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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Sitarz pt. ,,Genetic, epigenetic and phenotypic
changes in cervical epithelial cells associated with highly oncogenic HPV infection in the
process of neoplastic transformation” (,,Zmiany genetyczne, epigenetyczne i fenotypowe
w komorkach nablonka szyjki macicy zwigzane z zakazeniem wysokoonkogennymi HPV
w procesie transformacji nowotworowej”)

wykonanej w Zakladzie Molekularnej Mikrobiologii Medycznej Katedry Mikrobiologii
Uniwersytetu Jagiellonskiego, Collegium Medicum oraz Zakladzie Fizyki Chemiczne;j
Wydziatu Chemii Uniwersytetu Jagielloniskiego w ramach grupy Spektroskopii
Chiralooptyczne;.

Podstawa formalng wykonania recenzji stanowi pismo prof. dr hab. Rafala Olszaneckiego —
Przewodniczqcego Rady Dyscypliny Nauki medyczne UJ z dnia 1 lipca 2021 roku
(503.5100.121.2019).

1. Formalna ocena ukladu rozprawy doktorskiej

Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska mgr Katarzyny Sitarz sktada si¢ z dwoéch
czesci. Pierwsza czgs¢ stanowi autoreferat o objetosci 30 stron, ktdry obejmuje wykaz
skrotow, krotkie streszczenia w jezyku polskim i angielskim, wstep, cel pracy, opis metodyki
badawczej, omowienie wynikow, wnioski oraz wykaz 57 wybranych pozycji pismiennictwa.
Druga cz¢s¢ rozprawy to cykl trzech publikacji naukowych, ktére sa oryginalnymi pracami,
opublikowanymi w 2020 i 2021 roku w zagranicznych i polskich czasopismach naukowych,
takich jak: International Journal of Molecular Science, Cancers i Acta Biochimica Polonica.
W skiad cyklu wehodzg nastepujace publikacje:

1. Sitarz K, Czamara K, Bialecka J, Klimek M, Zawilinska B, Szostek S, Kaczor A. HPV
Infection Significantly Accelerates Glycogen Metabolism in Cervical Cells with Large
Nuclei: Raman Microscopic Study with Subcellular Resolution. Int J Mol Sci. 2020
Apr 11;21(8):2667. doi: 10.3390/ijms21082667.

2. Sitarz K, Czamara K, Bialecka J, Klimek M, Szostek S, Kaczor A. Dual Switch in
Lipid Metabolism in Cervical Epithelial Cells during Dysplasia Development
Observed Using Raman Microscopy and Molecular Methods. Cancers (Basel). 2021
Apr 21;13(9):1997. doi: 10.3390/cancers13091997.
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3. Sitarz K, Kopec J, Zawilinska B, Klimek M, Szostek S. Sequence variation analysis of
the E1 and E2 genes of human papillomavirus type 16 in cervical lesions in women
from the south of Poland. Acta Biochim Pol. 2021 Apr 28;68(2):341-346. doi:
10.18388/abp.2020_5599.

Podkresli¢ nalezy, ze wszystkie wymienione wyzej prace, sktadajace si¢ na cykl, zostaly
opublikowane w renomowanych czasopismach z listy JCR o duzych wartosciach
wspoélczynnika oddziatywania (IF - ang. impact factor) oraz punktacji MEiS. Laczna wartos¢
IF dla tych publikacji wynosi 12,102, a tgczna liczba punktéw MEiS 320 punktow.

We wszystkich publikacjach, skladajacych sie¢ na cykl, bedacy podstawa rozprawy,
Doktorantka jest pierwszym autorem. Zgodnie z zalgczonymi do rozprawy o$wiadczeniami,
Jej udziatl procentowy w przygotowaniu tych publikacji miesci si¢ w zakresie 40 - 45%. We
wszystkich pracach recenzowanego cyklu mgr Sitarz wspotuczestniczyla w opracowaniu
koncepcji badan i projektowaniu badan, realizowala doswiadczenia (w tym oznaczyla
obecno$¢ HPV w badanym materiale, wykonywala pomiary metoda spektroskopii
ramanowskiej i barwienia komoérek metoda PAS), przeprowadzila analize wynikéw i
przygotowata manuskrypty, co §wiadczy o duzym zaangazowaniu i samodzielnosci Autorki.
Jednoczesnie sktad autorski tych publikacji wskazuje na duze wsparcie 1 zaangazowanie
calego zespolu badawczego w realizacj¢ badan, ktorych wyniki sa zawarte w niniejsze;
rozprawie doktorskiej. W mojej opinii dowodzi to zdolnosci Doktorantki do pracy w zespole,
a wzigwszy pod uwage fakt, ze badania byly realizowane w dwoch Zakladach, umiejetnosci
nawigzywania wspotpracy naukowej, jakze cennej w dzisiejszych czasach.

Nalezy doda¢, ze na przeprowadzone badania uzyskano zgode Komisji Bioetycznej UJ z
dnia 28 lutego 2019 roku, ktdra zatgczono do doktoratu.

Podsumowujgc formalng ocene pracy doktorskiej mgr Sitarz stwierdzam, ze praca ta
zostala przygotowana zgodnie z normami przyjetymi dla tego typu opracowarn.

2. Merytoryczna ocena pracy

Celem recenzowanej pracy doktorskiej bylo wykrycie i analiza zmian morfologicznych,
chemicznych, genetycznych oraz epigenetycznych w komorkach nablonka szyjki macicy
zwigzanych z infekcjag wirusami brodawczaka ludzkiego (HPV - ang. Human
Papillomavirus) z podgrupy wysokiego ryzyka (hr- ang. high risk) i ich korelacja z postgpem
zmian patologicznych, a takze detekcja nowych polimorfizméw w obrebie wirusowych
genow EI i E2 jako czynnika prognostycznego raka szyjki macicy. Warto jednak zwrécié
uwagg, ze w przypadku chorych na nowotwory ztosliwe, aby zidentyfikowa¢ okreslong ceche
biologiczna jako nowy czynnik prognostyczny, nalezy skorelowa¢ wyniki pomiaru tej cechy
z przezyciami chorych, czego Doktorantka nie przeanalizowata. Prawidlowo sformulowany
cel pracy w tym zakresie powinien zatem odnosi¢ si¢ do potencjatu prognostycznego nowych
polimorfizméw w obrebie wirusowych genéw EI i E2. Nalezy takze podkresli¢, ze
zagadnienie réznic biologicznych pomigdzy komoérkami nablonka szyjki macicy zakazonych
hrHPV u indywidualnych kobiet jest szczegélnie istotne, poniewaz wigkszos¢ zakazenh HPV
(nawet z podgrupy HPV o duzym potencjale onkogennym) przebiega bez objawow
klinicznych i ma charakter przemijajacy. U nielicznych pacjentek, najprawdopodobniej na
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skutek ostabienia uktadu immunologicznego lub z innych, jeszcze niepoznanych przyczyn,
zakazenie onkogennymi typami HPV moze prowadzi¢ do rozwoju zlosliwego nowotworu.
Mozliwo$¢ wyrdznienia takich kobiet, np. w oparciu o unikatowe cechy biologiczne komoérek
nablonka szyjki macicy, moze doprowadzi¢ do opracowania nowych strategii prewencji raka
szyjki macicy. Uwazam zatem, ze podj¢ta tematyka badawcza i wyznaczone cele sg bardzo
ambitne 1 istotne z powodu ich potencjatu aplikacyjnego.

Oryginalne prace badawcze, ktére skladaja si¢ na cykl prac bedacy podstawa
przygotowanej pracy doktorskiej mgr Sitarz byly poddane wczesniejsze] ocenie przez
redakcje czasopism i niezaleznych recenzentéw. Nalezy podkresli¢, ze duzy sumaryczny IF
tych prac (12,102) dowodzi, ze badania w nich opisane zostaly wiasciwie zaplanowane i
przeprowadzone oraz poprawnie przeanalizowane i przedyskutowane. W pracach tych na
uznanie zashiguja obszerne wstepy, w pelni wprowadzajgce czytelnika w temat
poszczegdlnych publikacji 1 dowodzace duzej znajomosci badanych probleméw i1 aktualnej
literatury.

Pierwsza publikacja dotyczy analizy zaleznosci pomigdzy stezeniem glikogenu i
wystepowaniem infekcji hrHPV oraz $rednicy komorek nablonka szyjki macicy w grupie 96
kobiet o réznym stopniu nasilenia zmian patologicznych. Infekcje hrHPV oceniono na
podstawie metody zagniezdzonego PCR (ang. nested PCR), a stezenie glikogenu zmierzono
w oparciu o metody i barwienia PAS. Wykazano, ze komorki nabtonka szyjki macicy o duzej
Srednicy (>10 pm) charakteryzuje odmienny metabolizm niz komdrki o malej $rednicy jadra
komoérkowego. W komoérkach o duzej srednicy jadra komodrkowego poziom glikogenu jest
istotnie nizszy w przypadku grup zainfekowanych hrHPV w poréwnaniu do grup
niezainfekowanych o tym samym stopniu zmian patologicznych. W komoérkach o malej
srednicy jadra komodrkowego, zgodnie z zalozeniami efektu Warburga, stezenie glikogenu
Zmniejsza si¢ wraz z narastaniem stopnia zmian patologicznych.

W drugiej publikacji przedstawiono wyniki badan nad metabolizmem lipidow w
komérkach nablonka szyjki macicy. Wykazano, ze infekcja hrHPV powoduje wzrost stezenia
lipidéw w komdrkach pochodzacych z nablonka ze stopniem zmian patologicznych HSIL. W
komorkach HSIL i komoérkach raka ptaskonablonkowego stwierdzono takze najwyzszy
poziom kopii mitochondrialnego DNA (mtDNA). Na podstawie uzyskanych wynikow
zaproponowano mechanizm ,,podwdjnego przelgczania si¢” metabolizmu lipidow. W
komdrkach LSIL mianowicie nastgpuje spadek syntezy lipidéw, wzrost syntezy glikogenu,
wzrost nienasycenia lipidow w kroplach, wzrost metylacji wysp genu SREBF i spadek liczby
kopii mtDNA, natomiast wraz ze wzrostem zaawansowania zmian patologicznych tendencje
te odwracaja si¢ i poglebiaja.

Trzecia publikacja zawiera wyniki badan dotyczgcych poszukiwania nowych
polimorfizméw genéw EI i E2 HPVI16. Autorzy wykazali wystepowanie dotychczas
nieopisanych polimorfizméw w tych genach, a takze wyzsza czesto$¢ wystepowania mutacji
w regionie zawiasowym genu E2 w komorkach raka szyjki macicy w poréwnaniu do
komérek nabtonka szyjki macicy o stopniu zmian patologicznych LSIL. Wyniki te pozwolily
na sformulowanie wniosku, ze polimorfizmy w obrebie nukleotydéw 3243-3539 genu E2
moga by¢ powigzane z procesem onkogenezy.

Prace skladajgce si¢ na cykl stanowigcy podstawe recenzowanej pracy doktorskiej sg
skrupulatnie opracowane. Na szczegélne podkreslenie zastuguje fakt wykorzystania w wyzej
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opisanych badaniach mikroskopii ramanowskiej. Do tej pory nie opublikowano bowiem
badan, w ktérych wykorzystywano mikroskopi¢ ramanowska z rozdzielczoscig
subkomoérkowsg do analizy komorek nablonka szyjki macicy.

Przy lekturze publikacji, wchodzacych w sklad cyklu, nasuwajg si¢ tez pewne uwagi i
pytania:

1. W pierwszej publikacji Autorzy we wstepie blednie stwierdzaja, ze wigkszosé
przypadkow ptaskonablonkowego raka gardla srodkowego jest wywotanych
infekcjg hrHPV, podczas gdy sredni odsetek zakazen HPV w przypadku tego
nowotworu waha si¢, w zaleznoSci od przyjetej metody oceny HPV i cech
analizowanej populacji, w graniach 20-40%.

2. Doktorantka powinna zamiesci¢ w rozprawie doktorskiej materialy dodatkowe
(ang. supplementary materials) dotyczace publikacji nr 1 i 2, poniewaz zawierajg
one podstawowe dane (dane surowe — ang. row data), jak np. liczebnosci
pacjentek w poszczegdlnych podgrupach o réznym stopniu nasilenia zmian
patologicznych, odsetki kobiet z infekcja hrHPV, czy tez dane dotyczace
zawartosci glikogenu, lipidow, stopnia metylacji czy tez zawarto$ci mtDNA w
analizowanych podgrupach. Zapoznanie si¢ z tymi dodatkowymi materialami
uzmystawia ogrom pracy i szeroki zakres analiz przeprowadzonych w
poszczegdlnych publikacjach 1 szkoda, ze Doktorantka nie zamiescita ich w
rozprawie. \

3. Czy w dalszych planach byloby zasadne przeprowadzenie pomiaru ste¢zenia
glikogenu i analizy metabolizmu lipidow w grupie 22 kobiet, w ktorych zbadano
polimorfizmy genéw E! i E2 oraz skorelowanie ze sobg tych wynikow?

Przedstawiony w pierwszej czesci rozprawy doktorskiej mgr Sitarz autoreferat sklada si¢ z
nastepujgcych czesci: wykazu skrotow, streszczen w jezyku polskim i angielskim,
teoretycznego wstepu, celu pracy, omowienia wynikow, wnioskéw oraz zestawu
piSmiennictwa. Jest on napisany prawidlo i przejrzyscie, jednakze Autorka nie ustrzegla si¢
kliku bledow:

1. W czesci Autoreferatu ,,Materialy i Metody” nalezalo poda¢ liczebnosci badanych
podgrup kobiet o réznym stopniu nasilenia zmian patologicznych. W czgsci tej
brak takze opisu metod odnoszgcych si¢ do badania polimorfizméw genéw E7 1 E2
HPV16. Podobna sytuacja dotyczy podrozdzialu ,,Metody statystyczne, gdzie
Autorka nie wymienia testow zastosowanych w analizie wyst¢powania
okreslonych polimorfizméw. Informacje te sa, co prawda, podane w publikacji nr
3, ale dla porzadku, powinny by¢ rowniez podane w Autoreferacie.

2. W rozdziale Autoreferatu ,,Omoéwienie wynikow” nalezato przedstawi¢ wyniki
dotyczace odsetka kobiet zakazanych w hrHPV w analizowanych grupach kobiet.

Ponadto, w odniesieniu do wniosku dotyczacego wplywu infekcji hrHPV na
przyspieszenie metabolizmu glikogenu w komoérkach nablonka szyjki macicy o duzej
$rednicy jadra komoérkowego, co Doktorantka wigze z aktywacja przez wirusowe
onkoproteiny (E6 i E7) kinazy biatlkowej Akt, uwazam, ze wartoSciowe byloby
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przedyskutowanie kwestii wplywu E6 i E7 na poziom ufosforylowania tej kinazy. W
nawigzaniu do wniosku o potencjale mikroskopii ramanowskiej, jako metody oceny
obecnosci HPV, nalezaloby przedyskutowaé perspektywy wprowadzenia takiego testu do
praktyki diagnostycznej, zwlaszcza w kontekscie walidacji metody, jej ceny i dostgpnosci.

Z obowigzku recenzenta nalezy takze wspomnie¢ stosunkowo drobne uchybienia
edytorskie, zauwazone podczas lektury niniejszej rozprawy, takie jak nieliczne bledy
jezykowe, brak wyjasnienia niektorych skrotéw (np. PAS), oraz pewne niezrgcznosci
jezykowe (np. ,,poZzne komorki przerzutowe” zamiast ,.komoérki na péznych etapach procesu
przerzutowania”).

Pragne jednak podkresli¢, ze zawarte w recenzji komentarze i uwagi nie umniejszaja
warto$ci merytorycznej recenzowanej rozprawy.

3. Podsumowanie

Podsumowujgc, wysoko oceniam rozprawe mgr Sitarz pod wzglgdem merytorycznym.
Wyniki badan, bedace przedmiotem rozprawy, dotycza bardzo istotnego zagadnienia — proby
wyrdznienia kobiet z infekcja hrHPV w komoérkach nablonka szyjki macicy, ktére sa
narazone na rozwdj raka szyjki macicy. Przedstawione wyniki majg zatem potencjal
aplikacyjny, poniewaz moga znalezé zastosowanie w diagnostyce zmian patologicznych
komoérek nablonka szyjki macicy. Na podkreslenie zastuguje takze zastosowanie w
przeprowadzonych badaniach licznych metod z zakresu biologii molekularnej, a takze
mikroskopii ramanowskiej z rozdzielczoscig subkomoérkows, ktéra do tej pory nie byla
wykorzystana do analizy komorek nabtonka szyjki macicy.

W zwigzku z powyzszym stwierdzam, ze przedtozona do recenzji rozprawa doktorska p.
mgr Katarzyny Sitarz spetnia wszelkie wymagania ustawy o stopniach i tytutach naukowych.
Zwracam sie zatem do Rady Dyscypliny Nauki medyczne UJ o przyjecie przestawione]
rozprawy doktorskiej i dopuszczenie p. mgr Katarzyny Sitarz do dalszych etapow przewodu
doktorskiego. Jednoczesnie, biorac pod uwage nowatorski charakter przeprowadzonych badan
i ich potencjat aplikacyjny oraz fakt, ze zostaly one opublikowane w trzech artykutach z listy
filadelfijskiej, a taczny wspolczynnik oddziatywania wyniost 12,102, zgltaszam wniosek o
wyréznienie pracy.

Dr hab. n .med. Beata Biesaga, prof. nadzw.
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