Met. Wobec tego uwazam, ze wybrana tematyka
badawcza jest aktualna, a przeprowadzone badania moga by¢ nie tylko cennym Zrédiem
wiedzy podstawowej z zakresu biologii komérki nowotworowej, ale mogg takze wspomagac
wnioskowanie na temat przyczyn niektérych zjawisk obserwowanych u pacjentow
poddawanych leczeniu.

Rozpoczynajgc od analizy formalnej pracy doktorskiej, stwierdzam, ze ma ona
klasyczny uldad pracy naukowe] o charakterze eksperymentalnym, zawierajgcym wszystkie
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elementy takiego opracowania, wlacznie ze streszczeniami w jezyku polskim i angielskim. We
wstepie, ktéry napisano w sposéb syntetyczny, zawarto wszelkie informacje, niezbedne do
wprowadzenia czytelnika do tematyki badawczej poruszanej w rozprawie doktorskiej, a wiec
rozpoczeto od ogdlnych danych dotyczacych czerniaka i metod leczenia pacjentéw z tg
chorobg, w tym omawiajac terapie celowane, przechodzac nastepnie do szczegétowych danych
na temat mechanizméw molekularnych rzadzacych inwazyjnym wzrostem i procesem
przerzutowania, ze szczegélnym uwzglednieniem EGFR i c-Met, bedacych centrum
zainteresowania Doktorantki. Autorka wprowadza takze do zagadnien zwigzanych z
zatozeniami stosowania terapii skojarzonych u pacjentow chorych na nowotwory. Ten rozdziat
rozprawy doktorskiej mgr Ewelina Dratkiewicz zilustrowata schematami i tabelami, ktére
wzbogacaja i utatwiajg $ledzenie treéci omawianych zagadnien.

Doktorantka w sposéb klarowny przedstawita nastepnie cel swoich badan, jakim
jest zweryfikowanie hipotezy o EGFR i c-Met, Jako celach terapii skojarzonej w czerniaku,
zwracajac szczegdlng uwage na ich role w tworzeniu inwazyjnych wypustek przez komorki
czerniaka.

W metodycznej czesci pracy, Autorka przedstawita liste odczynnikéw | materiatéw
oraz urzgdzen stosowanych w badaniach, a nastepnie opisata metodyke badan. Opis metod
- mogtby by¢ bardziej przejrzysty, gdyz po zapoznaniu sie z nim, a nastepnie z opisem wynikow i
dyskusja pojawity sie pewne watpliwosci dotyczace przebiegu niektérych procedur
badawczych:

1. Rozdziat ,4.1.1. Traktowanie inhibitorami” (mylacy tytut) — rozdziat dotyczy gtéwnie
inkubowania komoérek z ligandami EGFR i ¢-MET: EGF i HGF. Stwierdzono w nim, ze
komorki inkubowano z ligandami: EGF w stezeniu 31 lub 5 ng/ml a HGF w stezeniu 30
ng/ml. Moje pytanie dotyczy schematu stosowania i stezen uzytych ligandéw w
poszczegdinych analizach. Czy uzywano ich do kazde; analizy przedstawionej w pracy?
Czy stosowano pre-inkubacje czy tez réwnoczesng inkubacje z inhibitorami? Kiedy
uzywano 31 ng/ml a kiedy 5 ng/ml EGF i dlaczego?

2, Uzyskanie linii opornych na vemurafenib: bardzo skapo opisano procedure
uzyskania linii opornych. Jak dhugo trwato uzyskanie tych linii (czas, liczba pasazy, takze
liczba pasazy z kazdym kolejnym stezeniem vemurafenibu)?

3. Biopsje pobrane od pacjentow: brakuje szczegdtowych danych na temat Komisji
Bioetycznej, ktéra wydata zezwolenie na badania oraz danych takiego zezwolenia
(numer, data uzyskania itp.). Brakuje takze podsumowania podstawowych danych na
temat pacjentdw od ktérych pobrano biopsje. Pewne elementy takiej charakterystyki
pojawiajg sie w opisie wynikéw, ale np. tabelaryczne zestawienie bytoby bardziej
czytelne.
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4. Nie chcac podwaza¢ prawa Autorki do wiasnego sposobu przedstawienia metodyki
pracy, uwazam jednak, ze oddzielne listy odczynnikéw, buforow itp. z oddzielnym
opisem metod sa niewygodne do sledzenia. Poza tym brakuje przedstawienia jasnego
schematu traktowania poszczegblnymi czynnikami komorek wykorzystanych w
poszczegdlinych analizach.

W kolejnej, bardzo obszernej czesci pracy Autorka zaprezentowata uzyskane wyniki
swoich badan ilustrujgc je wykresami, zdjeciami z mikroskopu konfokalnego, tabelami itp. Ten
rozdziat pokazuje jaki ogrom pracy zostat wykonany przez doktorantke. Zastosowata ona caty
szereg technik biologii komorki czy biologii molekularnej, poczynajgc od testow
cytotoksycznych 2D i 3D po testy oceniajgce ruchliwos¢ komorek, rowniez w uktadach 2D i 3D,
techniki western-blot, zymografie, cytometrie przeptywowa, mikroskopie konfokalng czy
techniki prowadzace do wyciszenia badZz nadekspresji okredlonych gendéw w komorce.
Swiadczy to z pewnoscia o godnej podziwu wszechstronnosci Doktorantki i doskonatym
przygotowaniu do pracy badawczej. Zastosowanie wiec tych réznorodnych technik umozliwito
Doktorantce najpierw wybor linii czerniaka, a nastepnie wybér inhibitoréw EGFR i ¢-MET do
dalszych badan. Nie chcac streszczaé wynikdw tego szerokiego zakresu badan
przeprowadzonych przez Doktorantke, chce podkresli¢, ze dobrym pomystem bylo syntetyczne

"podsumowanie poszczegolnych czesci/etapdw przeprowadzonych badan, co bardzo dobrze
uporzadkowato te wyniki, a takze utatwiato Sledzenie toku rozumowania Doktorantki. Jeszcze
raz chce podkresli¢, ze uzyskane wyniki, ktére w petni odpowiedziaty na zatozenia/cele pracy sa
olbrzymim zbiorem bardzo wartosciowych danych, na podstawie ktérych mozna stwierdzi¢, ze
tgczne zastosowanie inhibitoréw EGFR i c-MET moze skutecznie hamowac nie tylko proliferacje,
ale i zdolnosci inwazyjne komodrek. Dodatkowym atutem tych badan jest niewatpliwie
wykorzystanie pierwotnych hodowli komérek pochodzacych od pacjentéw. W tych badaniach
autorka potwierdzita, ze przynajmniej w przypadku komoérek pochodzacych od niektérych
pacjentow, zaproponowana przez Nig strategia terapeutyczna mogtaby by¢ skuteczna.
Dodatkowo, znaczenie szlakéw sygnatowych EGFR i c-Met zostato potwierdzone przez mgr
Eweline Dratkiewicz przez wykorzystanie linii komdrkowych z wyciszeniem/nadekspresjg c-Met
i EGFR. Ciekawym elementem badan sg takze analizy z wykorzystaniem komoérek z nabyta
opornoscig na inhibitor zmutowanej kinazy BRAF — vemurafenib, pokazujgce, ze zastosowanie
wybranych przez doktorantke kombinacji inhibitorow EGFR i ¢-Met moze hamowaé do
pewnego stopnia proliferacje i inwazyjnos¢ takze tych komorek.

W zwigzku z tak szerokim zakresem badan, trudno unikna¢ drobnych btedéw lub mato
szczegbtowego (z punktu widzenia recenzenta) opisu wynikéw badan. Dlatego chciatabym
prosi¢ Doktorantke o wyjasnienia dotyczace nastepujgcych zagadnien, ktdre nie byly do konca
jasno przedstawione:
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1. Analizy western-blot oraz zymografia: w niektérych przypadkach Autorka pokazata
analize denzytometryczng wraz z analiza statystyczng tych danych, w innych nie.
Dlaczego? Ja osobiscie jestem zwolenniczkg prezentowania analizy potilosciowej,
zwihaszcza, gdy nie mamy do czynienia z sytuacjg zero-jedynkowa, tj. jest lub nie ma
prazkow, jak to miato miejsce w przypadku np. ekspresji pERK1/2 czy pAKT na ryc 5.10
czy 541, gdzie roznice sg raczej ilodciowe niz jakosciowe. Taka analiza, moim zdaniem,
zwieksza wiarygodnos¢ wycigganych wnioskéw.

2. W przypadku komdrek A375, wydaje sie, ze zastosowane stezenie foretinibu 2uM
byto zbyt duze (przezywalnos¢ komoérek okoto 50%), stad w niektorych testach nie
mozna byto zaobserwowac efektu tacznego stosowania 2 inhibitoréw (np. apoptoza czy
cykl komorkowy itp.) bo efekt samego foretinibu byt zbyt wysoki. Prawdopodobnie
lepszym wyjsciem bytoby dobranie stezen inhibitorow indywidualnie dla kazdej lini
komorkowej/kazdego uzytego testu.

3. Ryc. 529.A oraz 541. - analiza ekspresji ufosforylowanych biatek: nie
przedstawiono poziomu biatka catkowitego dla poszczegoinych analizowanych biatek,
co w przypadku biatek ufosforylowanych powinno stanowi¢ punkt odniesienia. GAPDH
nie jest wystarczajacg kontrola.

W dalszej czesci pracy Autorka przeprowadzita sprawng dyskusje uzyskanych
wynikow. Zapoznanie sie z tg czescig pracy bylo przyjemnoscig, gdyz zawiera ona rzetelne
podsumowanie badan z dobrg konfrontacjg uzyskanych wynikéw z danymi z piSmiennictwa
naukowego. Na koniec, w rozdziale zatytutlowanym ,Whnioski” znajduje sie raczej
podsumowanie wynikow; poszczegdlne stwierdzenia zawierajg niewiele elementéw, jakie
mozna przypisa¢ wnioskom, ale dobrze podsumowujg catos¢ tej bogatej w wyniki pracy.

Cata praca napisana jest bardzo starannie z nieznaczng liczbg bleddw literowych.
Musze jednakze zwréci¢ uwage na dwa zargonowe wyrazenia, ktore sg kalkg z jezyka
angielskiego. Zamiast nich mozna bylo uzy¢ polskich séw (moze wiecej niz jednego),
mianowicie: ,inwadujg” — jako okreslenie dla komorek przemieszczajgcych sie w matrizelu (str.
851 116) oraz komorki ,senescentne” dla okreslenia starzejgcych sie komorek (st. 112).

Podsumowujgc, praca doktorska mgr Eweliny Dratkiewicz to zbidér bardzo
wartoéciowych danych uzyskanych dzieki rzetelnemu przeprowadzeniu szeregu dobrze
zaplanowanych eksperymentdw. Dodatkowym potwierdzeniem znacznej wartosci naukowej
uzyskanych wynikow jest ich opublikowanie w 4 publikacjach oryginalnych w bardzo dobrych
czasopismach naukowych. W publikacjach tych doktorantka jest dwukrotnie pierwszg autorkg
(Oncotarget 2018 oraz Int J Mol Sci 2020). Zakres wykonanych badan oraz zastosowane techniki
badawcze Swiadczg o wszechstronnosci warsztatu naukowego Doktorantki. Z kolei ciekawie
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poprowadzona dyskusja wynikéw, czy fachowo wprowadzajacy w tematyke rozprawy wstep
rozprawy doktorskie] potwierdzajg dojrzatos¢ naukows Doktorantki.

Wobec powyzszego stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa
doktorska mgr Eweliny Dratkiewicz pt. ,/nhibitory EGFR { c-Met jako czynniki ograniczajgce
powstawanie inwadopodidw w komérkach ludzkiego czerniaka” jest oryginalnym rozwigzaniem
niezwykle interesujacego | waznego zagadnienia naukowego. Doktorantka w peini zrealizowata
zatozenia i cel pracy, a uzyskane wyniki opublikowata w dobrych czasopismach naukowych.
W/w rozprawa spetnia wiec wymogi okreslone w odpowiednich przepisach i wnosze do Rady
Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne Woydzialu Nauk Biologicznych Uniwersytetu
Wroctawskiego o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Ponadto, ze wzgledu na bardzo szeroki zakres badan, a takze opublikowanie wynikow
badan w 4 publikacjach naukowych, w wiekszosci o wysokich wspolczynnikach nauko-
metrycznych, a takze ze wzgledu na duzg aktywnos¢ naukowsg doktorantki wyrazajaca sie m.in.
wspotautorstwem 7 publikacji naukowych, wnosze o wyrdznienie rozprawy.
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