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Recenzja rozprawy doktorskiej
magister Edyty Andrulewicz-Botulinskiej

na temat:

”Ocena zalezno$ci migedzy ekspresja integryn (o981, a5p1, a2p1), kolagenu typu I, MMP-2,

MMP-9 a migracja komorek glejaka wielopostaciowego mozgu”

Rozprawa doktorska mgr Edyty Andrulewicz-Botulinskiej dotyczy poznania
mechanizmow lezacych u podstaw migracji komorek jednej z postaci glejakow moézgu, a
mianowicie glejaka wielopostaciowego. Glejaki sa nowotworami, ktore w wiekszosci
przypadkow bardzo Zle rokuja. Interwencje chirurgiczne w przypadku badanego tutaj glejaka
wielopostaciowego nie sg w 100% skuteczne i po dtuzszym lub krotszym czasie dochodzi do
wznowy tego nowotworu. Problemem jest rowniez heterogenno$¢ jego sktadu komorkowego i
morfologii samego guza.

Przeglad $wiatowego pismiennictwa dla stow kluczowych glioblastoma multiforme,
extarcellular matrix, i migration, pokazatl na dzien przygotowania opinii tej pracy, raptem 253
dokumenty. Najstarsza publikacji pochodzi z roku 1990, a 220 publikacji ukazato si¢ po roku
2000. Zatem sama problematyka jest stosunkowo aktualna i w tym znaczeniu wybrany przez
Kandydatke problem badawczy do rozwigzania pod kierunkiem, $wiatowej renomy, badaczki
biologii macierzy pozakomdrkowej, pani prof. Anny Galickiej, jest rowniez nowatorski.

Rozprawa doktorska jest wydrukiem komputerowym, liczacym 153 strony, o podziale
typowym dla tego rodzaju opracowan. Sklada si¢ ono z 9 rozdzialow, podzielonych na
podrozdziaty, a w razie uznania autorki na jeszcze bardziej szczegdtowe sekcje. Wiasciwag

cz¢$¢ rozprawy poprzedza szczegdtowy wykaz skrotdw stosowanych w opracowaniu.
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Wstep zajmuje 39 stron i1 szczegdlowo wprowadza czytelnika w tematyke badan.
Zaczyna si¢ wyodrebnionymi podrozdzialami, w ktorych znajduje si¢ ogdlny opis glejakdw;
ich etiologii 1 klasyfikacji. Nastepnie Kandydatka opisala szczegdétowo glejaka
wielopostaciowego moézgu (GBM), positkujac si¢ bogatym wykazem specjalistycznego
pismiennictwa. Pani magister Edyta Andrulewicz-Botulinska przedstawita w kolejnym
podrozdziale znane aspekty podtoza molekularnego i oparte o t¢ wiedz¢ wykorzystywane
testy diagnostyczne. W tym miejscu pojawia si¢ rycina 1 pokazujgca obraz MR GBM. Z jej
opisu nie wynika jednak wprost, czy fotografie zostaly pozyskane ze zbioréw badaczy, z
ktérymi Kandydatka wspotpracuje, czy tez zapozyczone z innych zrédet. W wielu schematach
ideowych Kandydatka powotluje si¢ na zrédla, z ktorych korzystata do ich opracowania,
stosujac komentarz ,,z wlasng modyfikacja”. Prosz¢ wyjasni¢, czy modyfikacje zmienily tak
bardzo oryginaty, Ze nie bylo potrzeby uzyskania zgdéd wydawcow na ich wykorzystanie.

W kolejnych podrozdziatach pani magister Edyta Andrulewicz-Botulifska opisata
znaczenie macierzy zewnatrzkomorkowej dla migracji komorek. Kandydatka przedstawita
wystarczajaco szczegdtowo budujace ja roznorodne sktadniki oraz ich struktury, kluczowe dla
funkcji macierzy, jako podioza stuzacego migracji komorek. W nastepnej sekcji znajduje si¢
opis samej migracji komorki i jej etapdw oraz uczestniczacych w niej znanych czynnikow,
glownie biatkowych.

W tytule rozprawy, autorka wymienita czynniki, ktore byly przedmiotem jej badah w
kontekscie migracji komoérek GBM, dlatego kolejne sekcje wstgpu odnosza si¢ do
szczegdlowego opisu, kolagenu, z uwzglednieniem jego budowy, biosyntezy i znanego
znaczenia dla nowotworow. W podobny sposob Kandydatka przedstawita opis
metaloproteinaz macierzy zewnatrzkomorkowej (MMP), ze szczegdlng uwagg poswigcong
MMP-2 i MMP-9. W tej cze$ci rozprawy znajduje si¢ rOwniez opis obecnego stanu wiedzy 0
roli integryn w nowotworach, a szczeg6lng uwage poswigcita pani magister Edyta
Andrulewicz-Botulinska trzem integrynom wymienionym w tytule rozprawy, a mianowicie,
a9B1, a5B1 i a2p1. Integryny nie tylko stuzg kotwiczeniu komorek do sktadnikoéw ECM ale,
jak stlusznie przedstawita to Kandydatka, pelnig rowniez funkcje receptorowe inicjujac
sygnaly w $ciezkach wewnagtrzkomorkowych. Dla, co najmniej, dwodch takich $ciezek
wykazano ich istotne powigzanie z kinazg ERK/MAPK. To ogniwo bylo roéwniez
przedmiotem badan pani magister Edyty Andrulewicz-Botulinskie;.

Z przegladu pismiennictwa dotyczacego mozliwosci farmakologicznego leczenia GBM
wynika, ze zainteresowanie badaczy zwrdcilo si¢ na dezintegryny. Sa to nieenzymatyczne

biatka izolowane z jadu wezy i oddzialuja one z okreslonymi integrynami, hamujac ich



dziatanie. Na dwoch kolejnych stronach Kandydatka opisata charakterystyke tych biatek w

kontekscie klasyfikacji strukturalnej i zaleznej od ich funkcji.

Wstep zostal napisany klarownie, a uktad podrozdzialow jest sensowny i prowadzi
wprost do sformutowania gtownego celu pracy 1 wyznaczenia zadan szczegoétowych.

W rozdziale Cel pracy, pani magister Edyta Andrulewicz-Botulinska, najpierw skrétowo
przedstawila jakie problemy nurtuja dzisiaj badaczy i praktykow zajmujacych si¢ badaniem i
leczeniem GBM. Wyrazone przez Kandydatke w tym miejscu sformutowania mozna uznaé za
rodzaj hipotezy badawczej, zakladajacej ze ,,mikrosrodowisko ECM GBM ro6zni si¢ od
prawidtowego mozgu i to ten zmieniony sktad wptywa na migracje i inwazje komorek tego
nowotworu”. Celem nadrzednym bylo wigc poznanie wspoizaleznosci pomigdzy ekspresja
gtownego sktadnika ECM (kolagenu I) metaloproteinaz MMP-2 i -9 i trzech integryn: a9p1,
o5B1 i a2Bl oraz wpltywu zmian tej ekspresji wywotanych okreslonymi czynnikami
regulatorowymi na migracj¢ komorek otrzymanych z GBM ro6znych dawcow.

Cele szczegotowe dotyczyty:

1. Poréwnania ekspresji prokolagenu I, MMP-2 i -9 oraz podjednostek integryn a9p1, a5p1 i
a2pf1 w komorkach GBM w trzech liniach komoérek, na poziomie, zar6wno mRNA, jak i
biatka.

2. Oceny zalezno$ci pomiedzy ekspresja integryny o9B1, a innymi sktadnikami ECM i
integrynami.

3. Oceny zmian ekspresji prokolagenu I, MMP-2 i -9 oraz podejednostek integryn (a9p1,
a5B1 i a2p1) pod wptywem:

e kwasu askorbinowego, ktory jest niezbgdny dla potranslacyjnej modyfikacji prolin 1
lizyn w procesie ich hydroksylacji.

e aoa'-dipirydolu, ktory blokuje aktywno$¢ MMP.

e dezintegryn VOL4 i VOL 5, ktore wigza odpowiednio podjednostki a5 i a9 integryn.

e 12-mirystynianu 13 octanu forbolu (PMA), ktory jest aktywatorem MMP-9 i kinaz
ERK1/2.

¢ inhibitorow kinaz ERK1/2 i p38 (U0126, SB202190)

1 okreslenia zalezno$ci miedzy zmiang ekspresji tych biatek a migracjg trzech wybranych

linii komoérek GBM.

4. Porownania migracji komoérek GBM pod wptywem wybranych czynnikéw na plytkach
pokrytych kolagenem.



Rozdziat ,Materiat 1 Metody” zajmuje 12 stron i w cze$ci dotyczacej materiatu
Kandydatka podata linie komérkowe oraz zwiazki i odczynniki uzywane w badaniach, w tym
gotowe zestawy testowe, z podaniem ich producentow.

Linie komorkowe pochodzace z GBMow zostaly zakupione w ATCC (LN18 1 LN229)
lub otrzymane grzecznosciowo jako dar ze zbiorow wlasnych profesora Cezarego
Marcinkiewicza (LBC3, LBC3a9 i LN18a9) z Department of Nuroscience, Temple
University, Philadelphia, PA, USA. Pan profesor przekazal réwniez w darze wyizolowane
przez siebie z jadu we¢za Vipera lebetina dezintegryny VOL4 i VOLS.

O ile metody badawcze zostaly dobrane bardzo dobrze i1 opisane wystarczajaco
doktadnie, to brak szczegdtowej wstepnej charakterystyki uzytych linii komérkowych stanowi
powazne uchybienie. Na przyktad, Kandydatka ograniczyta si¢ wylacznie do podania gendéw
w ktorych wykryto mutacje w komorkach LN18 1 LN229. Nie wiadomo jednak, czy mutacje
te byly dziedziczne, czy somatyczne. Wiadomo, ze dziedziczne mutacje genu MGMT
predysponuja ich nosicieli do czgstszego wystepowania niektérych nowotworéw. Mutacje w
genie P53T towarzysza wigkszosci nowotwordw i zazwyczaj sg somatyczne. Nic natomiast
nie napisano o defektach genetycznych w linii LBC3. Wnoszac z uzycia linii transfekowane;j
genem/cDNA kodujacym podjednostke a9 integryny mozna wnioskowaé, ze ta linia
cechowata si¢ mutacja w tym genie. Dlatego potrzebna bytaby informacja o liczbie kopii
genu/cDNA kodujacych t¢ podjednostke, co si¢ przektada na nat¢zenie ekspresji kodowanego
biatka.

Brak réwniez podstawowych informacji o przezywalno$ci komorek 1 co za tym idzie ile
zywych komorek znajdowato si¢ na poczatku kazdego do$wiadczenia. Kandydatka pisze o
otrzymaniu 80% konfluencji, ale nie podaje jak badane linie komorkowe zachowujg si¢ w
hodowli in vitro. Ma to szczegoélne znaczenie w odniesieniu do tego, czy tempo proliferacji
komorek roéznych linii bylo takie samo. Na przedstawionych fotografiach obrazow
mikroskopowych widaé, ze komorki réznity si¢ wielkos$cig 1 ksztaltem, co moglo decydowac
o roznej liczbie komérek w hodowli, ktéra uzyskata 80% pokrycia powierzchni hodowlanej.
Wiaze si¢ z tym liczba podziatdéw komorek, jaka zaszta do osiagniecia zadanej konfluencji. W
pod-podrozdziale 3.2.4 nie podano z jakich krzywych wzorcowych korzystano dla testu MTT.

W pod-pod-podrozdziale 3.2.6.1. nie podano z jakiej liczby komorek izolowano
calkowity RNA 1 czy dla kazdej linii byla to ta sama liczba komorek. Prosz¢ podaé
uzasadnienie dlaczego jako kontrole wewngtrzng dla obliczen wynikow ilosciowego PCR w
czasie rzeczywistym, wybrano GAPDH a nie inny produkt ekspresji genow reprezentatywny

dla badanych linii GBM. W tabeli 2 dobrze bytoby poda¢ wartosci Tm dla kazdego startera i



jakg temperatur¢ przytaczania wybrano dla kazdej pary starterow. W pod-podrozdziale 3.2.8.
nie podano jak wykluczono, ze zapetnienie ,,rany” byto wynikiem migracji komorek, a nie ich
proliferacji, tym bardziej, ze nie wiadomo jaki jest czas podwojenie dla kazdej badanej linii w
hodowli.

Wazne jest réwniez, Czy w trakcie podziatlow dochodzito do uszkodzen DNA,
szczegblnie po dodaniu do hodowli réznych odczynnikéw, ktére moga mie¢ dziatanie
genotoksyczne. Przy ograniczonych zdolnosciach naprawy DNA, wynikajacych z zaburzen
kontroli cyklu komoérkowego, mozna si¢ spodziewaé heterogennosci genetycznej takich
populacji komoérek, co moze wptywac na ich odpowiedz na parametry mierzone w warunkach
hodowli. Wigcej szczegdélow o potencjalnych putapkach, w interpretacji otrzymanych
wynikow, znajduje si¢ w dalszej czesci tej oceny, w komentarzu do rozdziatu WyniKki.

W opisie metod wirowania nalezy podawac site w X-g, a jezeli podawane sg obroty to
trzeba podac typ rotoru i jego producenta. Podobnie jezeli uzywane sa wytrzasarki to trzeba
podac¢ zastosowang czestotliwosé z jaka wytrzasano probke.

W pod-podrozdziale 3.2.9. nie ma odniesienia, czy sprawdzano rozklady otrzymanych
danych, przed wyborem odpowiednich testow statystycznych i na jakiej podstawie wybrano
okreslonag liczbg powtdrzen dla celow obliczen statystycznych.

Wyniki wykonanych badan Kandydatka zaprezentowata na 54 stronach w postaci 32
rycin na ktorych przedstawita fotografie: hodowli komérkowych, wynikow western blot 1 zeli
po zymografii, a takze dane liczbowe w formie histogramoéw 1 wykreséw liniowych. Ryciny
sg czytelne i zostaly wykonane starannie. Pani magister Edyta Andrulewicz-Botulinska
przyjeta jako kontrole wewngtrzne: dla pomiaréw natezenia ekspresji gendéw 1 pomiardw
densytometrycznych standardowo; odpowiednio GAPDH i -aktyng. Bardziej doktadne jest
znalezienie jako odniesienia genow, ktorych ekspresja jest stala w badanych komorkach i
biatek, ktorych stezenie nie zmienia si¢ w komorkach ze zmianami warunkéw do$wiadczenia.

Omawiajac ekspresje kolagenu I, Kandydatka pisze o ekspresji genu tego kolagenu, co
zapewne jest skrotem myslowym. Badana, byla bowiem ekspresja genow COL1ALl lub
COL1A2 lub obu genow, ktore kodujg tancuchy prokolagenu, odpowiednio proal i proa2. Ta
sama uwaga dotyczy opisow wynikow ekspresji na rycinach i w tekscie. W odniesieniu do
wykrywania biatka nie ma jasnosci czy metoda western blot wykrywano prokolagen czy
kolagen oraz, ktéry z dwoch tancuchow alfa.

Na rycinie 20 pokazano zdjecia wykonane po zastosowaniu fluorescencyjnie
wyznakowanych przeciwciat, ktore ujawnity heterogenng morfologi¢ badanych komorek, a

brak kreski skali powigkszenia (podano tylko obiektyw, bez powigkszenia okularu i skali



wydruku) nie pozwala ocenié, czy rdznice wielkosci migdzy badanymi liniami komorek
rzeczywiscie wynikaja z ich naturalnych cech.

Porownanie danych ilosciowych przedstawionych w postaci histograméw wymaga od
czytelnika szczegdlnego skupienia, gdyz zastosowano rozne zakresy wartosci na osiach
rzednych (Ryc. 27 wiersz ITGA9/GAPDH i kolumna LN229 od maksimum na osi Y 2,5 dla 3
1 4 wykresu od gory tej kolumny, do 12 na dwodch pierwszych wykresach od gory tej
kolumny).

Test blizny jest trudnym do przeprowadzenia testem, a jego wyniki moga by¢ mylace,
jezeli nie zostal on wczesnie odpowiednio wystandaryzowany. Zarastanie wolnej powierzchni
naczynia hodowlanego moze wynika¢, zarowno z migracji komorek znajdujacych si¢ na
granicy warstwy i wolnej powierzchni, jak i proliferacji komorek, ktorej z natury towarzyszy
ich migracja. Poniewaz nie podano jakie s3 czasy podwajania liczby badanych linii
komoérkowych trudno jednoznacznie interpretowac otrzymane wyniki, tym bardziej, ze nie
wiadomo ile razy podzielity si¢ komorki w ciggu 48 godzin badania. W warunkach bez
dodania testowanych odczynnikéw (kontrole) linie LBC3 i LN229 nie zamknely blizny nawet
po 48 godzinach. Brak kresek skali nie daje pewnosci, ze szerokos¢ blizn na poczatku byta
zawsze jednakowa (Ryc. 30A blizna wydaje si¢ znacznie szersza w czasie 0 dla DP (0,5 mM)
niz dla (-) w tym samym czasie. Analogicznie na rycinie 30C).

Badanie wplywu wybranych przez Kandydatk¢ dezintegryn nastreczylo trudnosci w
doborze warunkow stezenia za wzgledu na fakt, ze komorki linii LBC3 1 LNI18 tracily
przyczepno$¢ przy znacznie nizszych stezeniach VLO4 niz linia LN229. Kandydatka podj¢ta
stuszng decyzj¢ o wyborze takich zakresow stezen, przy ktorych komorki wykazywaty
zblizony procent przezywalnosci, czyli okolo 80%. Ta trudno$¢ rzutowata na calg seri¢
doswiadczen, w ktorych badano komoérki w obecnos$ci dezintegryn VLO4 1 VLOS.

Szczegdtowe omodwienie przedstawionych w rozprawie wynikdw miato na celu
wykazanie, jak ztozone problemy zwigzane z migracja komoérek glejaka wielopostaciowego
mozgu podjeta si¢ rozwigza¢ magister Edyta Andrulewicz-Botulinska. Zawsze mozna
wykona¢ wigcej testow lub pomiarow wigkszej liczby parametréw, takich jak test
inwazyjno$ci w naczyniach Boydena (Boyden Chambers), czy ekspresj¢ genow kodujacych
czynniki regulujace cykl komoérkowy i umieranie komodrek, a takze aktywacje szlakéw
wewnatrzkomdrkowych tych procesow.

Biorac jednak pod uwage, ze byl to zapewne pierwszy tak duzy projekt badawczy pani
magister Edyty Andrulewicz-Botulinskiej nalezy podkresli¢, ze wykonata ona bardzo dobra

prace badawcza, co z pewnoscia jest rOwniez zastuga Pani promotor.



Dyskusja przedstawionych wynikéw znajduje si¢ w oddzielnym rozdziale rozprawy i
zajmuje 18 stron. Jest ona wywazona, a W kilku fragmentach nawigzuje do wynikow
przestawionych przez innych badaczy, opublikowanych w fachowych czasopismach
naukowych. Niektore fragmenty dyskusji nawigzujg do wiadomos$ci przedstawionych przez
Kandydatke we wstepie do rozprawy (str. 109 ostatni akapit do 110 koniec tego akapitu).
Drobna uwaga w tym miejscu, a mianowicie, raz zaktywowana MMP-2 nie moze powrdcic
do pro-MMP-2 (str. 116 zdanie od 11 linijki od dotu strony do konca akapitu), tak jak na
stronie 121, 3 akapit od gory, to domena w fibronektynie jest ligandem dla integryny o581, a
nie odwrotnie, jak to napisata Kandydatka.

Na stronie 121 pani magister Edyta Andrulewicz-Botulinska dyskutuje problematyke
niektorych nowotworé6w w kontek$cie mutacji genow, w tym genu kodujacego P53T. Aby
lepiej wytlumaczy¢ zalezno$ci powigzania tego czynnika z biologia nowotworéw bardzo
pomogtaby wiedza, czy mutacje tego genu w liniach LB18 i LN229 byly odziedziczone przez
pacjentow-dawcow komorek, czy tez nabyte. Dotyczy to takze linii LBC3, czy brak ekspresji
tancucha o9 integryny byt wrodzony, czy byla to mutacja somatyczna, a takze jaki byt
genetyczny status dawcy komorek w odniesieniu do genu P53T. W ostatnim zdaniu
pierwszego akapitu na stronie 121 Kandydatka stwierdza, ze ,,Trudno jest oceni¢ wptyw a231
na migracj¢ badanych linii GBM, poniewaz w przeprowadzonych badaniach nie zastosowano
czynnika specyficznie dziatajacego na ten receptor.”. To zdanie §wiadczy o krytycznym
spojrzeniu pani magister Edyty Andrulewicz-Botulinskiej na swoje badania. Widzi ona nie
tylko mocne ale rowniez stabe strony wykonanej przez siebie pracy badawczej. Takie
nastawienie sklonito Kandydatke do zakonczenia dyskusji stwierdzeniem, Ze problematyka
podjeta w rozprawie doktorskiej wymaga dalszych badan, ktéore by¢ moze pozwola
opracowac skuteczniejsze metody terapii GBM.

Rozdziat Whnioski zawiera 10 punktéw, ktore luzno nawigzuja do postawionych na
wstepie 4 celow szczegdtowych 1 zdaniem oceniajagcego wymagaja dopracowania na etapie
przygotowania maszynopisu publikacji do druku.

Rozprawa jest opatrzona streszczeniami po polsku 1 po angielsku, ktére dobrze oddajg jej
tresc.

Wykaz piS$miennictwa zawiera 281 pozycji, z ktorych 48% to prace opublikowane po
roku 2010. Znajomo$¢ zagadnienia migracji GBM jest wiec ugruntowana, w oparciu o wiedze
znajdujagca si¢ w pismiennictwie fachowym, z zaznaczeniem kluczowych opracowan

pochodzacych z polskich laboratoriow.



Oceniana rozprawa doktorska dotyczy oryginalnych badan wykonanych w laboratorium
znanym z osiggni¢¢ w badaniach tkanki tgcznej, pod kierunkiem dos$wiadczonej badaczki o
renomie mig¢dzynarodowej, wspoOlpracujacej z laboratoriami w Europie i Stanach
Zjednoczonych AP.

Magister Edyta Andrulewicz-Botulinska wykazata si¢ opanowaniem warsztatu w
zakresie metod biologii molekularnej i biochemii, zdolnosciag do syntetycznego opracowania'
uzyskanych wynikow oraz umiejetnoscia ich wiasciwej analizy.

Podsumowujac dysertacje magister Edyty Andrulewicz-Botulinskiej, pod wzgledem
edytorskim, zostata ona przygotowana starannie i przejrzyscie, a Autorka popetnita jedynie
nieliczne pomytki redakcyjne. Mimo uwag krytycznych sformutowanych z obowigzku
oceniajacego, uwazam ze praca jest napisana dobrze, co powoduje, Ze jest dostepna nawet dla
czytelnika nie bedacego fachowcem w dziedzinie biologii molekularne;.

Przedstawione w recenzji uwagi krytyczne nie pomniejszaja mojej wysoce pozytywnej
oceny pracy pani magister Edyty Andrulewicz-Botulinskiej. Przedstawione mi do oceny
opracowanie spetnia wymagania ustawy o tytule i stopniach naukowych, stawiane rozprawom
doktorskim. Mam wigc zaszczyt wnioskowa¢ do wysokiego Senatu Uniwersytetu
Medycznego w Biatymstoku o dopuszczenie pani magister Edyty Andrulewicz-Botulinskiej
do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.

Rownoczesnie, pragng podkreslic roznorodnos¢ dobrze zaplanowanych i wykonanych
nowatorskich badan naukowych, a takze wysoce nowatorski ich charakter. Dlatego, z pelnym
przekonaniem, wnioskuje¢ do Wysokiego Senatu o wyrdznienie rozprawy doktorskiej pani

magister Edyty Andrulewicz-Botulinskie;.

Z wyrazami szacunku
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