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RECENZJA
rozprawy doktorskiej

mgr Darii Hare¢za

pt. s, Zakazenie ludzkim wirusem brodawczaka typu 16 i polimorfizm genéw kodujgcych
receptory Toll-podobne jako czynniki ryzyka raka jajnika”

Rozprawa doktorska zostala wykonana pod kierunkiem prof. dr hab. Edyty
Paradowskiej oraz promotora pomocniczego — dr Katarzyny Kani, w ramach ksztatcenia w
Szkole Doktorskiej BioMedChem Uniwersytetu L.odzkiego i Instytutow PAN w Lodzi.

Badania przeprowadzono w Pracowni Wirusologii Instytutu Biologii Medycznej
Polskiej Akademii Nauk w £odzi w ramach projektu Narodowego Centrum Nauki
nr 2019/33/B/NZ7/02872 (OPUS-17) pt. ,,Badania mechanizméw molekularnych zwigzanych
z zakazeniami HPV i CMV w patogenezie raka jajnika”.
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Ogromnym wyzwaniem zdrowia publicznego zaréwno w Polsce jak i na Swiecie w
XXI wieku jest systematyczny wzrost zachorowalnosci na nowotwory, na co wskazujg
analizy epidemiologiczne WHO, Migedzynarodowej Agencji Badan Nad Rakiem (IARCC)
oraz Miedzynarodowej Unii Przeciwrakowej (UICC).

W Europie rocznie chorobe nowotworowa rozpoznaje si¢ u 1,7 miln oséb, zas 962 000
chorych umiera. Przewiduje si¢ dalszy systematyczny wzrost zaréwno zachorowalnosci jak i
umieralnosci z tego powodu. Szacuje si¢, ze w 2045 roku liczba nowych przypadkow
nowotwordw siegnie 32,6 mln. W Polsce rocznie rozpoznaje si¢ 160 000 nowych przypadkow
zachorowann i ponad 90 000 zgondéw. Przyczynami tego zjawiska sa zmiany w strukturze
demograficznej populacji (starzenie si¢ populacji), narazenie na karcinogeny oraz przewlekle
zakazenia. Niekorzystna sytuacja epidemiologiczna powoduje, ze wiele osrodkéw naukowych
prowadzi badania nad czynnikami sprzyjajacymi onkogenezie.

Onkogeneza jest procesem wieloetapowym z dlugim okresem utajenia, kiedy to
komorka prawidtowa zmienia swoj fenotyp na nowotworowy. Wskutek gromadzenia si¢ zmian
genetycznych komorki nowotworowe uzyskuja zdolnos¢ do niekontrolowanych podziatow,
zatrzymania procesOw apoptozy, stymulacji angiogenezy czy wreszcie naciekania i tworzenia
przerzutow. Oprocz czynnikow srodowiskowych i stylu zycia do rozwoju nowotworéw
przyczyniajg si¢ zakazenia wirusami onkogennymi, w tym takze wirus brodawczaka
ludzkiego Human Papillomavirus (HPV).

Do zakazenia wirusem dochodzi poprzez kontakt z naskorkiem lub droga ptciows. Do
zakazenia noworodkéw moze doj$é podczas porodu. Ocenia si¢, ze nawet 50% populacji
ludzkiej przechodzi zakazenie HPV w ciagu catego zycia. Najczesciej do kontaktu z wirusem
dochodzi w wieku 16-26 lat, czyli w okresie rozpoczgcia aktywnosci plciowej. Zakazenie
moze przebiega¢ bezobjawowo, a wirus moze przetrwa¢ w organizmie w fazie latencji.
Wiekszo$é infekcji zwalczana jest przez uklad immunologiczny. Natomiast przewlekle,
zakazenie, szczegblnie u o0sOb z obnizong odpornosciag, moze prowadzi¢ do rozwoju
nowotworu.

Wirus wykazuje tropizm do komorek nabtonkowych skéry i blon $luzowych.
Dotychczas opisano ponad 200 typow HPV. Ze wzgledu na potencjat onkogenny wyrézniono
dwie grupy wiruséw, tj. niskiego ryzyka onkogennego oraz wysokiego ryzyka onkogennego.
Wirusy niskiego ryzyka onkogennego powoduja zmiany tagodne, takie jak: brodawki na
skérze, kurzajki czy klykciny konczyste. Wirusy wysoce onkogenne biora udziat w
patogenezie raka szyjki macicy, raka pracia, pochwy, penisa, jelita grubego i raka ustnej

czesci gardla.



Rak jajnika jest rdwniez powaznym problemem zdrowia publicznego, gdyz jest
siodmym najczgsciej wystepujacym nowotworem u kobiet oraz szdstg przyczyna zgondw na
swiecie. Zachorowalnos$¢ na raka jajnika wzrasta, zwlaszcza w krajach wysoko rozwinietych.
Nieswoiste objawy w poczatkowym okresie powoduja, ze wickszos¢ przypadkow (okoto
80%) rozpoznawana jest w zaawansowanym stadium klinicznym stagd rokowanie jest

niekorzystne.

Z grupy HPV o wysokim potencjale onkogennym najczesciej wystepujg i maja
udowodniony zwigzek z rozwojem nowotwordw ztosliwych dwa typy, tj. HPV 16 1 HPV 18.

Gtéwna role w procesie transformacji nowotworowej odgrywaja dwa geny HPV, tj. E6
i E7. Produkty biatkowe tych genow, tzw. onkoproteiny poprzez wigzanie sie z biatkami
supresorowymi, zaburzaja cykl komoérkowy, apoptoze oraz odpowiedZz immunologiczna.
Mianowicie biatko E6 wiaze sie z biatkiem supresorowym p53, Natomiast bialko E7 wiaze
si¢ z biatkiem retinoblastoma (pRB). W wyniku tych proceséw dochodzi do zahamowania
apoptozy, deregulacji cyklu komérkowego i zwiekszenia genomowej niestabilnosci.

We wspblczesnej onkologii coraz wiekszg role odgrywa terapia celowana. Pomimo
klasyfikacji klinicznej i oceny patologicznej potrzebne sg doktadne narzedzia do identyfikacji
okreslonych podgrup pacjentéw. Dlatego stale poszukuje sie nowych biomarkerow
nowotworowych o dodatniej wartosci predykcyjnej.

Wyb6r tematu przez Doktorantke jest zatem uzasadniony i wpisuje sie¢ w $wiatowy

trend badan nad rola wirusow w onkogenezie.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska liczy 131 stron wydruku
komputerowego. Uktad pracy i kolejnos¢ rozdziatow sa typowe dla prac doktorskich (Wstep,
Cel pracy, Material i Metody, Wyniki badan, Omdéwienie wynikéw i dyskusja, Wnioski,
Pismiennictwo). Do pracy dotaczono streszczenie w jezyku polskim i angielskim, spis rycin i
tabel oraz wykaz skr6tow uzywanych w pracy.

We Wstepie zawartym na 25 stronach Autorka omoéwita budowe i funkcje jajnika.
Nastepnie scharakteryzowala nowotwor jajnika, jego epidemiologig, klasyfikacje
histopatologiczng, czynniki ryzyka rozwoju raka jajnika. Kolejny pbdrozdzial poswigcony jest
HPV i jego roli w rozwoju nowotworow.

Gléwny cel pracy (rozdziat 2) oraz cele posrednie zostaty sformutowane w sposob

jasny i precyzyjny.



Rozdzial 5 Materialy i metody zawiera opisy stosowanych w doswiadczeniach
wlasnych odczynnikéw, hodowli komérkowych, zestawdw do izolacji, amplifikacji i detekcji
materialu genetycznego wirusa. W czesci Metody opisano szczegdtowo procedury hodowli
komorek, izolacji DNA, RNA metodg PCR i RT PCR oraz badan serologicznych.
Doktorantka postugiwala si¢ takze komercyjnie dostepnymi zestawami diagnostycznymi a
wszystkie badania doswiadczalne zostaly wykonane zgodnie z instrukcjg producentéw testow.

Kazdy nowotwor rozwija si¢ w pewnym mikrosrodowisku zlozonym z komorek
prawidlowych i nowotworowych, umozliwiajagcym komdrkom nowotworowym ucieczke
przed mechanizmami obronnymi gospodarza, z drugiej za$ strony sprzyja angiogenezie, czyli
powstawaniu nowych naczyn.

Gléwnym zatozeniem Doktorantki byla ocena czestosci wystgpowania zakazen HPV o
wysokim potencjale onkogennym u kobiet z rakiem jajnika oraz identyfikacja genetycznych
czynnikéw ryzyka rozwoju choroby zwigzanych z polimorfizmem w genach kodujgcych
wybrane receptory Toll-podobne. Aby osiggnaé¢ zamierzony cel Autorka sformutowata kilka
celéw posrednich, tj. ocene

1.czgstosci wystgpowania typdw HPV16 i HPV18 w guzach jajnika i strzgpkach
jajowodu u kobiet z pierwotnym rakiem jajnika (w tym typu HGSOC), przerzutami do jajnika
z innych narzagdow i guzami tagodnymi oraz okreslenie wptywu zakazenia HPV na ryzyko
wystepowania raka jajnika.
2. poziomu ekspresji wybranych gendw gospodarza uczestniczacych w szlakach
sygnatowych zwigzanych z karcynogeneza (m.in. 7P53, RB1, CDKN2A4, c-MYC, NFKBI,
MDM?2 i E2F) w klonach komorkowych z nadekspresjg genow ES5, E6 i1 E7 HPV16 oraz w
materiatach tkankowych z przypadkow raka jajnika.
3. czgstosci wystegpowania wybranych polimorfizméw pojedynczego nukleotydu w genach
TLR4, TLRS i TLRY oraz ryzyka wystepowania raka jajnika.

Publikacja nr 1 jest pracg przegladowa na temat patogenezy nowotworow
ginekologicznych zwigzanych z HPV i mozliwego udzialu HPV w rozwoju raka jajnika.
Omoéwiono takze morfologiczne i genetyczne aspekty biologii wirusa HPV, onkogenne
wlasciwosci bialek wirusowych i ich wpltyw na szlaki sygnatowe.

W badaniach doswiadczalnych (Publikacje 2 — 4) wykorzystano materiaty kliniczne, tj.
wycinki guzéw, strzepek jajowoddéw oraz krew pelng otrzymane od kobiet z podejrzeniem
raka jajnika lub innymi nienowotworowymi chorobami drog rodnych, a takze hodowle
komorek nabtonkowych raka jajnika (SK-OC-3, OVCAR-3) i raka szyjki macicy (Ca Ski,
HeLa) oraz hodowle pierwotng raka jajnika.



Wyniki badan zostaly bardzo szczegélowo opisane oraz przedstawione graficznie na
25 rycinach. Pismiennictwo liczy 361 pozycji, w zasadzie literatury anglojezycznej i jest
prawidlowo cytowane w pracy.

Dyskusj¢ Doktorantka zawarla na 10 stronach maszynopisu, gdzie przeprowadzita
szczegolowa analize wynikow badan wiasnych na tle wynikéw uzyskanych przez innych
autorow. Krytyczna ocena pismiennictwa $wiadczy o duzej znajomosci tematu i bardzo
dobrym przygotowaniu merytorycznym Autorki.

Wyniki badan Doktorantki wykazaly, ze zakazenie HPV16/18 wystepowalo u okoto
50% badanych kobiet z rakiem jajnika, zarébwno w guzach, jak réwniez w strzepkach
jajowodow. HPV16 byl najczgsciej wykrywanym typem wirusa i wykryto go w ponad 30%
badanych materiatow.

Ponadto Doktorantka wykazala istnienie silnego zwigzku migdzy wystepowaniem
polimorfizmu TLR8 -129C>G a zwigkszonym ryzykiem EOC, szczegdlnie typu HGSOC.
Obecnos¢ mutacji wigzala si¢ rowniez ze zwigkszona ekspresja mRNA TLRS, co potencjalnie
moze aktywowa¢ szlak MyD88/NF-xB a tym samym wplywaé na odpowiedz
immunologiczng w mikro$rodowisku nowotworu (TME).

Nie stwierdzono zwigzku polimorfizméw z obecnoscig HPV16, HPV18, co wskazuje,
ze rozw(j nowotworu jest zwigzany z zaburzeniami funkcji TLRs i nie zalezy od zakazenia
wirusowego. Otrzymane wyniki jednoznacznie wskazujg na polimorfizmy TLR4 Asp299Gly i
TLRS -129C>G jako potencjalne biomarkery podatnosci zachorowania na raka jajnika.

Ponadto Autorka wykazala, ze wysokie stezenia IL-6, IL-10 i TNF-a w surowicy sa
zwigzane z wystepowaniem guzéw ztosliwych jajnika, natomiast stezenia IFN wykazuja slaba
dodatnia korelacj¢ z wiremig HR-HPV.

Z obowigzku recenzenta chcg zwrdci¢ uwage na pewne niedociagniecia, ktore jednak
nie umniejszajg wartosci pracy.

1.Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska zawiera liczne powtdrzenia, co
litrudnia analize tekstu. Prawdopodobnie wynika to z proby polaczenia klasycznego
doktoratu z rozprawa opartg na cyklu publikacji.

2. Doktorantka analizowata poziom cytokin w surowicy badanych kobiet, ale nie
uwzglednita tego w celach badawczych.

3. Rozdzial 3 i 6 zawierajg przedstawienie wynikow badan i powinny stanowié jeden

logicznie powigzany rozdzial.



4. Brak jest jasno wypunktowanych wnioskow z przeprowadzonych badan, ktére

zastgpiono opisowym podsumowaniem.

Reasumujgc stwierdzam, ze Kandydatka wykazuje duza wiedzg teoretyczng w zakresie
omawianego tematu. Do rozwiagzania postawionych celow wykorzystata szeroki wachlarz
metod badawczych co potwierdza Jej umiejetnos¢ do samodzielnego prowadzenia badan
naukowych.

Otrzymane przez Doktorantke wyniki badan majg nie tylko warto$¢ poznawcza, ale
i znaczenie praktyczne w ewentualnym opracowaniu postgpowania diagnostycznego
i terapeutycznego, zwlaszcza w immunoterapii. Jednak, jak stusznie zauwaza Autorka,
badania powinny by¢ kontynuowane na wickszych grupach pacjentek, aby potwierdzi¢

wlasne obserwacje.

Uwazam, ze praca mgr Darii Hareza pt. Zakazenie ludzkim wirusem brodawczaka typu
16 i polimorfizm genoéw kodujgcych receptory Toll-podobne jako czynniki ryzyka raka
Jajnika” stanowi Jej oryginalny dorobek i spelnia wszelkie wymogi stawiane rozprawom
doktorskim okre$lone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018r. Prawo o Szkolnictwie
Wyzszym i Nauce.

Przeto mam zaszczyt przedstawi¢ Radzie Naukowej IBN PAN w Lodzi wniosek
0 przyjecie rozprawy i dopuszczenie mgr Darii Hargza do dalszych etapoéw postgpowania ws.
nadania stopnia doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu w dyscyplinie nauki
medyczne. Jednoczesnie, z uwagi na wage problemu, duza pracochlonnos¢ badan oraz
zastosowane nowoczesne techniki badawcze, stawiam wniosek o wyréznienie w/w rozprawy

doktorskiej.
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