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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Tomasza Adamusa, p.t.” Wplyw osi HGF-MET na
aktywacje procesu EMT w progresji przerzutowej raka szyjki macicy”, promotor prof. Marcin

Majka.

Rozprawa zostala przygotowana w Zakladzie Transplantologii Katedry Immunologii
Klinicznej i Transplantologii Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum, ktora kieruje
prof. dr hab. Maciej Siedlar. Jednostka zajmuje wysoka pozycjg w rankingach naukowych w
kraju. Przedstawiona rozprawa, przygotowana w tej jednostce cechuje si¢ wysokim
poziomem naukowym. Jest to rozprawa bardzo obszerna, w ktorej doktorant przedstawit
wyniki wielu eksperymentéw, bedacych kontynuacja oryginalnych prac wybitnego naukowca,
do$wiadczonego promotora, profesora Marcina Majki. Wiele z przedstawionych
eksperymentéw badawczych doktorant powtérzyt co najmniej dwukrotnie, by uwiarygodni¢
wyniki. Nalezy podkresli¢ wklad pracy badawczej doktoranta w powstanie tej rozprawy.
Rozprawa jest oryginalnym badaniem naukowym. Nie tylko zawiera wysokiej jakosci badania
molekularne, ale doktorant zasugerowal interpretacje kliniczna, co pomaga w znalezieniu
klinicznego zastosowania wynikéw tych badan. Projekt badawczy wspomaga oryginalny
model badawczy komorek raka szyjki macicy uwzgledniajacy stopien ich klinicznego
zaawansowania. Trudno jest teoretycznie w warunkach laboratoryjnych stworzy¢ model
badawczy, ktory bedzie odpowiadal danemu stanowi klinicznemu. Pracg doktoranta w tym
zakresie nalezy docenié. Doktorant zaproponowal przeprowadzenie eksperymentu
badawczego niejako w dwdch zbiorach tkanek. W komoérkach linii C-4I, ktére majg z

zalozenia reprezentowa¢ nowotwor w stadium przedinwazyjnym, a komorki HTB-35



odpowiadaja fenotypowo stadium jego inwazji. Ten model badawczy uwzgledniajacy stopien
zaawansowania klinicznego, przynajmniej w teoretycznym modelu jest niezwykle cenny i
sbliza autora do wnioskéw, ktore moga znalezé zastosowanie kliniczne. Podjete zagadnienie
badawcze jest oryginalne i wpisuje si¢ w $wiatowy trend w badaniach molekularnych nad
przerzutowaniem. Ta cecha fenotypowa nowotworu zlosliwego jest niezwykle wazna gdy
uwzgledni si¢ rozwoj ognisk nowotworowego w danym miejscu organizmu. Poczatkowo
proces lokalny, w wyniku stworzenia warunkéw do przerzutowania przechodzi w faze
choroby rozsianej. Badania nad podstawami molekularnymi tego zjawiska, co trafnie przez
doktorant zostala zogniskowane na badaniu przejscia epitelialno-mezenchymalnego (EMT)
jest kluczowe dla wzbogacenia terapii przeciwnowotworowej o leki wplywajace nie tylko na
proliferacj¢ danej komoérki. Nadal podstawg terapii przeciwnowotworowej jest przede
wszystkim leczenie hamujace proliferacje, czyli leczenie cytotoksyczne. Indywidualizacja
terapii, czy tez terapia skrojona na miar¢ nie zmienita tego az tak znacznie, jak sobie
poczatkowo wyobrazano. Niezaleznie czy to jest radioterapia, chemioterapia czy tez leczenie
chirurgiczne, podstawowa sila terapii przeciwnowotworowej to jej toksycznos¢. Doktorant
wskazuje na mozliwosci jakie kryja si¢ w ingerencji w proces stanowigcy wazny element
karcynogenezy, proces dzieki ktéoremu komorka dynamicznie zmienia fenotyp. Dla
powodzenia terapii przeciwnowotworowej nie jest konieczne uszkodzenie tej komorki tylko,
zatrzymanie danego procesu. Takie rozumowanie doktoranta w czasie tworzeni hipotezy
zerowej tej rozprawy wskazuje na znaczng wiedzg teoretyczng i praktyczng, ale takze na
zdolno$¢ wykorzystania jej poszczegdlnych elementéw i stworzenie nowego modelu, lub
rozw6j nowego kierunku. Innowacyjnos$¢ jest wazna cecha tej rozprawy. Doktorant wlasciwie
dobral badane bialka i geny, ktérych ocena w zalozonym modelu badawczym
uwzgledniajgcym stopien inwazji raka szyjki macicy, pozwolita wnioskowaé o

mechanizmach procesu biologicznego, ktérego rozwiktanie wplynie zapewnie na przebieg



leczenia raka szyjki macicy. Wybrano nastgpujace biatka: HGF, MET, Wnt i geny SLUG 1
SNAIL, oraz MMP-1 i MMP-9.

Wstep do rozprawy to 25 stron zwartego tekstu. Ta sekcja ma typowy uklad dla prac
naukowych, zawierajacego wszystkie informacje potrzebne do zrozumienia zatozen
badawczych doktoranta. Zostala ona napisana poprawnie. Dla lepszego przedstawienia tych
wiadomosci doktorant przygotowal trzy barwne ryciny, ktére znacznie ulatwiajg czytajacemu
zrozumienie i usprawniaja czytanie. Podstaweg teoretyczna wstgpu i zatozen badawczych tej
pracy stanowi blisko osiemdziesiat oryginalnych publikacji z ostatnich lat, w tym z roku
2015. Jest to wiec nowe zatozenie badawcze wpisujace si¢ w aktualne trendy. Jedynie jeden
fragment zwrocil moja uwage i wymaga pewne;j interpretacji bgdZ zmiany przed ostateczna
publikacja wynikow:

I wczesne stadia nowotworowe sg stosunkowo latwo wyleczalne za pomocy
konwencjonalnych terapii takich jak chemioterapia i lub radioterapia. W skrajnych

przypadkach stosuje si¢ leczenie skojarzone z zabiegiem chirurgicznym.......... * Lsir. 9);

To zdanie jest niespojne i z punktu widzenia terapii raka szyjki macicy zawiera blgdne tezy.
Natomiast dla tej rozprawy nie jest ono kluczowe, lub jest nawet zbgdne. Prawdopodobnie
doktorant nie ma az tak duzego doswiadczenia klinicznego w leczeniu raka szyjki macicy, jak
w przypadku przeprowadzania badan molekularnych i interpretacji ich wynikow. Podobnie
stwierdzenia ..dzialalnodci rakotworcza” (str.18); ,,progresja nowotworowa” (str.23), ktore

powtarzajg sie we wstepie sa z punktu widzenia leczenia raka szyjki macicy niezrozumiale.

Cele pacy doktorant przedstawil jednoznacznie: ,,Celem niniejszej pracy bylo poznanie roli
jaka pelni aktywacja receptora MET w procesie EMT raka szyjki macicy”. Wyszcezegolniono

cztery cele szczegolowe, realizacja ktorych jest wystarczajaca do wyciggnigeia wnioskow.



Kolejna sekcja materiat i metody to 11 stron tekstu. Zostata ona podzielona na podsekcje 1
wyodrebniono dodatkowo podpunkty. Zawiera ona pig¢ zbiorczych tabel. Jest to poprawnie
napisana sekcja, jej uklad jest typowy dla prac naukowych. Zostaly w niej zawarte wszystkie
niezbedne informacje. Jedyna uwaga ma charakter kliniczny, tak jak do wstgpu. Na str. 28.
doktorant opisal charakterystyke komorek. Komorki C-41 odpowiadaja stopniowi I rozwoju
nowotworu, za$ komoérki HTB-35 stopniowi II. W dalszej czgsci tekstu doktorant
charakteryzuje je jako fenotyp odpowiednio przedinwazyjny i inwazyjny. Taki zostal
zatozony model badawczy. ,,.............. HTB35 fenotyp inwazyjny” (str. 41); .......o.on. Wraz
ze zmiana fenotypu nabywajg zdolnosci do rozpraszania sig i zdolnosci do migracji.....” (str.
46). Doktorant nie zaznaczyl jednak jaka klasyfikacj¢ zastosowal do oceny stopnia
zaawansowania. Zapewne mial na mysli stosowang najczescie] klasyfikacje FIGO.
Prawdopodobnie to odrebnos¢ ginekologii onkologicznej, gdyz zwykle stosuje sig
klasyfikacje TMN, jest powodem pewnych niescistosci. W stopniu I i II znajdujg si¢ pacjentki
z inwazja, lecz rozny jest zakres inwazji. Te¢ niescistosci nalezy poprawié¢ przygotowujac
ostatecznie material do druku. W tej sekcji doktorant wyczerpujaco opisal stosowane techniki
badawcze: izolacje poszczegdlnych frakeji biatkowych (cytoplazmatycznej 1 jadrowe;j),
izolacje RNA, RT PCR, cytometri¢ przeptywowa, immunofluorescencje, transfekcje komorek
HTB35 czastkami siRNA. Przedstawiony zostal takze sposob przeprowadzenia analizy
statystycznej. Ta sekcja zawiera wyczerpujace informacje 1 zostala napisana poprawnie. Lista

zastosowanych technik badawczych, wymagajacych duzego do§wiadczenia jest imponujaca.

Kolejna sekcja wyniki to 23 strony tekstu majacego typowy dla prac naukowych uklad.
Doktorant za pomoca 34 rycin, wiele z nich podwdjnych zawierajacych wykresy 1 zdjecia,

jasno przedstawil otrzymane wyniki.

Doktorant zaobserwowat:



e zastosowanie inhibitora zapobiega zmianom morfologicznym i calkowicie hamuje
efekt rozpraszania komorek. Wskazat, ze o§ HGF/MET jest w peini odpowiedzialna za
zmiany fenotypowe komorek C-41.

e zablokowanie aktywnosci szlaku MAPK jest wystarczajace to zahamowania efektu
rozpraszania komorek C-41 pod wplywam czynnika wzrostu HGF w obecnosci
surowicy FBS.

e wplyw czynnika wzrostu HGF oraz Wnt-5a na zmiany morfologiczne w komérkach
C-4L

e synergiczne dzialanie czynnika HGF oraz Wnt-5a, wywiera on efekt stabszy niz HGF
wraz z surowica FBS.

e spadek ekspresji genu SNAI/ o ponad 80%, a genu SLUG o blisko 95% w stosunku do
kontroli;

e w wyniku stymulacji komorek czynnikiem wzrostu HGF w obecnosci surowicy FBS,
5-krotnie wzrasta ekspresja genu MMP-1 i ok. 3-krotnie genu MMP-9;

o efektem stymulacji komorek C-41 czynnikiem wzrostu HGF w obecnosci surowicy
FBS jest ok. 3-krotny wzrost ekspresji markera fenotypu mezenchymalnego — VIM,

e pod wplywem czynnika wzrostu HGF w obecnosci surowicy FBS formowane sa
lamellipodia i filopodia w komorkach C-41;

e jednoczesnie, komorki C-41 poddane dzialaniu HGF w obecnosci FBS wykazuja 2-

krotnie wyzsza szybko$¢ ruchu w stosunku do komérek kontrolnych.

Kolejna sekcja to dyskusja. Zawiera ona omowienie wynikéw w swietle doniesien innych
autoréw. Zostala napisana w odniesieniu do informacji z blisko 107 publikacji. Jest to sekcja

napisana bardzo dobrze. Potwierdza duze oczytanie doktoranta.



Rozprawe koniczy 9 wnioskow. Najwazniejszy z nich: ,,0§ HGF/MET jest w pelni
odpowiedzialna za nabywanie inwazyjnych wlasciwosci przez komorki RSM”. Wszystkie
wnioski znajduja uzasadnienie w wynikach i w pelni odpowiadaja na postawione cele
rozprawy.

Rozprawa zgodnie z wymogami stawianymi przed tego typu pracami naukowymi zawiera

takze streszczenie jezyku polskim i angielskim.

Rozprawa pt. ” Wplyw osi HGF-MET na aktywacje procesu EMT w progresji
przerzutowej raka szyjki macicy”, spelnia wszystkie wymogi stawiane pracom na stopien
doktora nauk medycznych. Doktorant, mgr inz. Tomasz Adamus dowiodl swej dojrzalosci
naukowej. Rozprawa jest praca wyrdzniajaca si¢ i nowatorska. Godny uwagi jest logiczny,
precyzyjny opis i przedstawienie problemu, jak i wynikow. Na szczegdlne podkreslenie
zastuguja elementy poznawcze wynikajace z pracy, mogace mie¢ znaczenie dla praktyki
kliniczne;j.

W zwiazku z tym mam zaszczyt przedstawi¢ Wysokiej Radzie Wydzialu Lekarskiego
UJ CM w Krakowie wniosek o dopuszczenie mgr inz. Tomasza Adamusa do dalszych

etapow przewodu doktorskiego. Wnoszg takze o przyznanie wyrdznienia.
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