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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Eweliny Dratkiewicz pt. ,,Inhibitory EGFR i c-Met jako
czynniki ograniczajgce powstawanie inwadopodiow w komérkach ludzkiego czerniaka”

Nowotwory ztosliwe nalezg niewgtpliwie do najbardziej niebezpiecznych choréb z
jakimi przychodzi si¢ zmierzy¢ wspotezesnej medycynie. Chociaz postepy w walce z ta
chorobg w ostatnich dziesigcioleciach sa niewatpliwe, jednak medycyna jest daleka od
catkowitego rozwigzania tego problemu. Klasyczne metody leczenia oparte na tradycyjnej
chemioterapii w wielu przypadkach nie przynosza oczekiwanych skutkéw. Z tego wzgledu
wielkie nadzieje wigze si¢ z szeregiem terapii celowanych opartych na zrozumieniu
molekularnych dysfunkcji konkretnego nowotworu u konkretnego pacjenta. Terapie takie
wymagaja wielu badan z zakresu biologii komérki nowotworowe;j i ponadto sg niezwykle
kosztowne. Dodatkowym utrudnieniem jest to, ze komérki nowotworowe nieustannie
ewoluujg nabywajac nowe whasciwosci, dzigki ktérym stajg sig oporne na poszczegolne
terapie. Stad wszelkie badania mozliwosci stosowania terapii lgczonych polegajacych na
rownoczesnym podawaniu r6znych inhibitoréw szlakéw przekazywania sygnatéw istotnych
dla rozwoju danego typu nowotworu s3 niezwykle interesujgcymi tematami badawczymi,

ktérych podjecie wydaje si¢ jak najbardziej uzasadnione.

Nic wige dziwnego, Ze réwniez badania hamowania tak waznych w regulacji
proliferacji i migracji komorek szlakow sygnalizacyjnych jak szlak biegnacy od
aktywowanego receptora EGF i HGF budzg duze zainteresowanie. Poniewaz dodatkowo
najbardziej niebezpieczng klinicznie cechg nowotwordw jest ich zdolnosé do tworzenia
przerzutéw, mozliwos¢ hamowania tej aktywnosci komorek nowotworowych wydaje sie by¢

niezwykle atrakcyjna.

Gloéwnym celem pracy doktorskiej Pani mgr Eweliny Dratkiewicz byta weryfikacja
hipotezy zakladajgcej, ze EGFR i receptor c-Met mogg stanowié potencjalne cele

molekularne w zindywidualizowanej terapii ukierunkowanej na hamowanie tworzenia
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przerzutéw przez komorki czerniaka. Przyjety model badawczy zakladat badanie wptywu
inhibitoréw EGFR i c-Met na réznorakie formy aktywnosci komérek czerniaka wazne dla

ich aktywnosci inwazyjnej.

Przedstawiona do oceny praca doktorska zostata wykonana w Zakladzie Patologii
Komorki Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego pod kierunkiem Pani Prof,
Doroty Nowak. Praca zostata zatem przygotowana w Zespole ktory od wielu lat zajmuje sie

badaniem mechanizméw tworzenia przerzutow przez komérki nowotworowe.

Przedstawiona do oceny praca doktorska liczy 159 stron. W tekscie zamieszczono 63
ryciny, 19 tabel i cytowano 243 pozycje literaturowe. Rozprawa doktorska Pani Eweliny
Dratkiewicz ma typowy dla tego typu opracowan uktad. W 30 stronicowym bogato
ilustrowanym ,,Wstepie” autorka przedstawila starannie przygotowany zestaw informacji
ulatwiajacy czytelnikowi zrozumienie catosci pracy. Wstep doktorantka rozpoczyna od
podania podstawowych informacji dotyczacych epidemiologii i leczenia czerniaka a
nastgpnie omawia znaczenie receptorow EGF i c-Met w komérkach nowotworowych. W
kolejnej czgsci wstgpu Autorka opisuje znaczenie aktywnej migracji komérek
nowotworowych w procesie tworzenia przerzutow, ze szczegdlnym podkreslenie roli
podosoméw. Ostania czg$¢ wstepu poswigcona jest terapiom celowanym w zwalczaniu
nowotworow oraz mechanizmom nabywania lekoopornosci i znaczenia w tym kontekscie

terapii faczonych.

Wstep napisany jest przejrzyscie i dobrze wprowadza czytelnika do zagadnien
bgdgcych przedmiotem pracy doktorskiej. Warta podkreslenia jest réwniez strona jezykowa
tekstu, ktory czyta si¢ bardzo dobrze. Autorka nie ustrzegla si¢ jednak kilku niescistosci.
Trudno si¢ zgodzi¢ z twierdzeniem, ze GTP-aza RAS fosforyluje kinaz¢ RAF (str. 18). Nie
wydaje mi si¢ réwniez, ze ruch ameboidalny mozna sprowadzié¢ tylko do tzw. mechanizmu
blebujgcego (str 25). To jest tylko jedna z mozliwosci. Réwniez wykorzystywanie sity
mechanicznej do pokonywania bariery wlokien macierzy zewngtrzkomérkowej jest raczej
charakterystyczne dla migracji mezenchymalnej a nie ameboidalnej (str. 25). Poza tymi
drobnymi uwagami wydaje mi sig jednak, ze wstep jest napisany wyjatkowo dobrze i

prowadzi czytelnika do jasno sprecyzowanego celu pracy.

W rozdziale ,,Materialy i metody” autorka zawiera wyczerpujgce informacje

dotyczgce stosowanych metod eksperymentalnych oraz wykorzystanego materiatu
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biologicznego. W swoich badaniach doktorantka wykorzystala szereg metod zaréwno
biochemicznych jak i biologicznych, ktére sa bez watpienia wlasciwe do rozwigzania
problemu bedacego przedmiotem rozprawy doktorskiej. Opis stosowanych metod jest jasny
1 doktadny, stwarzajgcy mozliwo$é powtdrzenia opisywanych doswiadczen. Prositbym
Jjedynie o doprecyzowanie czy w metodzie pomiaru migracji spontanicznej (str. 66) pod
pojeciem ,,dystans” nalezy rozumie¢ catkowita droge przebytg przez komorke czy odleglosé

pomigdzy pierwszym i ostatnim punktem trajektorii ruchu?

W rozdziale ,, Wyniki” autorka przedstawita gldwne osiggniecia swoich badan.
Najwazniejsze obserwacje poczynione przez Autorke to:

1/ stwierdzenie, ze faczone podawanie inhibitoréw c-Met (foretinibu) oraz EGFR
(gefitinibu lub lapatinibu) wydajnie obnizato aktywno$¢ metastatyczng badanych linii
komérek czerniaka poprzez synergistyczny efekt cytotoksyczny, zahamowanie szlakow
sygnalnych regulowanych przez receptor EGFR i c-Met, zahamowanie migracji i inwazji,
ograniczenie tworzenia inwadopodiéw oraz obnizenie aktywnosci proteolitycznej komorek
czerniaka.

2/ zweryfikowanie roli receptoréw EGFR i c-Met w indukowaniu tworzenia
przerzutow przez komorki czerniaka poprzez wykazanie, ze komoérki czerniaka o
podniesionym poziomie EGFR wykazywaly zwigkszong aktywnos$¢ migracyjng i inwazyjng
a komorki o eksperymentalnie obnizonym poziomie receptoréw EGFR i c-Met
charakteryzowaly si¢ zmniejszong aktywnos$cig inwazyjna i proteolityczng.

3/ stwierdzenie, ze komorki czerniaka wykazujgce opornosé na vemurafenib bedacy
inhibitorem BRAF V600E, wykazywaly podwyzszony poziom EGFR i c-Met, zwigkszong
aktywnos¢ inwazyjna i proteolityczng a wlasciwosci te byly skutecznie hamowane przez
jednoczesne podawanie inhibitorow EGFR i c-Met.

Reasumujac, Autorka otrzymala interesujgce i spojne wyniki jednoznacznie
wskazujace, ze stosowanie duetu lekow skierowanych przeciwko receptorom EGFR i c-Met
wykazuje efekt synergistyczny i w zwigzku z tym mozna si¢ spodziewaé skutecznego
efektu terapeutycznego tych inhibitoréw podawanych jednoczesnie.

Lektura wynikow prezentowanych w ocenianej pracy byla bardzo interesujgca i

nasungla réwniez wiele pytan:
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1/ Jakie wnioski wyptywaja z wynikow prezentowanych na Ryc. 5.1? Trudno chyba
na ich podstawie wnioskowac, Zze ekspresja EGFR i c-Met jest kluczowa w uzyskiwanie
przez komorki czerniaka wlasciwosci metastatycznych.

2/ Dlaczego wg. Autorki linia WM239 reagowata na inhibitory EGFR, jesli te
komorki nie wykazujg ekspresji tego receptora (Ryc. 5.2)?

3/ Jak mozna wytlumaczy¢, ze dla linii WM9 wigkszy odsetek komorek
apoptotycznych wystepowat po zastosowaniu samego foretinibu niz mieszaniny lekéw?

4/ Dlaczego w testach zdolnosci inwazyjnej komorek czerniaka jak chemoatraktant
stosowano jednoczesnie 20% FBS, EGF i HGF? A nie jedynie badane czynniki wzrostowe,
co wydawatoby sig lepszym modelem w kontek$cie prowadzonych badan.

5/ 7 jakiego powodu na wykresach trajektorii ruchu i aktywnosci ruchowej komérek
podawano wyniki w jednostkach arbitralnych a nie w mikrometrach? To znaczaco utrudnia
oceng rzeczywistej ruchliwosci badanych komorek.

6/ Nie do konca jest jasne stwierdzenie (str. 93): ,,Zdjecia z mikroskopu konfokalnego
zostaly nastgpnie poddane analizie, podczas ktorej zliczano wylgcznie punkty wykazujgce
wspotlokalizacje sygnatéw pochodzgceych od F-aktyny i kortaktyny (kolor z6Hty w natozeniu)
(Ryc. 5.18B)”

Czy pod pojegciem punkty Autorka rozumie pojedyncze piksele czy w jakis inny
sposob zdefiniowane obszary odpowiadajgce inwadopodig? Powodem niejasnosci jest fakt,
ze na Ryc 18B na osi 0Y przedstawiona jest liczba inwadopodiow/jadro komorkowe.

7/ Jaki moze by¢ mechanizm tego, ze komorki izolowane od pacjentow leczonych za
pomoca radioterapii wykazywaty wyjatkowe oporno$¢ na badane inhibitory? Czy moze

zawsze byly to komdrki od pacjentéw leczonych zar6wno chemio- jak i radioterapig?

Przedstawione powyzej, pytania wskazuja, ze przedstawione wyniki nie tylko
odpowiadajg na wiele istotnych pytan ale rowniez stanowig podwaliny pod kontynuacje tej

tematyki badawczej

W 16 stronicowym rozdziale ,,Dyskusja” autorka krytycznie i ostroznie ocenia
wlasne wyniki na tle danych literaturowych. Rozprawe koniczy bardzo czytelny rozdziat
»Wnioski”, w ktorym przedstawiono gltéwne osiagnigcia badawcze i konkluzje ptynace z

przeprowadzonych badan.
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Oceniana rozprawa doktorska zostata przygotowana bardzo starannie pod wzgledem

edytorskim. W calym tekscie mozna znalez¢ jedynie nieliczne uchybiania tej natury.

Przedstawione tutaj uwagi w zadnym stopniu nie wptywajg na jak najbardziej
pozytywna oceng calej pracy doktorskiej. Wreez przeciwnie, $wiadcza o tym, ze prace czyta
si¢ z duzym zainteresowaniem a otrzymane wyniki sg zachetg do stawiania wielu nowych
pytan. Pani Ewelina Dratkiewicz jest ponadto wspotautorks 7 prac eksperymentalnych
opublikowanych w bardzo dobrych czasopismach. Prace te byly juz 15 razy cytowane w
literaturze Swiatowej. Na uwage zastuguje rowniez fakt, ze wyniki pracy doktorskiej zostaly
juz opublikowane w 4 pracach eksperymentalnych w takich czasopismach jak: Infernational
Journal of Molecular Sciences, Journal of Cellular and Molecular Medicine, Frontiers in

Pharmacology, Oncotarget.

Podsumowujac, zaréwno dorobek naukowy jak i rozprawe doktorska Pani mgr
Eweliny Dratkiewicz oceniam bardzo wysoko. W moim przekonaniu autorka uzyskata
warto$ciowe, stanowigce nowos¢ naukowg wyniki, ktore otwierajg szerokie perspektywy
badawcze na przysztos$¢. Przedstawiona do oceny praca spelnia wszelkie wymogi rozprawy
doktorskiej. Wnoszg zatem o dopuszczenie Pani mgr Eweliny Dratkiewicz przez Rade
Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu Wroctawskiego do dalszych etapow przewodu
doktorskiego i nadanie stopnia doktora nauk biologicznych. Jednocze$nie zwracam si¢ do

Wysokiej Rady z wnioskiem o rozwazenie mozliwosci wyr6znienia ocenianej pracy.

Sl S

(Zbigniew Madeja)
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