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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Edyty Andrulewicz-Botulinskiej
»Ocena zaleznosSci miedzy ekspresja integryn (a9f1, aSp1, a2p1),
kolagenu typu I, MMP-2, MMP-9 a migracja komorek glejaka

wielopostaciowego mozgu”

1. Aktualnosé tematyki badan

Glejak  wielopostaciowy (GBM) to najbardziej zlosliwa  postac
pierwotnego nowotworu osrodkowego ukladu nerwowego, charakteryzujaca
sie¢ wysoka heterogennoscia i inwazyjnoscia. GBM ma najbardziej agresywny
przebieg — rosnie bardzo szybko, nacieka i niszczy przylegajace tkanki.
Choroba postepuje niezwykle szybko. Mimo postepu technik zabiegowych,
radioterapii i chemioterapii, nie ma skutecznej metody leczenia. co utrudnia
catkowite chirurgiczne usunigcie guza. Interwencje chirurgiczne w
przypadku GBM nie charakteryzuja sie¢ wysoka skutecznoscia i po pewnym
czasie dochodzi do wznowien nowotworu. Standardowe leczenie obejmuje
chemio- i radioterapie, a najczesciej stosowanym chemioterapeutykiem jest
TMZ, ktorego metabolity wykazuja dziatanie alkilujace powodujac chemiczna
modyfikacje makroczasteczek biologicznych, w szczegolnosci DNA. Alkilacja
uszkadza strukture DNA, zaburza synteze DNA i RNA oraz biatek prowadzac
do $mierci komorki.

Z powodu duzej i wciaz rosnacej czestosSci wystepowania oraz ztego
rokowania GBM stanowi glowny temat zainteresowan badaczy zajmujacych

sie biologia molekularna glejakow. Postepy w tej dziedzinie przyczyniaja sie



do czesciowego zrozumienia mechanizmow prowadzacych do kancerogenezy
oraz progresji stopnia zlosliwosci glejakow w trakcie przebiegu choroby.
Najprawdopodobniej obecnosc¢ niektorych zjawisk molekularnych moze byc
pomocna w okresleniu rokowania roznych nowotworow wywodzacych sie z
gleju.

Poznano juz bardzo wiele roznorodnych zmian molekularnych
dotyczacych szlakow przekazywania sygnalu, procesow proliferacji, kontroli
cyklu komorkowego, ktore prowadza do zmian nowotworowych w tym
nowotworow wywodzacych sie z gleju. Naleza do nich np. nieprawidlowosci
dotyczace szlaku przewodzenia sygnalu z receptora naskorkowego czynnika
wzrostu (EGFR), ktorej towarzyszy czesto utrata czynnosSci genu
supresorowego PTEN, nieprawidlowosci kompleksu tworzonego przez biatko
supresorowe TP53 czy tez kompleksu zwiazanego z bialtkiem RB1.

Skutkiem tych zmian dochodzi do indukcji procesow proliferacji i
migracji komorek srodblonka, zwiekszenia aktywnosci metaloproteinaz
macierzy zewnatrzkomorkowej, inaktywacji genow supresorowych, aktywacji
onkogenow i uwalniania czynnikow wzrostu prowadzac do onkogenezy.

Macierz zewnatrzkomorkowa (ECM), pelnigca funkcje integrujaca
tkanki, jest mieszaning bialek (m.in. kolagenow, lamininy, fibronektyny
i elastyny) oraz proteoglikanéw wydzielanych przez obecne w zrebie
fibroblasty. Zwiekszajaca sie zdolnos¢ komorek do migracji jest wynikiem
zmian  strukturalnych  ECM. Patologiczna  macierz  nowotworow
charakteryzuje si¢ wysoka utrata lamininy, kolagenu typu IV i kadheryny E
oraz znacznie podwyzszona depozycja kolagenu typu I1iIll. Stwierdzono, ze
komorki glejaka moga zmieni¢ otaczajacy miazsz mozgu i indukowac
ekspresje nowych czasteczek, niezbednych do ich migracji i inwazji.
Zrozumienie mechanizmow migracji i inwazji, w ktorych posrednicza bialka i
receptory macierzy kluczowe w rozwoju glejaka, moze mie¢ fundamentalne
znaczenie w opracowaniu nowych strategii terapeutycznych w celu
zmniejszenia inwazji i nawrotu nowotworu, i jest to tematem ocenianej

rozprawy doktorskie;j.



2. Charakterystyka rozprawy doktorskiej

Rozprawa doktorska mgr Edyty Andrulewicz-Botulinskiej (153 strony)
przedstawia wyniki badan oszacowania zaleznosci miedzy ekspresja integryn,
kolagenu typu 1, metaloproteinaz macierzy zewnatrzkomorkowej (2 i1 9) a
migracjg komorek glejaka wielopostaciowego mozgu. Recenzowana rozprawa
ma ukltad klasyczny i proporcje pomiedzy czeSciami rozprawy, liczace
odpowiednio: Wstep — 35; Cel pracy — 2; Materialy i metody — 12; Wyniki
badan — 53 i Dyskusja — 17 stron. Cel pracy jest jasno sformutowany, a
catos¢ rozprawy zamknieta jest Wnioskami, Podsumowaniem, Streszczeniem
w jezyku polskim i angielskim oraz PiSmiennictwem obejmujacym 281
pozycji, z ktorych przewazajaca czeS¢ to publikacje dotyczace tematu z
ostatnich 10 lat.

Rozprawe rozpoczyna przeglad literatury opisujacy aktualny stan
wiedzy dotyczacy opisu glejakow, ich etiologii i klasyfikacji kierujac
szczegblna uwage wielopostaciowemu glejakowi moézgu (GBM). Kolejne
podrozdzialy poswiecone sa znaczeniu macierzy zewnatrzkomorkowej dla
migracji komorek. Ta czes¢ wstepu zawiera szczegolowy opis budujacych ja
kluczowych skladnikow oraz ich struktury i funkcji. Kolejne sekcje wstepu
zawieraja szczegolowy opis struktury i znaczenia kolagenu, jego biosynteze i
znane znaczenie w przebiegu procesu nowotworzenia. Kolejnym elementem
tej czesci wstepu jest opis metaloproteinaz macierzy zewnatrzkomorkowe;j
uwzgledniajacy ich ogolng charakterystyke, regulacje aktywnosci i udziat w
nowotworach. W tym podrozdziale szczegdolna uwage autorka poswiecila
MMP-2 i MMP-9, ktore sa jednym z elementow badawczych tej rozprawy.
Ostatnie dwa podrozdzialy wstepu pracy zawieraja informacje dotyczace
integrynom i dezintegrynom. Szczegdlna uwage poswiecila Pani magister
Edyta Andrulewicz-Botulinska wymienionym w tytule rozprawy trzem
integrynom: a9f1, a5B1, a2p1. Integryny, nalezace do przezbtonowych bialek
receptorowych, odpowiadaja za kontakt komorki z ECM (m.in. z kolagenem)
izinnymi komorkami. Sa zlozone =ze zwiazanych niekowalencyjnie
podjednostek a i B. Powinowactwo odpowiednich ligandéow do receptorow
integrynowych jest regulowane przez kaskady sygnalow zaréwno

zewnatrzkomoérkowych, jak i wewnatrzkomorkowych, ktore odpowiednio



pobudzaja lub hamuja aktywnosc¢ heterodimerow af. Wewnatrzkomoérkowe
funkcje receptorowe integryn zwigzane sa 2z kilkoma kaskadami
sygnatowymi, miedzy innymi kaskady MAPK/Erk, ktorej elementy sa rowniez
przedmiotem badan przedstawionych w tej pracy. Wykazano, Zze zaburzenie
wytwarzania integryn w komorkach nowotworowych jest jedng z istotnych
przyczyn nabywania przez nie zdolnosci do metastazy.

Ostatni podrozdziat wstepu poswiecony jest rodzinie
niskoczasteczkowych bogatych w cysteine bialek nieenzymatycznych
wystepujacych w jadach wezy i posiadajacych zdolnos¢ do interakcji i
hamowania aktywnosci integryn. Biatka te zostaly scharakteryzowane z
punktu widzenia ich struktury i funkcji.

Ogoblny uktad catosci wstepu jest przejrzysty i sensowny prowadzac do
celu pracy. Wstep zilustrowany jest 15 rysunkami pomocnymi w
przedstawieniu opisywanych struktur biatkowych czy tez w zrozumieniu
przebiegu omawianych procesow i jedna tabela.

Celem nadrzednym przedstawionej do oceny rozprawy doktorskiej byla
ocena korelacji pomiedzy ekspresja kolagenu 1 bedacego glownym
komponentem ECM, metaloproteinaz 2 i 9, trzech integryn a91, a5p1, a2p1
oraz wplywu zmian tej ekspresji na migracje komorek otrzymanych z GBM
dawcow.

Szczegotowe cele dotyczyty:

1. Porownania ekspresji prokolagenu I, MMP-2 i -9 oraz podjednostek
integryn o9f1, a5l i a2pl w komorkach GBM w trzech liniach
komorek, na poziomie, zarowno mRNA, jak i bialka.

2. Oceny zaleznosci pomiedzy ekspresja integryny o9f1, a innymi
sktadnikami ECM i integrynami.

3. Oceny zmian ekspresji prokolagenu I, MMP-2 i -9 oraz podejednostek
integryn (a9f1, a5B1 i a2p1) pod wplywem:

e kwasu askorbinowego niezbednego dla potranslacyjnej modyfikacji
prolin i lizyn w procesie ich hydroksylacji.

e ao'-dipirydolu inhibitora aktywnosci MMP.

e dezintegryn VOL4 i VOLS5, wiazacych odpowiednio podjednostki a5 i
a9 integryn.



e 12-mirystynianu 13 octanu forbolu (PMA), aktywatora MMP-9 i kinaz
ERK1/2.
e inhibitorow kinaz ERK1/2 i p38 (U0126, SB202190) i okreslenia
relacji miedzy zmiang ekspresji tych bialek a migracja trzech
wybranych linii komorek GBM.

4. Porownania migracji komoérek GBM pod wplywem wybranych
czynnikow na plytkach pokrytych kolagenem.

Kolejna czeScia rozprawy jest 12 stronicowy rozdzial opisujacy
stosowane w czesci doswiadczalnej ,Materialy i metody”. Przedstawione tu
zostaly zwiazki i odczynniki (w tym gotowe zestawy testowe) wykorzystane w
pracy oraz zastosowane procedury i techniki badawcze. Metody badawcze
stosowane do osiagniecia celu badawczego rozprawy zostaly starannie

dobrane i opisane wystarczajaco doktadnie.

3. Glowne wyniki pracy doktorskiej

Wszystkie uzyskane wyniki zostaly przedstawione na 54 stronach i
opracowane w postaci 32 rycin. Przedstawiaja one fotografie: hodowli
komorkowych, wynikow z analiz western blot i zeli po zymografii, a takze
dane liczbowe w formie histogramoéw i wykresow liniowych. Ryciny sa
czytelne i zostaly wykonane starannie.

Przeprowadzone badania pozwolily na wysnucie nastepujacych
wnioskow nawiazujacych do postawionych celow pracy:

1. W komorkach GBM linii LN229 oraz LBC3 i LN18 transfekowanych
integryna a9f1 wykazano zaleznosci pomiedzy ekspresja badanych
bialek. Ekspresja tej integryny ma zwiazek z hamowaniem ekspres;ji
MMP-9, kolagenu typu I i integryn a231 i a5p1.

2. Synteza kolagenu typu I w komoérkach GBM jest zalezna od aktywnosci
ERK1/2 oraz ekspresji NF-xB i biatka CTHRC1.

3. Zmiany w syntezie kolagenu typu I (obniZzenie w LBC3 i LN18 oraz
zwiekszenie w LN229) pod wplywem kwasu askorbinowego koreluja
pozytywnie z migracja komorek, niezaleznie od indukcji aktywnosci

MMP-2 i MMP-9.



4. Hamowanie aktywnosci MMP-2 i MMP-9 pod wplywem luteoliny wiaze
sie¢ z hamowaniem migracji komorek, niezaleznie od zmian w ekspresji
kolagenu typu I i integryn oraz aktywnosci ERK1/2.

5. Komorki linii LN229 (a9B1-pozytywne) charakteryzuja sie znacznie
wiekszg opornoscia na dziatanie luteoliny i dezintegryny VLO4 oraz
hamowanie migracji pod wplywem roznych czynnikow niz komorki linii
LN18 i LBC3 (a9B1-negatywne). Hamowanie migracji LN229 pod
wplywem dezintegryny VLOS, PMA i U0126 spowodowane jest
zahamowaniem ekspresji tej integryny.

6. Wigzanie podjednostki a5 przez dezintegryne VLO4 hamujace migracje
komorek LN18 na samej plytce i oplaszczonej kolagenem typu I
koreluje z silnym hamowaniem aktywnosci MMP-9 i ERK1 /2.

7. Zwigkszona adhezja komoérek LBC3 i LN18, traktowanych dezintegryna
VLO4, do podioza z kolagenem typu [ oraz zwiekszona migracja
komorek wszystkich linii pod wplywem inhibitora kinazy p38 na
podlozu z kolagenem moga by¢ spowodowane zmianami w ekspresji
integryn.

8. Zahamowanie aktywnosci ERK1/2 pod wplywem inhibitora U0126,
a,a’- dipirydylu, VLO4 i luteoliny, niezaleznie od zmian w ekspresji
kolagenu typu I i 127 integryn, koreluje z hamowaniem aktywnosci
MMP-2 i MMP-9 oraz obnizeniem migracji komorek.

9. Zastosowanie inhibitora kinazy p38 hamuje aktywnos¢ MMP-9 w linii
LN18 i migracje komorek, natomiast aktywuje MMP-2 i zwieksza
migracje komorek LN229.

10. Indukcja MMP-9 przez ester forbolu PMA w komorkach LBC3,
pomimo silnego hamowania aktywnosci MMP-2, koreluje ze
zwiekszeniem migracji komoérek, natomiast hamowanie aktywnosci
MMP-2 i ekspresji integryny a9 w komorkach LN229 powoduje

hamowanie ich migracji.

4. Uwagi
4.1. Wstep rozprawy ilustrowany jest 15 rycinami i 1 tabela. Z ich opisu nie

wynika wprost, czy zostaly one uzyskane ze zbiorow badaczy, z ktorymi



Kandydatka wspolpracuje, czy tez zapozyczone z innych zrodel. Autorka
rozprawy powoluje si¢ na zrodla, z ktorych korzystata do ich opracowania,
stosujac komentarz ,z wlasnag modyfikacja”. Nie wiadomo jest jednak, czy
modyfikacje zmienity tak bardzo oryginaly, ze nie byto potrzeby uzyskania
zgod wydawcow na ich wykorzystanie.
42. W opisie linii komoérkowych pochodzacych z GBM brak jest danych
dotyczacych ich szczegotowej charakterystyki uzytych linii komorkowych jak
rowniez informacji o przezywalnosci komorek.
43. W opisie wirowania w celu przygotowania hodowli komoérkowej oraz
izolacji frakcji jadrowej komorek autorka rozprawy podaje stosowanag
predkos¢ obrotowa podczas osadzania a nie stosowana sile odsrodkowa (G),
ktora zalezy od zastosowanego rotora.
44. Autorka rozprawy dla porownania ekspresji genoéw i pomiarow
densytometrycznych jako kontrole przyjelta standardowo odpowiednio
GADPH i B-aktyne. Czy nie byloby dokltadniej przyjac jako odniesienia genow
ktorych ekspresja jest stala w badanych komorkach i biatek, ktorych
stezenie niezaleznie od warunkow doswiadczenia pozostaje stale.
45. W doswiadczeniach dotyczacych badania ekspresji kolagenu 1 mgr
Edyta Andrulewicz-Botulinska bada ekspresje genow COLIAI i/lub COLIA2
kodujacych lancuchy prokolagenu.

Powyzsze uwagi nie zmniejszaja ogolnie bardzo pozytywnej oceny
recenzowanej pracy, jakkolwiek moim zdaniem powinny by¢ wprowadzone

przed publikacja wynikow.

5. Wniosek koficowy

Rozprawa doktorska Pani mgr Edyty Andrulewicz-Botulinskiej napisana
jest jasno i logicznie. Uzyskane wyniki stanowiq istotny wktad do badan nad
ocena bardzo zlozonych zaleznosci miedzy ekspresja integryn (a9f1, aSp1,
a2p1), kolagenu typu I, MMP-2, MMP-9 a migracja komorek glejaka
wielopostaciowego mozgu. Przedstawiona do oceny rozprawa zawiera wazne i
oryginalne wyniki, Swiadczy o dobrym przygotowaniu doktorantki do
prowadzenia badan, wskazujac jednoczesnie na bardzo dobra znajomosc

literatury przedmiotu. Na podkreslenie zastuguje aplikacyjny charakter



pracy. Rozprawa spelnia wszystkie wymagania ustawy o tytulach i stopniach
naukowych, dotyczace przygotowywania rozpraw doktorskich.

Wobec powyzszego wnosze do wysokiego Senatu Uniwersytetu
Medycznego w Bialymstoku o dopuszczenie kandydatki do dalszych etapow
przewodu doktorskiego. Jednoczesnie biorac pod uwage fakt duzej
innowacyjnosci w podejsciu do badan i ich znaczenia dla badan nad

glejakiem wielopostaciowym moézgu wnosze o wyroznienie rozprawy.
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