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RECENZIA
Rozprawy doktorskiej p. mgr Anny Janeckiej-Widla

Tyl rozprawy: ,, Wplyw infekcji HPV16 na funkcjonowanie sziaku
EGFR/PI3K/AKT/mTOR i rokowanie u chorych na plaskonablonkowe
nowotwory terenu glowy i szyi”.

Promotor: dr. hab. n. med. Beata Biesaga, prot. NIO-PIB

Promotor pomocniczy: dr n.med. Anna Mucha-Malecka

W roku 2008 prof. Harald zur Hausen otrzymat nagrode Nobla za poznanie roli wirusow
brodawczaka ludzkiego (HPV) w powstawaniu raka szyjki macicy. Teraz juz wiemy. ze
zakazenia HPV odpowiadajg za ponad 5 % wszystkich nowotworéw w tym oprocz raka szyjki
macicy. takze raka sromu, penisa. czy glowy i szyi np. w jamie ustnej i gardle $rodkowym.
Wsrod wielu typow HPV do grupy wysokiego ryzyka zalicza si¢ HPV16 i 18, a mechanizmy
wiodace do powstania nowotworu sg dalej nie do kofica poznane i szeroko badane. Wyjasnienie
tych mechanizmow wiaze si¢ nie tylko z profilaktyka, jak to ma miejsce w przypadku miedzy
innymi szczepionki przeciw rakowi szyjki macicy. ale takze ze skutecznym leczeniem
przeciwnowotworowym. W nurt tych prac wpisuje si¢ przedstawiona mi do recenzji rozprawa
doktorska. ktorej autorkg jest p. mgr Anna Janecka-Widla.

Praca ta sklada si¢ z cyklu 3 publikacji o lgcznym IF — 8,925, w ktorych Doktorantka
jest pierwsza autorka i opisu tych publikacji liczacego 37 stron. Na wstepie opisu publikaciji
autorka zamiescila wykaz skrotow, streszczenie w jezyku polskim i angielskim oraz wykaz
publikacji stanowigcych rozprawe doktorska. Kolejnymi rozdzialami rozprawy doktorskiej sa:
wstep, cele pracy, material i metody. Zamiast klasycznej dyskusji praca zawiera: omowienie
wynikow, kliniczne znaczenie przeprowadzonych badan. glowne osiagniecia i wnioski i
kolejno: pismiennictwo i spis zatacznikow, Zalacznikami sa 3 publikacje wechodzace w sklad
rozprawy oraz oswiadczenia wspdlautorow prac o ich udziale w powstawaniu niniejszych prac.

Celem przedstawionych w pracy badan bylo glownie poréwnanie ekspresji wybranych
bialek szlaku EGFR/PI3K/AKT/mTOR oraz biatek regulujacych ten szlak (EGFR, AKT,
pAKT(Serd73), pAKT(Thr308). mTOR, PTEN, pPTEM . APOBEC3B) u pacjentow chorych
na plaskonablonkowe raki jamy ustnej i krtani z aktywna infekcja HPV16 czyli pacjentow
HPV16 pozytywnych oraz pacjentéw HPV negatywnych. W tych grupach pacjentow badano
rowniez czgstos¢ wystgpowania mutacji PIK3CA.

I tutaj mam pytanie: czy nie zbyt odwaznie Autorka w swojej pracy uzywa okreslenia ,.aktywna
infekcja HPV™? Czy jednak nie ostrozniej byloby uzywaé formy ..nowotwory zalezne od HPV™
czy (HPV pozytywne”. W pracy wykrywano wylacznie obecnosé wirusa bardzo c¢zulg metoda
nested PCR oraz potwierdzano metoda PCR w czasie rzeczywistym, ktora wykorzystywano do
genotypowania HPV. Nie badano ekspresji genoéw wirusa co swiadczyloby, o aktywnej formie
wirusa. Natomiast aktywnos¢ wirusa badano posrednio poprzez wykrywanie komérkowego
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biatka p16 metodg immunohistochemiczng (podobnie jak badanie ekspresji innych bialek) w
oparciu o dane literaturowe, w szczegolnosci pracy S. J.Smeets™a i innych z 2007. W pracach
tych autorzy wskazuja na wzrost ekspresji tego biatka pod wptywem infekcji HPV. Bialko p16
bierze udzial w procesie kontroli prawidlowego cyklu komorkowego. W calkowicie dojrzatych
komorkach poziom pl16 jest prawie niewykrywalny. Natomiast w komorkach nowotworowych,
gdzie czgsto onkogenne wirusy HPV inicjuja niekorzystne zmiany, poziom pl6 jest znacznie
podwyzszony. Wedlug Autorki jednoczesne wykrywanie obecnosci genomu wirusa oraz
nadekspresji biatka pl16 $wiadczy o aktywnej infekcji wirusa zgodnie z panujacym trendami
swiatowymi, Niewatpliwie zgadzam si¢ z tym. Ze jednoczesne zastosowanie tych dwoch metod
badawczych dokladniej okresla status wirusa i jego ewentualng role w inicjowaniu procesu
nowotworowego. Czy byly prowadzone jakie$ badania na poziomie molekularnym jakie sa
mechanizmy tego procesu i czy znane sa jakies bialka wirusowe ktore maja wplyw na ekspresje
biatka p16 ? Moje pytanie o aktywng infekcje HPV nie jest bynajmniej zarzutem o blednym
wykorzystaniu metod badawczych, a wreez o zwrocenie uwagi. jaka w dalszym ciggu, trudna
jest jednoznaczna diagnostyka nowotworéw zaleznych od HPV, a w dalszej konsekwencji. w
polaczeniu z innymi czynnikami prognostycznymi i predykcyjnymi. moze to mie¢ wplyw na
decyzje terapeutyczne i odmienne schematy leczenia chorych na raka ptaskonabtonkowego
Jamy ustnej, gardta badz krtani w zaleznosci od statusu HPV.

Do badan prezentowanych w niniejszej pracy zakwalifikowano 155 chorych na
nowotwory plaskonablonkowe glowy i szyi z terenu Malopolski. Chorzy Ci nie byli uprzednio
leczeni przeciwnowotworowo i z analizy wylaczono réwniez osoby, u ktorych w chwili
diagnozy stwierdzono wystgpowanie przerzutéw odlegtych. Dla wszystkich uczestnikow
badania zebrano dokfadne dane dotyczace poziomu palenia papierosow, spozywania alkoholu,
dane populacyjne jak wiek plec, fizyczna sprawnos¢ w skali Karmofsky'ego. dane kliniczne
(lokalizacja nowotworu, stopien zaawansowania klinicznego. obecnosé przerzutow do wezlow
chlonnych, zastosowane leczenie) i histopatologiczne (stopien ztosliwosci histopatologicznej.
stopien keratynizacji).

W badanej grupie chorych odsetek chorych z nowotworami w obrebie glowy i szyi
(HNSCC) zaleznych od HPV (DNA+/p16+) wyniosl 20,65% i byty to glownie nowotwory w
obrgbie gardla srodkowego. Zgodnie z danymi literaturowymi najczesciej identyfikowanym
typem wirusa byl HPV16. Ale wykryto rowniez po raz pierwszy w Polsce HPV35, a takze
podwojne infekcje HPV16 i 35 oraz HPV18 i 35. 1 te dane pochodza z pierwszej prezentowanej
w pracy publikacji natomiast w dwoch kolejnych publikacjach przedstawiono dane dotyczace
ekspresji bialek szlaku EGFR/P13K/AKT/mTOR oraz bialek regulujacych ten szlak (EGFR,
AKT. pAKT(Serd473), pAKT(Thr308). mTOR. PTEN, pPTEM , APOBEC3B) u pacjentow
chorych na plaskonablonkowego raka glowy i szyi HPV 16 pozytywnych oraz pacjentow HPV
negatywnych. Badano rowniez czgstos¢ wystepowania mutacji PIK3CA.

Prace te mialy na celu poszukiwanie specyficznych biomarkeréw predykcyjnych i
prognostycznych, ktore pomoglyby w szukaniu nowych celow terapeutycznych (np. w celu
obnizenia toksycznosci leczenia przy jednoczesnym zachowaniu efektu terapeutycznego) u
chorych na HNSCC. Do czynnikow ktore indukujg HNSCC zalicza sie glownie; dym
papierosowy. alkohol i aktywna infekcj¢ HPV, a dane literaturowe pokazuja, ze chorzy na
HNSCC zalezne od HPV, maja lepsze prognozy niz ci u kiorych nie wykryto wirusowej
infekcji. Dlatego tak wazne jest poszukiwanie tych specyficznych biomarkeréw. Podczas



aktywnej infekcji HPV w kancerogenezie nowotworéw zaleznych od HPV dochodzi do
ekspresji onkogennych bialek E6. E7, ktére oddzialuja z komérkowymi biatkami
supresorowymi p53 i pRb, ale takze biatka wirusowe moga wplywaé na biatka szlakow
sygnalowych w komorce np. badanego w pracy szlaku EGFR/P13K/AKT/mTOR. ato w istotny
sposob moze przyczyniac si¢ do powstania nowotworu. We wstgpie do przedstawionej mi do
recenzji pracy Autorka bardzo dobrze i doktadnie opisuje mechanizmy dziafania tego szlaku w
komorce, zwracajac uwage, ze stosunkowo malo prac przedstawia dane dotyczace ekspresji
bialek tego szlaku u pacjentow z HNSCC w zaleznosci od statusu HPV. | niewatpliwie uwazam,
Ze jest to bardzo pozytywny aspekt tej pracy i bardzo duzy wklad naukowy w uzupelnienie tej
luki. Wyniki sugeruja bowiem, wystgpowanie istotnych réznic w funkcjonowaniu szlaku
EGFR/P13K/AKT/mTOR u pacjentow zakazonych HPV 16 i pacjentow bez wirusowej infekcji
co z kolei moze wplywac na przezycie chorych w tych dwoch grupach. Wnioski te oparto o
migdzy innymi nastgpujgce wyniki analiz eksperymentow, ktére moga mie¢ takze duze
znaczenie kliniczne:

I.W badanej grupie pacjentéw z Malopolski chorych na nowotwory glowy i szyi
wykryto stosunkowo duzy odsetek (20.65%) nowotworéw zaleznych od HPV — gléwnie
HPV16. Nowotwory te glownie zlokalizowane byly w obrebie gardla érodkowego. Do oceny
aktywnej infekcji zastosowano jednoczesne wykrywanie DNA wirusa (metodg nested PCR i
PCR w czasie rzeczywistym) oraz wykrywanie ekspresji bialka pl6. Poniewaz
zaobserwowano, ze obecnos¢ HPV byla zwigzana z wigkszym odsetkiem przezyé chorych (o
lepszym rokowaniu) Autorka uwaza, ze te badania powinny by¢ stosowane w diagnostyce
HNSCC i w konsekwencji ~ w podjgciu odpowiedniego leczenia, mniej agresywnego niz w
przypadku innych nowotworéw. Pacjenci u ktorych wykrywano inne niz HPV16 typy wirusa
przezywali 5 lat bez objawow choroby nowotworowe;.

2.W guzach HPV16 pozytywnych zaobserwowano stosunkowo wysoka ekspresje
calkowitego AKT - kinazy biatkowej (67.86%) w poréwnaniu z innymi guzami (55,43%) i
obnizony poziom pAKT(Serd73) (64,29%) - inne guzy az 79.83%. Przy wprowadzeniu do
praktyki klinicznej tych badan mozna by w grupie osob z nadekspresia pAKT(Serd73)
probowac¢ stosowac u chorych inhibitory AKT, tym bardziej, e niektore doniesienia naukowe
wskazuja na udzial tego biatka w indukowaniu opornosci na leczenie onkologiczne.

3. Zdecydowanie wigkszos¢ guzow z infekeja HPV charakteryzowala si¢ mata ekspresja
EGFR (receptora naskorkowego czynnika wzrostu) az 89.29% guzow. a w przypadku
pozostatych guzow tylko 58.82%

4. Ogolnic analiza przezyé. zarbwno catkowitych (OS) jak i przezyé bezobjawowych
(DFS) wykazata, ze sposrod badanych bialek pozytywny potencjal rokowniczy miaty: brak
nadekspresji pAKT(Serd73), pAKT(Thr308) i EGFR, a wigc podobnie jak w przypadku guzow
HPV pozytywnych. Ponadto zaobserwowano, ze diuzszy czas przezy¢ bezobjawowych (DFS)
charakteryzowal chorych z brakiem nadekspresji APOBEC3B (podjednostki katalitycznej 3B
enzymu edytujgcego mRNA apoliproteiny B) .

5. Obecnos¢ mutacji genu PIK3CA obserwowana byla rzadko. a wiec
najprawdopodobniej geny te nie maja wplywu na funkcjonowanie badanego w pracy szlaku
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EGFR/PI3K/AKT/mTOR, ale dane te wymagaja jeszcze dodatkowych badan, ktére opisane sa
dokiadniej w trzeciej przedstawionej w rozprawie pracy orginalnej.

W rozdziale pracy: . Kliniczne znaczenie przeprowadzonych badan™, Autorka wycigga
wnioski z tych bardzo rozleglych i pracochlonnych badan laboratoryjnych oraz Zzmudnych
analiz i obliczen statystycznych. Zwraca uwage dodatkowo na rézne trudnosci Zwigzane z
metodyka samych badan. Uwaza, ze przedstawione wyniki dowodza, ze ocena statusu HPV
(metodami, ktore najlepiej odzwierciedla, ze to wlasnie wirus jest inicjatorem rozwoju
nowotworu) oraz badanie ekspresji takich biomarkerow jak EGFR, AKT i pAKT moga mie¢
wartos¢ prognostyczna (i/lub ewentualnie predykcyjna) dla pacjentow z HNSCC i powinny by¢
wprowadzone do praktyki klinicznej. Zdaje sobie jednak sprawe. Ze zanim to nastapi jej badania
wymagajg potwierdzenia w badaniach przedklinicznych i klinicznych na odpowiedniej duzej
liczbie chorych. Uwazam, ze wyniki badan Autorki przedstawionej mi do recenzji pracy
doktorskiej moga sta¢ si¢ takze podstawg do badan nad mechanizmami wiodacymi do rozwoju
nowotworu, szczegolnie zwigzanymi z nowotworami glowy i szyi.

Reasumujgc uwazam, ze przedstawiona mi do recenzji praca doktorska zasluguje
na bardzo wysokg oceng, a 3 prace, ktére wehodzg w sklad rozprawy juz wezesniej zostaly
ocenione pozytywnie przez recenzentéw czasopism, w ktérych zostaly opublikowane.
Zawsze bardzo wysoko oceniam prace, ktére lacza metody podstawowe z praktyks
kliniczng. Doktorantka wykonala, z zastosowaniem dobrze dobranych metod
badawczych, i opisala rzetelnie i dojrzale wszystkie etapy bardzo pracochlonnych
eksperymentéw i wyciggnela cenne wnioski. Praca spelnia wszystkie wymagania stawiane
pracom na stopien doktora. W zwigzku z powyZszym wnosze o dopuszczenie mgr Anny Janeckiej-
Widla do dalszych etapow przewodu doktorskiego, jednocze$nie, ze wzgledu na walory poznawcze
i aspekt praktyczny, uwazam, ze praca zasluguje na wyrdznienie.
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