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Recenzja pracy doktorskiej mgr Sebastiana Zigby pt. ,Analiza panelu mutagcji
somatycznych wybranych genéw w ptaskonabtonkowym raku sromu”.

Ptaskonabtonkowy rak sromu (VSCC) jest rzadkim nowotworem ginekologicznym.
Szacuje sie, ze wsrdd nowotwordw ztodliwych narzadu rodnego wystgpuje z czestoscig nie
wieksza niz 5%. Zasadniczo wyrdznia si¢ dwie postaci tego nowotworu: zwigzang i nie
zwigzang z infekcjg wirusem brodawczaka (HPV). Czynniki ryzyka, symptomatologia jak i
patomorfologia zaréwno stanéw przedrakowych jak i samego raka sromu sg dos¢ dobrze
poznane. Tylko nieliczne informacje dotycza genetycznych uwarunkowar powstawania i
przebiegu tego typu nowotworu. Z tego wzgledu wybor tematu pracy doktorskiej wydaje sie
jak najbardziej uzasadniony.

Doktorant postawit przed soba bardzo ambitne cele. S3 nimi identyfikacja mutacji
prowadzacych do karcynogenezy oraz mutacji zwigkszajacych ryzyko progresji zmian
przedrakowych w pfaskonabtonkowym raku sromu. Celem byto réwniez wskazanie, na
podstawie przeprowadzonych badan, potencjalnych lekow, ktore mogtyby znalezc
zastosowanie w terapii chorych na VSCC. Celami szczegétowymi byfa analiza mutagcji
somatycznych wybranych genéw w zmianach przednowotworowych raka sromu zaréwno w
przypadkach infekcji wirusem HPV (Srédnabtonkowa neoplazja duzego stopnia, HSL),
niezaleznych od tych infekcji (Srodnabtonkowa neoplazja typu zréznicowanego, dVIN i liszaj
twardzinowy, LS) oraz w guzach samego nowotworu. Co wazne w tym punkcie jako metode
analizy DNA i identyfikacji mutacji wybrano sekwencjonowanie nastgpnej generacji.
Kolejnym celem byta ocena korelacji wykrytych wariantow genowych a infekcjg wirusem
brodawczaka (hrHPV). Last but not least mgr S. Zieba zatozyt poznanie szlakow biologicznych,
w ktérych uczestnicza biatka kodowane w genach, w ktérych zidentyfikowano mutacje.

Rozprawa doktorska zostata przygotowana na podstawie trzech wieloautorskich prac
opublikowanych w latach 2018-2020 w czasopismach o wysokim stopniu oddziatywania
(taczny IF = 13,116). W wszystkich publikacjach mgr S. Zigba jest pierwszym autorem. Praca
w Gynecologic Oncology (2018) i publikacja w International Journal of Molecular Sciences
(2020) maja charakter eksperymentalny. Praca Gnecol Oncol z 2020 r. stanowi swoiste
podsumowanie osiagnietych wynikéw i wiedzy z zakresu molekularnych uwarunkowan
ptaskonabtonkowego raka sromu.

Przedstawienie rozprawy doktorskiej w formie opublikowanych wynikéw badan, w
recenzowanych czasopismach naukowych, ufatwia ale jednoczesnie utrudnia przedstawienie
wlasnej oceny. Recenzja moze mie¢ bowiem jedynie charakter odniesienia sig do, jak
wspomniano, opublikowanych rezultatéw, a nie jak w przypadku klasycznej rozprawy
doktorskiej gdzie ocenie podlega catos¢ rozprawy, ze wszystkimi jej elementami od
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merytorycznych po edytorskie. W rozprawie obok zataczonych publikacji znajduje sig co
prawda krétki wstgp, podsumowanie wynikow, jak tez dodatkowo kazdej publikacji
towarzyszy stosowne streszczenie niemniej przyjeta, nie kwestionowana, zgodna z
obowiazujacymi przepisami forma rozprawy doktorskiej, jak wspomniano, utrudnia
indywidualng ocene zaréwno osiagnigtych wynikéw jak i osobistego wktadu doktoranta w
przygotowanie rozprawy.

Praca doktorska mgr S. Zieby poswigcona jest identyfikacji i analizie somatycznych
markeréw genetycznych w ptaskonabtonkowym raku sromu. Pacjenci rekrutowali sie z
dwdch oérodkéw polskich i jednego z Krolestwa Niderlandéw. Ocena kliniczna, badania
cytologiczne, histologiczne byty prowadzone zaréwno w Polsce jak i w Niderlandach. Przy
genotypowaniu HPV wykorzystano testy komercyjne. Identyfikacje mutacji somatycznych,
prowadzono metodg sekwencjonowania nastgpnej generacji (NGS). Stosowano tzw.
sekwencjonowanie panelowe na bazie zestawu umozliwiajacego wykrycie wariantow w 50
wybranych genach supresorowych i onkogenach. Przebadano 38 prébek w zmianach
przednowotworowych HSL hrHPV(+) i odpowiednio 19 dVIN i 20 LS w zmianach hrHPV(-)
oraz w 91 przypadkach guzéw VSCC (hrHPV(+) i hrHPV(-). Wsrod zidentyfikowanych mutacji
przewazaty mutacje w genie TP53 odpowiednio w HSIL (24%), w dVIN (53%) i VSCC (61%).
Drugim genem co do czestosci wystepowania mutacji byt CDKN2A. O ile mutacje w tym genie
wykryto w zmianach dVIN (42%) i guzach VSCC (43%) to nie zidentyfikowano ich w HSIL.
Zadnych mutacji nie wykryto w zmianach LS. tacznie, oprécz wymienionych, warranty
patogenne zidentyfikowano w 11 r6znych genach hrHPV(+) i 7 w hrHPV(-). Po raz pierwszy
na liste zmutowanych genéw w VSCC wpisano MACF1, NBPF1 i MSH6. W wspomnianych
dwdch pracach eksperymentalnych, w badanym materiale, zidentyfikowano tgcznie pod 300
zmian okreélonych jako polimorfizmy, nie znalaztem jednak informacji, w ktérych zmianach
przednowotworowych czy guzach wystepowaty. Jak rozumiem nie kojarzono wystgpowania
tych zmian z ewentualna patogennoscia ze wzgledu na wysoka czestos¢ wystgpowania.

Badania molekularne, identyfikacja mutacji, byty prowadzone z wykorzystaniem
metody NGS. Jak podkresla mgr S. Zigba, metoda ta daje szanse przebadania duzo wigkszej
liczby genéw i mutacji szczegdlnie gdy poréwnuje sig jg z mozliwosciami klasycznego
sekwencjonowania DNA metodg Sangera. Trzeba sig tez zgodzi¢, ze zastosowana analiza
panelowa ogranicza mozliwos¢ identyfikacji mutacji jedynie do zestawu zawartych w panelu
genéw co rzutuje na otrzymane w pracach wyniki. Niewatpliwie badanie cotoeksomowe
(WES) moze przynies¢ nowe informacje, gtownie poszerzenie spektrum analizowanych
genéw ale trzeba pamigtac tez o ograniczeniach samej metody NGS (np. problemy z
identyfikacja delecji).

Wykonane badania molekularne umozliwiaja doktorantowi sformutowanie kilku
wnioskéw ale tez i pytan, na ktére by¢ moze w dalszych badaniach bedzie trzeba szukac
odpowiedzi.



Nie wydaje sie ulega¢ watpliwosci, co wynika rowniez z wczesniejszych badan, ze
wéréd zmian somatycznych mutacje w genie TP53 moga by¢ kluczowym markerem we
wczesnym etapie karcynogenezy raka sromu. S3 to mutacje wystgpujace najczesciej, nie
wydaje sie jednak aby byt to, z punktu widzenia genetycznego, jedyny czynnik o czym moze
éwiadczy¢ nie wykrycie mutacji w TP53 w 39% sposréd badanych probek. Autor
zidentyfikowat mutacje facznie w 11 réznych genach ale jak sam podaje, w innych badaniach
w VSCC stwierdzono obecno$¢ mutacji w 66 genach. Zasadne natomiast wydaje taczenie
obecnoéci mutacji w TP53 z wczesnymi zmianami karcynogenezy. Czestos$¢ wystgpowania
mutacji w tym genie moze réwniez wskazywa¢ na wigksze ryzyko progresji zmian
nowotworowych w dVIN w poréwnaniu do HSIL. Podobny efekt jak si¢ wydaje mozna
przypisa¢ patogennym wariantom genu CDKNZ2A. Do przedyskutowania pozostaje w tym
miejscu mozliwa rola genetycznych wariantéw gremialnych nie badanych w recenzowanych
pracach.

Przedstawiajac prowadzone w réznych zespotach badania nad molekularng patologia
raka sromu mgr S. Zieba wskazuje na réznice w czestosci i typach wykrywanych mutacji. Rak
sromu jest rzadko stwierdzanym nowotworem co zapewne ogranicza w duzym stopniu liczbe
badanych pacjentek. Czy z punktu widzenia dotychczas zgromadzonych informacji i
ograniczonej analizy mutacji mozna wycigga¢ wnioski o nowych podtypach VSCC trudno
jednoznacznie powiedziec.

Niewyjaéniona pozostaje rola liszaju twardzinowego jako zmiany prekursorowej
VSCC. Nie wykrycie mutacji nie wyklucza jednak genetycznego podtoza wystepowania LS
moze bowiem wynika¢ np. z ograniczonej panelem liczby badanych genow.

Zastanawia, w tym kontekscie, réwniez rola infekcji HPV, ktéra przy dos¢ zblizonym
profilu zmian genetycznych w hrHPV(+) i hrHPV(-) sprowadza sig de facto do indukowania
okreslonych typéw zmian przednowotworowych. Sama patogenno$¢ HPV (gtéwnie HPV16) w
wystepowaniu raka sromu tez nie jest przeciez jednoznaczna. Dyskusyjne wydaje sie byc
taczenie roli infekcji HPV z obecnoécia mutacji w genie PIK3CA (aktywnos¢ enzymu
APOBEC3). Obecno$¢ mutacji w tym genie wykryto bowiem takze w hrHPV(-).

Spektrum wykrywanych mutacji somatycznych wskazuje na mozliwe zaangazowanie
kilkunastu szlakéw biologicznych w indukowaniu i przebiegu raku sromu. Analiza in silico jak
tez wykonane badanie in vitro, w ktérych wykazano cytotoksyczne dziatanie rapamycyna,
everolimus czy AZD214 wobec komérek VSCC wskazuje, zdaniem mgr S. Zigby, na szlak
PI3K/AKT/mTOR jako jeden z gtéwnych w karcynogenezie zaréwno hrHPV(+) jak i hrHPV(-).
Jak wiadomo kinazy 3-fosfatydyloinozytolu i seryno-troninowe odpowiadajg za regulacjg
proliferacji, metabolizmu, réznicowania i przezywania komorek. Nadekspresje tych biatek,
spowodowang mutacjami w kodujacy je genach opisano tez dla innych znanych
transforformacji nowotworowych. Paradoksalnie skoncentrowanie sig gtownie na tym szlaku
jako wiodgcym w karcynogenezie raka sromu, wynikajace ze spektrum zidentyfikowanych
mutacji, moze by¢ pokiosiem zastosowanego w NGS panelu genéw. Zgromadzone dowody
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uprawdopodobniaja ta hipoteze. Konsekwentnie, w pracach sktadajgcych sie na doktorat, mg
S. Zieba wskazat na szerokg game inhibitoréw szlaku PI3K/AKT/mTOR, znanych jak tez
pozostajacych na roznych etapach badan klinicznych, ktore w skumulowanych dziataniu
mogtyby znalezé zastosowanie w terapii raka sromu.

Swoja pracg mgr S. Zigba wpisuje sie w badania nad podtozem i patologiag
molekularng ptaskonabtonkowego raka sromu. Podjat sie nietatwego zadania ale fakt
opublikowania wynikéw w wysoko impaktowych czasopismach $wiadczy o ich wartosci. W
rozprawie wykazano przydatnos¢ metody sekwencjonowania nastepnej generacji w
identyfikacji mutacji jak i w zastosowaniach o charakterze diagnostycznym a co warto
podkresli¢ szereg analiz tego typu mgr S. Zigba wykonat samodzielnie. W publikacjach
zidentyfikowano i opisano spektrum mutacji somatycznych wystepujacych w raku sromu.
Wykazano znaczaca role mutacji w genie TP53 w inicjacji karcynogenezy tego nowotworu, w
tym rowniez, niezaleznej od infekcji HPV. W pracach przedstawiono takze wyniki wskazujace
warianty genetyczne, ktére odpowiadaja za wigksze ryzyko progresji nowotworu. Bardzo
interesujacym wynikiem jest, jak sie wydaje, wykazanie odmiennej od dVIN etiologii
powstawania przednowotworowego liszaju twardzinowego. Doktorant wykazat na wiodgca
role enzymoéw szlaku PI3K/AKT/mTOR w karcynogenezie raka sromu co przetozyt na mozliwe
zastosowania terapeutyczne inhibitoréw hamujacych lub blokujacych ekspresje aktywnosci
biatek kodowanych w genach z tego szlaku.

Jak wspomniano publikacjom stanowigcym podstawe rozprawy towarzysza
streszczenia i omowienia. Warto podkresli¢, ze obok kwestii merytorycznych wszystkie
zaprezentowane ryciny i schematy sa przemyslane i éwietne ilustruja poruszana tematyke.
Cata rozprawa jest przygotowana bez zarzutu.

Na podstawie powyzszej recenzji wnosze do Rady Naukowej Centrum Onkologii-

Instytutu im. M. Sktodowskiej-Curie o dopuszczenie mgr Sebastiana Zieby do dalszych
etapéw przewodu doktorskiego.
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