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Recenzja pracy doktorskiej lek. Marty Kolodziej-Rzepy, pt. ,,Poréwnanie ekspresji
wybranych markerow nowotworowych komoérek macierzystych miedzy podgrupa
chorych na nowotwory narzadow glowy i szyi z infekcja HPV16 i podgrupa chorych na

nowotwory narzadow glowy i szyi bez infekcji HPV16”

Prace wykonano w Zaktadzie Patomorfologii Nowotworow, Narodowego Instytutu Onkologii
im. Marii Sktodowskiej-Curie — Panstwowego Instytutu badawczego Oddziatu w Krakowie
Promotor: dr hab. Beata Biesaga, prof. NIO-PIB

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

OGOLNA CHARAKTERYSTYKA ROZPRAWY DOKORSKIEJ:

Praca doktorska przedtozona do recenzji sktada si¢ z cyklu trzech artykuléw —
sumaryczny wspotczynnik oddziatywania (impact factor) wynosi 5,414 (w oparciu o baze Web
of Science), za$ punktacja krajowa MEIN = 210 punktéw. Cata rozprawa doktorska liczy
w sumie 41 stron tekstu uzupelionego o zataczniki w postaci cyklu trzech artykutow oraz
oswiadczen ich wspodtautoréw. Czg$¢ opisowa pracy zostala skomponowana w sposob
klasyczny dla tego typu opracowan, tj. spisu skrotow; streszczen w jezyku polskim
i angielskim; wykazu publikacji stanowiacych prace doktorska (tzw. cykl); wprowadzenia;
celow pracy; materiatlow 1 metod; wynikow; omoéwienia wynikow; wnioskdw; piSmiennictwa,
artykulow prac cyklu; oswiadczen wspotautorow.

Doktorantka jest lekarzem o specjalnosci chirurgia ogélna oraz chirurgia onkologiczna
1 podjeta si¢ przygotowania badan, na podstawie ktorych przygotowata niniejsza rozprawe
doktorska.

Tematyka pracy dotyczy ekspresji wybranych markeréw nowotworowych (CD44,
CD98, ALDH1/2, Nanog, Oct-3/4 i Sox-2), komérek macierzystych nowotworow gltowy i szyi

w kontekscie zakazenia (lub nie) wirusem brodawczaka ludzkiego HPV typu 16.
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HPV, to bezostonkowe wirusy, o symetrii ikosaedralne, zawierajace w kapsydzie
podwdjng ni¢ DNA (dsDNA). Wirusy te wykazuja tropizm do komorek skory oraz blon
sluzowych. Wirusy HPV przenosza si¢ drogg kontaktowa, czyli musi nastapi¢ fizyczny kontakt
skory lub bton sluzowych z zakazong tkanka (np. stosunek seksualny) czy powierzchnig
skazona.

W przypadku skéry, mamy do czynienia z powstawaniem brodawek, co jest problemem
raczej natury kosmetycznej. HPV zakazajace komorki bton sluzowych (drogi moczowo
ptciowe, odbyt, btona §luzowa jamy ustnej i gardta oraz krtani), zostaty podzielone na trzy
grupy, ze wzgledu na ryzyko wywotania przez nie transformacji nowotworowej: grupa
niskiego, $redniego i wysokiego ryzyka. Do grupy wysokiego ryzyka zaliczajg sig m.in.
nastepujace typy HPV: 16, 18, 31, 33, 45, 56, nazywane ,,typami onkogennymi”. Onkogenne
typy wirusa sa odpowiedzialne za wiele przypadkow rakéw wywodzacych si¢ z blon
Sluzowych, z ktorych najbardziej znane sg raki szyjki macicy. Takze przypadki rakow glowy
1 szyi sa wigzane z tymi zakazeniami, bowiem w probkach tkanek nowotworowych czgsto
wykrywany jest materiat genetyczny HPV typdéw onkogennych. Te spostrzezenia stanowily
impuls do opracowania szczepionek przeciw typom o wysokim potencjale onkogennym, celem
postepowania profilaktycznego rakow szyjki macicy, a ostatnio takze rakéw glowy i szyi.
Drugim waznym problemem naukowym, ale tez klinicznym, jest sprawdzenie w jaki sposob
wczesniejsza infekcja HPV moze wptywac na rokowania pacjenta z nowotworem, a takze czy
etiologia wirusowa raka moze mie¢ wptyw na postepowanie terapeutyczne oraz diagnostyczne.

Doktorantka w przedstawionej do oceny rozprawie doktorskiej, podjeta problem
porownania wplywu infekcji wirusem HPV16 na ekspresje wyzej wymienionych markeréw
nowotworowych komoérek macierzystych miedzy podgrupa chorych na nowotwory narzadow
glowy 1 szyl w porownaniu do grupy pacjentow bez tej infekcji. Dodatkowo, przeprowadzita
badania wptywu zakazenia na czas przezycia wolny od choroby oraz catkowity czas przezycia.
Badani pacjenci pochodzili z regionu Matopolski w latach 1991-2014. W ramach prac
badawczych, wykorzystano tkanki nowotworowe ze zarchiwizowanych bloczkow

parafinowych.

Katedra Mikrobiologii
31-121 Krakow, ul. Czysta 18, tel. +48 12 633 25 67, faks +48 12 423 39 24

www.km.cm-uj.krakow.pl



UNIWERSYTET JAGIELLONSKI
COLLEGIUM MEDICUM
W KRAKOWIE

Wydzial Lekarski

SZCZEGOLOWA OCENA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ:
Wprowadzenie liczy 3 strony i zawiera cz¢$¢ wprowadzajaca czytelnika

w problematyke pracy doktorskiej. Charakteryzuje ogolnie nowotwory narzadow glowy i szyi
oraz ich epidemiologie, leczenie w kontekscie statusu zakazenia wirusami HPV o potencjale
onkogennym oraz biologicznych cech komoérek nowotworowych. Ponadto, w tej cz¢sci pracy
zostal rozwiniety bardziej problem ptaskonabtonkowych rakow jamy ustnej i gardta (OPSCC)
w kontekscie zakazenia wirusem HPV 16, deeskalacji leczenia i rokowania na ktorych to skupita
si¢ Doktorantka w swojej pracy doktorskiej.
Uwagi:

1. Jaka jest chorobotworczos¢ wirusow HPV, pomijajac etiologie nowotworow okolic

glowy i szyi?

Cel pracy zostat przedstawiony w postaci czterech punktéw oraz uzupetiony o cztery
hipotezy badawcze korespondujace z celami badania. Doktorantka wyrdznita tez cel
aplikacyjny pracy, ktorym ma by¢ wskazanie potencjalnych czynnikéw prognostycznych
zwigzanych z nowotworowymi komérkami macierzystymi w podgrupach chorych na raki
glowy 1 szyi w zaleznosci od statusu zakazenia przez HPV16.

Uwagi:
1. Dlaczego wybrano HPV16, a nie inne typy wirusa? Z czego wynikal taki wybor?

Materialy i metody zostaly opisane na 5 stronach manuskryptu. Doktorantka opisuje
w tym rozdziale kolejno: kwalifikacje chorych do badan; material; ekstrakcje DNA; analizg
obecnosci HPV16 metoda qPCR; ocene ekspresji wybranych markerow komorek
nowotworowych macierzystych na podstawie barwien immunohistochemicznych; oceng
barwien immunohistochemicznych; analiz¢ statystyczna. Metodyka zostala wykorzystana

w opublikowanych trzech pracach cyklu doktorskiego.
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W pracy wykorzystano bloczki parafinowe z tkankami pacjentow. Nie ma wzmianki
0 zgodzie Komisji Bioetycznej (KBET) na te badania, poniewaz wykorzystuje si¢
material biologiczny pacjentow do pracy naukowej. Informacje 0 udzielonej zgodzie
odnalaztem jedynie w artykule nr 3 cyklu doktorskiego — czy ta zgoda obejmowata
wszystkie badania, wchodzace w sktad pracy doktorskiej? Czy Doktorantka posiada te
zgody, albo moze dysponuje opinia KBET, Ze nie byla ona wymagana do tego typu
badan?
Czasem brakuje wskazanych producentéw stosowanych odczynnikow — opis metodyki
laboratoryjnej wymaga tego, aby kto§ inny modgl odtworzy¢ te same badania
w identycznych warunkach
Strona 17:

a. ,Heséijakos¢ DNA...”. Prawidlowo ,,stezenie”

b. ,,(stosunki A260/280 i A260/230)” — brakuje jednostek [nm]

c. Jaka minimalng warto$¢ odcigcia przyjeto dla wyzej wymienionych stosunkoéw

absorbancji, aby uznac izolat DNA z wystarczajaco czysty?

Strona 18 — opisano, Ze uzywano szeregdw ksylenow i alkoholi o malejacym stezeniu.
Ile byto tych stgzen, w jakiej sekwencji stosowano alkohole i ksyleny, jakie to byty
»ksyleny i alkohole” pod wzgledem chemicznym i kto byt ich producentem? Jakie
stezenie mial metanol uzywany w procesic blokowania aktywnosci endogennych
peroksydaz?
Podrozdziat 3.6 ,,Ocena barwien immunohistochemicznych”. Zastosowano ocen¢
pétilosciowg oparta o subiektywng oceng¢ wzrokowa intensywnosci zabarwienia
cytoplazmy komorek. Bardzo prosze podczas obrony pracy odnie$¢ si¢ do problemu
subiektywnej oceny i jej mozliwego wptywu na uzyskane wyniki. Co Pani mysli
o mozliwosci zastosowania metody oceny ekspresji badanych markeréw CSCs biatek
markerowych przy zastosowaniu metody RT-qPCR (PCR ilosciowego opartego na

ocenie stezenia transkryptow informacyjnego RNA w badanych probkach)?
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6. Strona 20: Podano, ze ,,0.=0,005". Czy jest to btad pisarski, ze przyj¢to tak restrykcyjny

prog istotnosci?

Wyniki zostaly zebrane na 8 stronach manuskryptu. Ich opis pokrywa si¢ z trescig trzech
opublikowanych artykutow cyklu doktorskiego i sktada si¢ z 7 podrozdziatow. W tej sekcji
znajduje si¢ tabela nr 2, w ktorej zostaly zebrane dane epidemiologiczne, kliniczne
I histopatologiczne wtaczonych do badania 152 pacjentdéw na ptaskonablonkowe raki narzadow
glowy 1 szyi w zalezno$ci od wystepowania infekcji HPV16 — daje ona obraz materiatu, na
podstawie ktorego powstala praca doktorska.

Uwagi:

1. Jak wygladaly wyniki pomiaru czystos$ci i stgzenia DNA w probkach uzytych do gqPCR?

2. Strona 21: W tabeli 2 podano, ze byto 127 m¢zczyzn, a w tekscie podrozdziatu 4.1 133.

3. Strona 22: W tabeli 2 znajduja si¢ indeksy goérne ,,a, b, c¢”, jednak brak opisu

w legendzie.

4. Dlaczego przyjeto granice wieku dla 58 lat?

Omowienie wynikow zajmuje 3 strony tekstu i naturalnie stanowi odzwierciedlenie tych
opublikowanych w kolejnych 3 artykutach cyklu doktorskiego, a poniewaz byly one
recenzowane i ewaluowane przez recenzentow i redaktorow czasopism, jako recenzent pracy
doktorskiej nie dostrzegam konieczno$ci ponownej oceny rezultatow badan. Ta cze$¢ pracy jest
synteza dyskusji w catego cyklu doktorskiego, ale by¢ moze warto by bylo oznacza¢ w tresci,
ktora cze$¢ dyskusji dotyczy ktorego artykutu cyklu, co jest oczywiscie jedynie subiektywnym
pogladem recenzenta pracy doktorskiej.

Uwagi:
1. Rdzen pracy doktorskiej opiera si¢ na analizie 63 probki, co nie jest duza liczba i moze
negatywnie wptywac na moc testow statystycznych, a co za tym idzie, zmniejszy¢ sile
wnioskow. Z drugiej strony, publikowane sg prace z mniejszg liczbg pacjentow/probek.

Bardzo prosz¢ o ustosunkowanie si¢ do tej kwestii podczas obrony pracy doktorskiej.

Katedra Mikrobiologii
31-121 Krakow, ul. Czysta 18, tel. +48 12 633 25 67, faks +48 12 423 39 24

www.km.cm-uj.krakow.pl



UNIWERSYTET JAGIELLONSKI
COLLEGIUM MEDICUM
W KRAKOWIE

Wydzial Lekarski

Whioski zajmujg 2 strony tekstu i obejmujg 7 punktow.

1. Whniosek Il — Doktorantka podaje, ze obecnos¢ DNA HPV16 w OPSCC istotnie
czedciej wystepowata u miodszych chorych, tymczasem w artykule nr 1 cyklu
doktorskiego, w tabeli 1 czytamy, ze u pacjentoéw W wieku > 58 lat odsetek ten wynosit
51,4%, a u mtodszych 25,0%.

Pismiennictwo sktada si¢ z 43 pozycji - najstarsza z roku 2003, za$§ najnowsze z roku 2021

(zatem lista zawiera nowe i hajnowsze pozycje).

Kolejng czgscia opracowania, to reprodukcja 3 artykulow wchodzacych w sktad cyklu
doktorskiego.

Ostatnig cze$cig opracowania s3 oswiadczenia wspotautorow artykutdéw wchodzacych
w sktad cyklu doktorskiego, gdzie poswiadczono ich wktad oraz opisano wktad Doktorantki,
ktory w j ocenie dowodzi Jej znaczacego naktadu pracy podczas prowadzenia badan bedacych

podstawa opublikowanych prac.

Podsumowujac, przedstawiona mi do oceny Praca doktorska lek. Marty Kotodziej-
Rzepy stanowi spojne tematycznie dzielo naukowe. Przeprowadzone i opublikowane badania
poza walorem poznawczym, majg takze znaczenie dla dalszych aplikacyjnych badan, co jest
pozadang wartoscig dodang. Doktorantka dowiodta, ze zna metodologi¢ pracy naukowej
1 potrafi ja skutecznie zastosowac, czego dowodem jest cykl prac stanowigcych kanwe pracy

doktorskiej.

Biorac pod uwage powyzsze, stwierdzam ze, Rozprawa doktorska spetnia warunki
okreslone w art. 13. ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r, o stopniach i tytule naukowym oraz
stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2017, poz. 1789) i na tej podstawie wnioskuj¢ do
Rady Naukowej Narodowego Instytutu Onkologii im. Marii Sklodowskiej-Curie —
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Panstwowego Instytutu Badawczego, 0 nadanie stopnia naukowego doktora nauk medycznych

I nauk o zdrowiu, w dyscyplinie nauki medyczne, lek. Marcie Kotodziej-Rzepie.
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Prof. dr hab. Tomasz Gosiewski
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