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1. Imig i nazwisko: Slawa Szostek

2. Posiadane dyplomy i stopnie naukowe

e 1985 rok — uzyskanie magisterium z biologii, Uniwersytet Jagiellonski, Wydziat
Biologii i Nauk o Ziemi, Krakéw. Tytul pracy magisterskiej: ,,Dobowe zmiany
aktywnosci arylosulfatazy AiB w watrobie szczura”, promotor — dr hab. J acek
Twardowski,

o 1989 rok — uzyskanie specjalizacji I stopnia z zakresu mikrobiologii, nr dyplomu
69/1989r. z prawem wykonywania zawodu diagnosty laboratoryjnego nr 04050

e 1997 rok - uzyskanie tytutu doktora nauk biologicznych ze specjalnoscia
mikrobiologia, Uniwersytet Jagiellonski, Collegium Medicum, Wydziat Lekarski.
Tytut rozprawy doktorskiej: ,,Nowoczesne metody wykrywania zakazen drég rodnych
wywotanych wirusem Papilloma”, promotor — prof. dr hab. Izabella Zgérniak-

Nowosielska.

3, Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu

o 1985—1998, asystent i starszy asystent w Zakladzie Wirusologii Katedry
Mikrobiologii, Wydziat Lekarski Akademii Medycznej w Krakowie nastgpnie
Collegium Medicum UJ w Krakowie,

o 19982011, adiunkt w Zakladzie Wirusologii Katedry Mikrobiologii UJ CM w
Krakowie,

o 2011 —nadal, starszy wykladowca w Zakladzie Wirusologii Katedry Mikrobiologii UJ

CM w Krakowie.
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4, Przedstawienie osiaggniecia naukowego

Tytut osiggniecia naukowego wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.):

,, Rola wybranych czynnikéw infekeyjnych i polimorfizmu onkogenu E6 w procesie
kancerogenezy komoérek nablonka szyjki macicy zakazonych wirusem brodawczaka

ludzkiego typu 16”

Wiekszo$¢ badan byla prowadzona w ramach projektu N N401 219034 finansowanego przez
MNiSW w latach 2008 — 2012 oraz projektéw prowadzonych w ramach dotacji Uczelni na

dziatalno$¢ statutowa.

4.1. Publikacje wchodzace w sklad osiagniecia naukowego

1) Szostek S., Klimek M., Zawilinska B., Kosz-Vnenchak M. (2008) Genotype-specific
human papillomavirus detection in cervical smears. Acta Biochim Pol 55, 687-692.
(IF = 1,448; MNiSW = 15 pkt.)
Méj wkiad w powstanie tef publikacji polegat na przeprowadzeniu oznaczen metodg PCR i
identyfikacji genotypow wirusa brodawczaka ludzkiego technikq hybrydyzacji na paskach
nitrocelulozowych, zebraniu i przeanalizowaniu wynikéw oraz napisaniu manuskryptu. Moy

udziat procentowy oceniam na 80%.

2) Szostek S., Zawilinska B., Kope¢ J., Kosz-Vnenchak M. (2009) Herpesviruses as
possible cofactors in HPV 16-related oncogenesis. Acta Biochim Pol 56, 337-342.
(IF = 1,262; MNiSW = 15 pkt.)
Mdj whtad w powstanie tej publikacji polegat na sformutowaniu koncepcji badar,
kierowaniem calq pracq doswiadczalng, przeprowadzeniem zadar eksperymentalnych
dotyczgcych ustalenia genotypu wirusa i postaci genomu HPV-16, na analizie wynikéw oraz

opracowaniu manuskryptu. Moj udzial procentowy oceniam na 75%.

3) Szostek S., Zawilinska B., Klimek M., Wéjcik K., Koprynia M., Kosz-Vnenchak M.

(2011) Réznicowanie postaci zintegrowanej i episomalnej DNA HPV-16 metoda real-
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time PCR w wydzielinie szyjki macicy kobiet z rozpoznang $rédnablonkows
neoplazjai rakiem szyjki macicy (Differentiation of an integrated and episomal HPV-
16 DNA using real-time PCR in cervical specimens of women diagnosed with
intraepithelial lesions and invasive cervical cancer). Ginekol Pol 82, 441-445.
(IF = 0,411; MNiSW = 15 pkt.)
Méj wkiad w powstanie tej publikacji polegat na opracowaniu koncepcji pracy,
przeprowadzeniu zadan eksperymentalnych zwigzanych z opracowaniem metody
réznicowania postaci zintegrowanej i episomalnej DNA HPV przy uzyciu metody real-time
PCR oraz analizie wynikow i napisaniu manuskryptu. Mdj udziat procentowy oceniam na

75%.

4) Szostek S., Zawilinska B., Biernat-Sudolska M., Kopeé J., Kleszcz E., Koprynia M.,
Rojek-Zakrzewska D., Kosz-Vnenchak M. (2014) Differences in the expression of
human papillomavirus type 16 (HPV-16) E6 oncogene mRNA in SiHa cell line
inoculated with CMV, HSV or ureaplasmas. Folia Biol (Krakéw) 62, 73-78.

(IF = 0,882; MNiSW = 15 pkt. )
Méj wktad w powstanie tej publikacji polegat na sformutowaniu koncepcji badan,
zorganzzowanzu calej pracy doswiadczalnej, na przeprowadzeniu czgsci do$wiadczen
obejmujgcych oceng poziomu ekspresji onkogenu wWirusowego w badanych komdrkach metodq
real-time PCR, na zebraniu i opracowaniu wynikéw oraz napisaniu manuskryptu. Moj udzial

procentowy oceniam na 65 %.

5) Szostek S., Zawilinska B., Klimek M., Kosz-Vnenchak M. (2016) HPV16 E6
polymorphism and physical state of viral genome in relation to the risk of cervical
cancer in women from the south of Poland. Acta Biochim Pol 63,
doi.org/10.18388/abp.2016
(IF = 1,187; MNiSW = 15 pkt.)
Méj wiktad w powstanie tej publikacji polegal na sformulowaniu koncepcji badan,
przeprowadzeniu zadar eksperymentalnych dotyczqcych ustalenia postaci genomu HPV-16,
analizie sekwencji danego wariantu wirusa, opracowaniu wynikow oraz napisaniu

manuskryptu. Mdj udzial procentowy oceniam na 80%.

Sumaryczny Impact Factor powyiszych prac: 5,19 oraz 75 pkt MNiSW.
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4.2 Oméwienie celu naukowego w/w prac i osiggni¢tych wynikow.

Jednotematyczny cykl prac zatytutowany

,, Rola wybranych czynnikéw infekeyjnych i polimorfizmu onkogenu E6 w procesie
kancerogenezy komérek nablonka szyjki macicy zakazonych wirusem brodawczaka
ludzkiego typu 16”

obejmuje badania oceniajace czgstosé wystepowania wybranego genotypu wirusa
brodawczaka ludzkiego (HPV-16) w narzadzie rodnym kobiet z roznym zaawansowaniem
zmian cytologicznych szyjki macicy oraz rakiem szyjki macicy, jak rowniez oceng jego
znaczenia w procesie onkogenezy. Rola tego genotypu w kancerogenezie szyjki macicy byta
badana w powigzaniu z postacig genomu wirusowego oraz wystepowaniem innych
czynnikéw infekeyjnych - wiruséw z rodziny Herpesviridae oraz atypowych bakterii z
rodzaju Ureaplasma. Przeanalizowano réwniez stopien polimorfizmu sekwencji kodujacej
onkogen E6 HPV-16 w powigzaniu z ocena jego znaczenia u kobiet z rakiem szyjki macicy i
kobiet ze zmianami o malym stopniu zaawansowania (LSIL).

Neoplazja szyjki macicy jest procesem ztozonym i wieloczynnikowym, w ktérym rolg
inicjujaca przypisuje si¢ gtownie wirusowi brodawczaka ludzkiego (ang. human
papillomavirus, HPV), szczeg6lnie HPV-16. Wirus typu 16 klasyfikowany jest do gatunku
Alphapapillomavirus-9, rodziny Papillomaviridae. Jest to maty (52-55 nm), nie posiadajacy
ostonki wirus zawierajacy dwuniciowy, kolisty DNA o dhugosci okoto 8 kpz. Wirusowy
genom sklada sig z regionu wczesnego (geny wezesne: E1, E2, E4, ES, E6, E7), regionu
poznego (geny pdzne (L1, L2)1 regionu kontrolnego LCR (ang. non-coding long control
region). Klasyfikacja HPV zostala oparta na genetycznym podobienstwie sekwencji DNA
kodujacej biatko kapsydu L1 co pozwolito na identyfikacje ponad 100 genotypow zwigzanych
7 zakazeniami bton §luzowych i skéry cztowieka. W obrebie narzadu plciowego wystepuje
okoto 30 genotypéw HPV, ktore ze wzgladu na czestosé wystepowania w zmianach
przednowotworowych i nowotworowych podzielono na te o:

e wysokim potencjale onkogennym HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59,

68,73182

o prawdopodobnym wysokim potencjale onkogennym HPV 26, 53, 66
e niskim potencjale onkogennym HPV 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61,70, 72, 81 [Bosch i
wsp. 2002, Munoz i wsp. 2003, Bernard i wsp. 2010].
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Rak szyjki macicy stanowi w Polsce nadal powazny problem epidemiologiczny. Pomimo, ze
liczba zachorowan stopniowo obniza sig, pozostaje jednak wcigz na wysokim poziomie w
poréwnaniu z innymi krajami europejskimi. Wedhug danych z 2012 roku, Polska plasuje si¢
na 24 miejscu wérod 40 krajow europejskich, z zapadalnoscig 15,3 na 100 000 w poréwnaniu
do $redniej krajéw Unii Europejskiej 11,3 na 100 000 i chociaz od poczatku lat 80-tych XX
wieku obserwuje sie spadek umieralnosci z powodu raka szyjki macicy we wszystkich
grupach wiekowych, to nadal umieralno$é w Polsce jest 2 razy wyzsza niz przecietna dla
krajéw Unii Europejskiej [Ferlay i wsp. 2013]. Na role wysokoonkogennych typow
papillomawirusow, a szczegblnie HPV-16, wlinicj acji procesu transformacji nowotworowej
szyjki macicy wskazuja wyniki badaf epidemiologicznych pochodzace z réznych regionéw
geograficznych [Clifford i wsp. 2003a, Clifford i wsp 2003b]. W Polsce badania dotyczace
wystepowania poszczegblnych genotypéw papillomawirusow w nablonku szyjki macicy
kobiet nie byly przed rokiem 2008 prowadzone na szeroka skale i ograniczaly sig tylko do
okreslonych wojewodztw [Dudkiewicz i wsp. 2001; Liss i wsp. 2002; Dybikowska i wsp.
2002; Bardin i wsp. 2002] i dlatego

w pracy nr 1. pt. “Genotype-specific human papillomavirus detection in cervical smears”
podjetam prébe oceny czestosci wystgpowania poszczegblnych genotypdéw wirusa
brodawczaka ludzkiego wystepujacych w komoérkach nabtonka szyjki macicy u kobiet z
terenu Polski potudniowej, w zaleznosci od zaawansowania zmian cytologicznych. Badania
przeprowadzone u kobiet ze zdiagnozowana érédnabtonkows neoplazjg szyjki macicy, rakiem
szyjki macicy oraz w grupie kontrolnej (bez zmian cytologicznych) potwierdzity obecnosé 19
réznych genotypéw HPV w badanych materiatach. Najczesciej wykrywano DNA HPV-16, a
nastepnie HPV-51 i HPV-52. Zakazenia mieszane, spowodowane 2-5 r6znymi genotypami
wirusa potwierdzono u prawie 50% badanych kobiet. Dominowaty one w grupie kontrolnej
oraz u kobiet ze zmianami o matym stopniu zaawansowania. Wraz z progresja zmian
srédnablonkowych nastepowata redukcja liczby wykrywanych genotypéw oraz selekcja
wysokoonkogennych wiruséw, z dominacja HPV-16 jako jedynego wykrywanego genotypu u

kobiet z rakiem szyjki macicy.

Proces onkogenezy zwiazany z zakazeniem HPV jest szeroko badany na poziomie
molekularnym. Wykazano, ze warunkiem progresji zmian $rodnabtonkowych szyjki macicy
jest przetrwata infekcja wirusowa, z wysoka ekspresjg onkogenow E6 i E7 HPV oraz
produkcjg znacznych ilosci wirusowych biatek onkogennych E6/E7 [Ganguly i wsp. 2009].
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Wirusowe onkoproteiny maja zdolno$¢ wiazania sig z komérkowymi produktami genow
supresorowych p53 i pRb, co prowadzi do zaburzenia cyklu komoérkowego, blokowania
proceséw apoptozy, a nastgpnie transformacji komérek nablonkowych [Dyson i wsp. 1989,
Scheffner i wsp. 1990, Magal i wsp. 2005]. W wigkszosci zakazen wysokoonkogennymi
typami HPV wzrost ekspresji sekwencji E6 i E7 wystgpuje po integracji wirusa z genomem
komérki gospodarza. W tym procesie nastgpuje uszkodzenie otwartej ramki odczytu E2,
rzadziej E1, co wptywa na zahamowanie funkcji tych genoéw i niekontrolowang ekspresje
wirusowych onkogenéw E6 i E7.

Wysoka czesto$é wystepowania HPV o wysokim potencjale onkogennym (76/90 HPV+;
84%) u kobiet w populacji Polski potudniowej, co wykazano w pracy nr 1. pt. ,,Genotype-
specific human papillomavirus detection in cervical smears”, sklonita mnie do opracowania
metody oceniajacej posta¢ genomu wirusa (posta¢ zintegrowana, mieszana, episomalna) jako
czynnika ryzyka progresji zmian $rédnabtonkowych szyjki macicy do raka szyjki macicy.
Pierwsze badania polegaly na jednoczasowej amplifikacji genu regulatorowego E2 i
onkogenu E6 HPV-16 w danym izolacie DNA pochodzacym z materiatu klinicznego, z
zastosowaniem metody multiplex PCR i komputerowej oceny potilosciowej uzyskanych
produktéw amplifikacji, na podstawie intensywnosci ich $wiecenia po rozdziale
elektroforetycznym [Szostek i wsp. 2008 - ze spisu publikacji poza gtéwnym osiggnigciem
naukowym].

W pbzniejszej pracy nr 3. pt. ,RéZnicowanie postaci zintegrowanej i episomalnej DNA
HPV-16 metoda real-time PCR w wydzielinie szyjki macicy kobiet z rozpoznang
§rédnablonkowa neoplazja i rakiem szyjki macicy” opracowano i opisano metodg
ilodciowa wykrywania postaci genomu HPV (zintegrowana, mieszana i episomalna) w
oparciu o stosunek liczby kopii sekwencji E2 1 E6 w badanym izolacie DNA. Metodg PCR w
czasie rzeczywistym szacowano takze stopien zaawansowania infekcji poprzez okreslenie
wirusowego tadunku (viral load) w zakazonych komérkach nabltonka. Uzyskane wyniki
korelowano ze stopniem zaawansowania zmian érédnabtonkowych i rakiem szyjki macicy.
7aobserwowano znamienne réznice srednich ilosci kopii wirusa w grupie kobiet z LSIL i
HSIL (ang. high-grade squamous intraepithelial lesion) w poréwnaniu z rakiem szyjki macicy
(p<0,001). U kobiet ze zintegrowana postacig genomu HPV-16 wykrywano najwyzsze
wartosci liczby kopii wirusa. Wykazano réwniez, ze czgsto$¢ wystepowania postaci
zintegrowanej genomu HPV-16 wzrastata znamiennie wraz z zaawansowaniem zmian
dysplastycznych szyjki macicy (p<0,001). Zwrocono takze uwage na stosunkowo wysoki

udziat mieszanych postaci (zintegrowana i episomalna w jednym izolacie) genomu HPV-16 u
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mtodych kobiet ze zmianami o matym stopniu zaawansowania, co sugerowatoby Ze integracja

jest mozliwa juz na wezesnym etapie procesu nowotworzenia szyjki macicy.

Chociaz zakazenia HPV sa szeroko rozpowszechnione w narzadzie rodnym mtodych kobiet,
to czesto maja one charakter przejsciowy z samoistna eliminacja wirusa [Moscicki i wsp.
2004, Brown i wsp. 2005]. Szacuje sig, ze do przetrwatej infekeji HPV dochodzi tylko u 5-
10% zakazonych kobiet, co sugeruje rolg innych czynnikéw decyduj gcych o tej formie
zakazenia. Spoérod nich najezgdciej wskazuje si¢ na znaczenie typu HPV i jego potencjatu
onkogennego, mtodego wieku rozpoczgcia kontaktow plciowych, liczby partnerow
seksualnych, palenia tytoniu, dlugiego okresu stosowania hormonalnych srodkow
antykoncepcyjnych, immunosupresji np. zwigzanej z zakazeniem HIV [Castellsagué X.
2008]. Proces kancerogenezy szyjki macicy jest ztozony i wieloczynnikowy wobec tego
poszukiwanie kofaktoréw rokowniczych pozwalajacych na identyfikacje kobiet najbardziej
zagrozonych transformacja nowotworows szyjki macicy jest wazne z punktu widzenia
klinicznego. Jakkolwiek juz inni autorzy zwracali uwagg, ze wspdlistniejace zakazenia
przenoszone droga plciowa mogg by¢ istotne w progresji zmian przednowotworowych, co
zostalo potwierdzone na przyktadzie Chlamydia trachomatis, to nadal kwestia ta jest ciagle
dyskutowana [Mendoza i wsp. 2014, Vielot i wsp. 2015, Wohlméister i wsp. 2016, Liui
wsp. 2016, de Abreu i wsp. 2016].

Badania serologiczne przeprowadzone juz w latach 60. i 70. XX wieku zwracaly uwagg, ze u
kobiet posiadajgcych przeciwciata swoiste dla wirusa Herpes simplex 2 (HSV-2) wystapienie
raka szyjki macicy wiazato sie z 2-3 krotnie wyzszym ryzykiem niz u kobiet
seronegatywnych [Rawls i wsp. 1986]. W badaniach przeprowadzonych in vitro uzyskano
transformacje nowotworowa komérek nabtonka szyjki macicy immortalizowanych HPV po
ich stymulacji poprzez trwalg integracje subfragmentami Xho?2, uzyskanymi po cigciu
enzymami restrykcyjnymi genomu HSV-2 (DiPaolo i wsp. 1998). Rowniez udziat ludzkiego
wirusa cytomegalii (CMV) w powstawaniu zmian dysplastycznych i nowotworowych
prébowano potwierdzi¢ w eksperymentach przeprowadzanych na modelu mysim [Heggie i
wsp. 1986]. Ukazaly sig takze pojedyncze prace sugerujace role wirusa Epsteina-Barr (EBV)
w etiopatogenezie raka szyjki macicy na podstawie danych epidemiologicznych
wykrywajacych swoiste przeciwciata lub obecnosci wirusowego DNA i jego transkryptow
[Sagawa i wsp. 2000, Szkaradkiewicz i wsp. 2004, Prayitno A. 2006, Aromseree i wsp.2015].
Celem pracy nr 2. pt. ,Herpesviruses as possibile cofactors in HPV-16-related

oncogenesis” byla ocena wystepowania zaleznosci pomiedzy postacig genomu HPV-16 a
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réwnoczesng infekcjg komoérek nablonka szyjki macicy wirusami z rodziny Herpesviridae
(CMV, EBV, HSV-1, HSV-2, HHV-6, HHV-7) u kobiet ze zmianami przednowotworowymi i
z rakiem szyjki macicy.

Wykazano u 72% HPV-16 pozytywnych kobiet wystepowanie koinfekcji z herpeswirusami.
U ponad potowy tych pacjentek (52%) wykryto zakazenie szyjki macicy wirusem
cytomegalii, u 22% wirusem Epsteina-Barr, u 14,5% HHV-7, u 10% HHV-6, a najrzadziej
HSV-1 (5%) i HSV-2 (4%). Wspotistnienie HPV-16 z pojedynczym herpeswirusem
wykazano u 60% badanych i naj czedciej byta to infekcja CMV (61,5%), nastgpnie EBV
(15%), HHV-7 (11,5%), HHV-6 (7,6%), HSV-1 (3,8%). Obecno$é dwdch herpeswirusow
wykryto u 37% badanych kobiet, przy czym w 50% przypadkéw byt to CMV i EBV. Wirusy
te najczesciej wystgpowaly w grupie kobiet z rakiem szyjki macicy w poréwnaniu z LSIL
(p<0.004) i grupg z HSIL (p < 0.006) a ich obecno$¢ wiazata sig odpowiednio z 6- 1 7-
krotnym ryzykiem wystgpienia postaci mieszanej lub zintegrowanej genomu HPV-16. Na tej
podstawie wysunigto wniosek, ze zakazenia herpeswirusami szyjki macicy, a szczegélnie
wirusem cytomegalii i/lub Epsteina-Barr sprzyjaja integracji HPV-16, co moze przyczynia¢

sie do inicjacji 1 rozwoju raka szyjki macicy.

Badania ostatnich lat zwracajg rowniez uwagg na sktad mikrobiomu pochwy i przewodu
pokarmowego W rozwoju nowotwordw narzadu rodnego. Wzrost pH wydzieliny pochwy
moze byé zwigzany nawet z 30% wyzszym ryzykiem rozwoju zmian dysplastycznych matego
stopnia komorek nabtonkowych [Clark i wsp. 2012]. U kobiet HPV-dodatnich wykazano
wieksze zréznicowanie gatunkowe $rodowiska pochwy, co moze mie¢ zwigzek z
utrzymaniem przetrwatej infekcji wirusowej [Gao i wsp. 2013]. Ponadto Brotman i wsp. 2014
potwierdzili w badaniach wielokrotnie powtarzanych przez 16 tygodni, ze dominacja
Lactobacillus gasseri w mikrobiomie kobiet aktywnych seksualnie wplywata istotnie na
eliminacje zakazenia HPV.

Juz w 1993 roku wykrywalam czesciej zakazenia ureaplazmami u kobiet ze $rédnablonkowsy
neoplazja szyjki macicy w poréwnaniu z grupg kontrolna. [Szostek i wsp. 1993, ze spisu
publikacji poza gtownym osiggnieciem naukowym]. Ewentualna kooperacja ureaplazm w
onkogenezie szyjki macicy jest W literaturze rzadko podejmowana, prawdopodobnie ze
wzgledu na przyjety dla tej grupy drobnoustrojow status sktadnika flory fizjologiczne;.
Jednak nasze pozniejsze badania przeprowadzone na wickszej grupie pacjentek (N=387)
wykazaly, ze ryzyko zakazenia wysokoonkogennymi typami HPV wzrastato prawie 5-krotnie

u kobiet réwnoczesénie zakazonych Ureaplazma urealyticum [Biernat-Sudolska iwsp. 2011 ze
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spisu publikacji poza gtéwnym osiggnigciem naukowym]. Mechanizm tego oddziatywania nie
zostat jeszcze poznany i nie wiadomo, czy dochodzi tutaj do bezposredniej interakeji innych
czynnik6w infekcyjnych na molekularne mechanizmy wirusowej patogenezy HPV, czy tez
wspolistniejace patogeny potegujg zaburzenia prawidtowego cyklu komoérkowego wywolane
onkoproteinami wirusowymi, co w konsekwencji moze prowadzi¢ do niekontrolowanej
proliferacji i transformacji nowotworowe;. Odpowiedz na te pytania mogg przynies¢ kolejne
badania.

Dlatego tez w pracy nr 4. pt. ,,Differences in the Expression of Human Papillomavirus
Type 16 (HPV-16) E6 Oncogene mRNA in SiHa Cell Line Inoculated with CMV, HSV
or Ureaplasmas” probowatam odpowiedzie¢ na pytanie czy czynniki infekcyjne takie jak
ureaplazmy (Ureaplasma urealyticum, Ureaplasma parvum) oraz wirusy opryszczki i
cytomegalii moga prowadzi¢ do zmian w ekspresji onkogenu E6 HPV-16. Badanie
przeprowadzono na modelu komérkowym, w linii komérek SiHa wywodzacych sig z raka
szyjki macicy i charakteryzujgcej sig wystepowaniem zintegrowanego genomu HPV-16 w
ilogci 1-2 kopii wirusa na komorke. Hodowle inokulowano oddzielnie sze$cioma réznymi
patogenami: HSV-11HSV-2, CMV szczepami Town i AD169 oraz Ureaplasma parvum i
Ureaplasma urealyticum. Po 24 godzinach inkubacji izolowano catkowite RNA i poddawano
odwrotnej transkrypcji. Ilogciowa oceng poziomu ekspresji mRNA onkogenu E6 HPV-16 w
komérkach SiHa przeprowadzano metoda real-time PCR i standaryzowano jego ilos¢ z
poziomem ekspresji komorkowego genu regulatorowego GAPDH (ang. glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase, gen kodujacy dehydrogenaze aldehydu 3-fosfoglicerynowego).
Wykazano okoto 1,5 — krotny, nieznamienny statystycznie wzrost mRNA onkogenu E6 HPV-
16 w hodowlach SiHa inokulowanych HSV-1i HSV-2 w poréwnaniu z poziomem ekspresji
E6 w niezakazonych komoérkach kontrolnych. W przypadku obu szczepow wirusa cytomegalii
obserwowano brak wptywu lub nieznaczna redukcje poziomu mRNA E6. Poziom mRNA E6
HPV-16 w hodowli SiHa inokulowanej Ureaplasma parvum nie ulegh zmianie natomiast
prawie pieciokrotny wzrost ekspresji tego onkogenu obserwowano w przypadku obecnosci
Ureaplasma urealyticum. Uzyskane wyniki po raz pierwszy pokazaty, ze obecnosé
Ureaplasma urealyticum w drogach rodnych kobiet moze wptywac na nadekspresje onkogenu

E6 HPV-16.

Badania ostatnich lat koncentrujg sie takze na znaczeniu genetycznych zmian w obrgbie
sekwencji genoméw wysookonkogennych typow HPV, ich zréznicowanej dystrybucji w
réznych regionach §wiata i ich ewentualnym zwiazku z rozwojem raka szyjki macicy.
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Celem kolejnej pracy nr 5. pt. ,,HPV16 E6 polymorphism and physical state of viral
genome in relation to the risk of cervical cancer in women from the south of Poland”
byta ocena polimorfizmu onkogenu E6 HPV-16 i analiza postaci genomu (forma
zintegrowana, mieszana, episomalna) wykrywanych wariantéw wirusowych u kobiet z rakiem
szyjki macicy w por6wnaniu z grupg kobiet ze zmianami o niskim stopniu zaawansowania
(LSIL).

Wr6d badanych 80 kobiet wykryto 12 réznych wariantow onkogenu E6 HPV-16, w tym 96%
nalezato do typu europejskiego (EUR), pozostate zakwalifikowano do typu pétnocno-
amerykanskiego (NA1). Sposrod wariantéw europej skich tylko 34% bylo identycznych z
sekwencja prototypowa (EUR-350T). Warianty z mutacja T350G dominowaly i wystgpowaly
z podobng czestoscia u kobiet z rakiem szyjki macicy (67,5%) i LSIL (60%). Analiza
sekwencji onkogenu E6 wykazata w 34% badanych materiatach substytucje 9 réznych
nukleotydow (G122A, T137G, G145T, C153T, G176A, G188A, T295G, C335T, T350G)
prowadzace do zmian aminokwaséw oraz 4 ciche mutacje, wéréd ktoérych najczesciej
wykrywano T109C (16%). Zidentyfikowano nie opisane wezesniej w literaturze, dodatkowe
punktowe mutacje w pozycjach G122A, C153T oraz G188A wystepujace w onkogenie E6
wariantéw europejskich. Te nowe warianty zostaty zgloszone do bazy danych GenBank.
Czestosé wykrywanych zmian nukleotydowych w wariantach EUR-350G byla znamiennie
wyzsza (w 24/48 materiatéw) w poréwnaniu do sekwencji EUR-350T (3/29 materiatéw). Nie
wykazano znamiennych réznic w Srednie] Jiczbie mutacji w przeliczeniu na probke w grupach
badanych kobiet. Natomiast potwierdzono, ze mutacje ciche (synonimiczne) znamiennie
czesciej wystepowaty u kobiet z LSIL i ich obecnosé 6-krotnie zwigkszata
prawdopodobienistwo wystapienia zmian o matym stopniu nasilenia.

Wszystkie warianty typu NA1 (n=3) charakteryzowaly si¢ mieszang postacia genomu wirusa.
Postaé mieszana dominowata takze w wariantach EUR-350G. Wsréd probek z episomalna
forma wirusowego DNA najczgsciej wystepowata sekwencja prototypowa EUR-350T (brak
mutacji) badanego onkogenu. Mutacje niesynonimiczne czgéciej byly obserwowane w
materiatach zawierajacych mieszang lub zintegrowang postaé wirusowego DNA w
poréwnaniu z postacig episomalna. Réznice te byly istotne statystycznie (p=0,002).
Wieloczynnikowa analiza dystrybucji wariantéw w zaleznodci od postaci genomu HPV-16 i
rozpoznania klinicznego wykazata, ze w prébkach raka szyjki macicy ze zintegrowang
postacig najczesciej byt wykrywany prototyp EUR-350T (43%) lub EUR-350G bez
dodatkowych mutécji (47%). Wyniki te w poréwnaniu do pozostatych wariantéw byly

istotne statystycznie (odpowiednio p = 0,001 i p= 0,004 (przy df = 2), Pearson chi®).
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Wyniki pracy pozwolily na wysunigcie nastgpujacych wnioskow:

W badanej populacji kobiet z Polski potudniowej gléwnie wystepuja europejskie
warianty onkogenu E6 HPV-16.

»  Wystgpowanie dodatkowych mutacji punktowych w sekwencji kodujacej onkogen E6
znamiennie czedciej obserwowane w wariantach EUR-350G w poréwnaniu do
wariantow EUR- 350T moze wskazywaé na istotng role tego miejsca (T350G) w
promowaniu zmiennosci sekwencji onkogenu E6.

+ Dominacja sekwencji prototypowej EUR-350T i wariantu EUR-350G bez
dodatkowych zmian nukleotydowych u kobiet z rakiem szyjki macicy i postacig
zintegrowang genomu HPV-16 moze sugerowac o predyspozycji tych wariantow do

integracji wirusa z genomem komorki gospodarza.

Whioski konicowe

Przeprowadzony cykl badaf pozwolil na wylonienie dodatkowych czynnikow
prognostycznych, ulatwiajacych oceng ryzyka progresji zmian §rédnabtonkowych szyjki
macicy u kobiet zakazonych wysokoonkogennym typem HPV-16, majgcych rowniez
znaczenie praktyczne, ktére moze by¢ wykorzystane w przygotowaniu zalecen stuzacych

profilaktyce raka szyjki macicy.

1. Potwierdzenie, ze wraz z postepem zmian w komérkach nablonka szyjki macicy
nastepuje selekcja typow HPV do pojedynczego wysokoonkogennego wirusa
wskazuje, ze u kobiet HPV-pozytywnych wielokrotnie powtarzane genotypowanie

HPV ma znaczenie prognostyczne.

2. Wysoka czesto$é wystgpowania mieszanych postaci genomu HPV u kobiet z
zaawansowanymi zmianami i rakiem szyjki macicy sugeruje, ze nie tylko posta¢
zintegrowana ale réwniez mieszana moze by¢ traktowana jako dodatkowy czynnik
ryzyka progresji zmian cytologicznych szyjki macicy i moze by¢ uzytecznym
markerem w selekcji kobiet narazonych na progresje zmian przednowotworowych do

raka szyjki macicy.

3. Wspélistnienie HPV z zakazeniami herpeswirusowymi narzadu rodnego, szczegblnie

wirusem cytomegalii i EBV, sprzyja integracji DNA HPV do genomu komorki
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nablonkowej szyjki macicy, co moze przyczyniac sig do przetrwania wirusa i inicjacji

zmian przednowotworowych i nowotworowych.

4, Nadekspresja onkogenu E6 HPV-16 w obecnos$ci Ureaplasma urealyticum
potwierdzona w badaniach in vitro, moze byé dowodem na udziat tego drobnoustroju

w inicjacji procesu onkogenezy zwiazanej z zakazeniem HPV.

5. Opierajac sie na wniosku nr 3 i nr 4 mozna wysungé sugestie, ze u kobiet z
rozpoznaniem zmian cytologicznych szyjki macicy konieczne jest wykonywanie
badan w kierunku zakazen herpeswirusowych jak i mykoplazmowych wraz z oceng
ilosciowa Ureaplasma urealyticum w celu wlagciwe]j oceny ryzyka progresji zmian
$rodnabtonkowych szyjki macicy i ewentualnego wdrozenia skutecznego leczenia

przeciwdrobnoustrojowego.

6. Ocena polimorfizmu HPV-16 w sekwencji onkogenu E6 potwierdzita, ze dodatkowe
mutacje punktowe wystepujg czgsciej w wariantach europejskich z mutacjg T350G.
Obserwacje te moga wskazywa¢ na istotng role guaniny w pozycji 350 w promowaniu

zmiennosci sekwencji onkogenu E6.

7. Badania pokazaly, ze wystapienie zmian nukleotydowych (za wyjatkiem T350G) w
sekwencji onkogenu E6 HPV-16 wiaze sie z mniejszym prawdopodobienstwem
rozwoju raka szyjki macicy a brak mutacji zwieksza prawdopodobienstwo integracji
wirusowego DNA do genomu komorki gospodarza. Z tego wzgledu analize
polimorfizmu onkogenu E6 HPV-16 mozna traktowaé jako czynnik prognostyczny

rozwoju raka szyjki macicy.

8. Ponadto, ze wzgledu na wysoka czgstos¢ wystepowania typow wysokoonkogennych
HPV, szczegblnie genotypu HPV-16 w populacji kobiet z Polski potudniowe;j
konieczne jest zintensyfikowanie dziatan propagujacych swoista profilaktyke zakazen
HPV, nie tylko przez ginekologéw ale takze pediatréw. Przy braku refundowanych
szezepieh celowana edukacja skierowana do nastolatek i mtodych kobiet jest waznym

dziataniem w profilaktyce raka szyjki macicy.
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Kierunki badan prowadzonych aktualnie i plany na najblizszy czas.

Obecnie w ramach projektu badan statutowych podjgtam probe oceny w badaniach
prospektywnych tempa progresji zmian szyjki macicy u kobiet z infekcjg wywotang roznymi
wariantami HPV-16. W trakcie kontrolnych badan monitorowany bedzie polimorfizm genow
E2, E6, LCR w celu oszacowania ewentualnych punktowych zmian w odpowiednich
sekwencjach w probkach pobranych w réznych odstepach czasowych. Na kazdym etapie
badan, wyniki beda korelowane z wystepujacymi wspblzakazeniami herpeswirusami i
bakteriami z rodzaju Mycoplasmataceae.

Oddziatywanie ureaplazm na ekspresj¢ onkogenu E6 HPV-16 bedzie takze celem moich
poglebionych badan, ktére by¢ moze wyjasnig mechanizm umozliwiajgcy przetrwanie
zakazenia wirusowego w komoérkach nabtonka szyjki macicy. Badania na poziomie
komoérkowym dotyczy¢ beda oddziatywan ureaplazm na ekspresj¢ onkogenow E6/E7 HPV-16
poprzez mechanizm cytokinowy i szlaki sygnatowe komorki. W dalszej przysztosci planuje

uzyskane wyniki porownac z innymi genotypami HPV o wysokim potencjale onkogennym.
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5. Oméwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo - badawczych.

A. Dane bibliometryczne

Jestem autorem lub wspétautorem 45 publikacji naukowych w tym 28 oryginalnych prac
tworczych i jednego opisu przypadku, pozostate to prace pogladowe (6) i rozdziaty w
podrecznikach (10). Jestem réwniez autorem lub wsp6tautorem 9 petnotekstowych prac, ktore
ukazaty sie w ramach materialow konferencyjnych (zalacznik nr 3). Miatam réwniez zaszczyt
dotaczyé do grona wspotautorow takich publikacji popularnonaukowych jak Encyklopedia
Biologiczna oraz Stownik Biologii Komérki.

I.aczna punktacja MNiSW wszystkich prac wynosi 263 pkt.

Jestem réwniez autorem lub wspdtautorem 69 doniesien zjazdowych w tym 19
prezentowanych na zjazdach miedzynarodowych i 50 na konferencjach krajowych.

Sumaryczny Impact Faktor : 13,977

Liczba cytowani wg Web of Science Core Collection: 85

Indeks Hirscha wg Web of Science Core Collection: 6

B. Tematyka pozostatych prac badawczych

Pierwsze doswiadczenia badawcze zdobywatam pod kierunkiem Pani prof. dr hab. med.
Izabelli Zgorniak-Nowosielskiej. Zostatam wiaczona do prac zespolu zajmujgcego si¢ oceng
konsekwencji zakazenia wirusem rézyczki kobiet w ciazy. Badania byty prowadzone w
dwoch okresach epidemicznych w Polsce, w latach 1985-86 1 1991-92. Sposréd okoto
szesciuset kobiet ciezarnych, ktére miaty kontakt z wirusem, zakazenie potwierdzono
metodami serologicznymi u 12% kobiet. Przeanalizowano nastepstwa tego zakazenia dla 55
kobiet i ich potomstwa. U dzieci zakazonych w I lub II trymestrze ciazy dominujgcg wada
wrodzong byla gluchota. Pézne nastgpstwa rozyczki wrodzonej oceniono po 7 latach, co byto
tematem kolejnej pracy. Dzigki badaniom kontrolnym ujawniono dodatkowo u 6 dzieci
uszkodzenia shuchu o réznym stopniu nasilenia. Wyniki rozwoju intelektualnego dzieci
dotknietych zakazeniem wrodzonym nie odbiegaty od normy populacyjnej, co
prawdopodobnie zwigzane bylo z tym, ze dzieci te juz od momentu urodzenia objgto
wielospecjalistyczng opieka i mogly by¢ wezeénie zaopatrzone w aparaty stuchowe.
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Wyniki omawianych badan zostaly zaprezentowane w nastepujacych pracach:

1. Zgérniak-Nowosielska I., Zawilinska B., Rojek-Zakrzewska D., Kryczko E.,
Szostek S. (1998) Consequences of rubella infection in pregnant women in
Poland. Alpe Adria Microbiol. J 7, 29-34.

2. Zgérniak-Nowosielska L., Zawilinska B., Szostek S. (1996) Rubella infection
during pregnancy in the 1985-86 epidemic: Follow-up after seven years. Eur J
Epidemiol 12, 303-308.

Wyniki badan bedace tematem dwoch powyzszych publikacji pozwolity na zwrécenie uwagi
na problem wystepujacej w Polsce rézyczki wrodzonej i pilng potrzebg wdrozenia badaf
przesiewowych u kobiet w wieku rozrodczym, w celu ewentualnej immunizacji przed
planowang cigza. Byto to bardzo istotne w tym okresie, gdyz szczepionka przeciwko rozyczce
zostata wlaczona do kalendarza szczepien dopiero w 1989 roku i tylko dla dziewczat w wieku
13 lat.

Uczestniczytam takze w przygotowaniu ekspertyzy (DOT/E/1) dla Ministerstwa Zdrowia i
Opieki Spotecznej na temat ,,Profilaktyki zakazef wirusem rézyczki u kobiet w wieku
rozrodezym”. Na podstawie oceny skutecznodci szczepionki przeciwko rézyczee, ktora
podawano w pojedynczej dawce w ramach badafi pilotazowych studentkom i uczennicom
szkét medycznych, zwrécono uwage na koniecznosé wprowadzenia dawki przypominajgcej,
w celu zapewnienia ochronnego poziomu przeciwciat, ktéry skutecznie zapobiegalby

zakazeniu w wieku prokreacyjnym.

Odrebnym tematem moich zainteresowa s3 zakazenia herpeswirusami. Uczestniczytam w
badaniach kierowanych przez dr hab. Barbare Zawilifiska, dotyczacych znaczenia wirusa
Epsteina-Barr (EBV) dla pacjentow po allogenicznym przeszczepie szpiku kostnego (w
ramach projektu badawczego KBN, 3P04C02325). Na podstawie badaf serologicznych 1
molekularnych stwierdzono powszechne wystgpowanie tego zakazenia, szczegOlnie w
pierwszym roku po transplantacji i czgsto ze wspbttowarzyszacym mu wirusem cytomegalii
(CMV). Przeprowadzone badania pozwolity na sformutowanie nastepujacych wnioskow:
dominujacym typem EBV w polskie; populacji jest typ 1; rozpoznanie aktywnego zakazenia u
pacjentéw leczonych przeszczepieniem komorek hematopoetycznych wymaga zastosowania
ilogciowych metod molekularnych; czgsta, rownoczesna obecnos¢ EBV i CMV moze

wskazywaé na wzajemne oddziatywania tych wiruséw co przedstawiono w pracy:

Zawilinska B., Pigtkowska-Jakubas B., Kopeé J., Daszkiewicz E., Kleszcz E.,
Szostek S., Mensah-Glanowska P., Hawrylecka D., Skotnicki A. (2006) Zakazenia
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wirusem Epsteina- Barr (EBV) u pacjentéw leczonych allogenicznym
przeszczepieniem komoérek hemopoetycznych (allo-HCT). Przeglad Epidemiol 60,
87-92.

W kolejnych badaniach podjgto probg okreslenia wptywu limfotropowych herpeswirusow
(EBV, HHV-6, HHV-7) na przebieg aktywnego zakazenia CMV u pacjentoéw po
przeszczepieniu komérek hematopoetycznych. Obserwowano, ze poszczegolne limfotropowe
herpeswirusy uaktywniaja sig sekwencyjnie w kolejnych miesigcach po transplantaciji i ze
réwnoczesna obecnoéé, szezegdlnie HHV-7 moze predysponowaé do rozwoju przewleklego
zakazenia CMV. W kolejnych badaniach byta oceniana réznorodno$é genotypowa CMV
(genotypy gB1, gB2, gB3 i gB4 ) u pacjentdw po przeszczepie szpiku kostnego, a takze
noworodkéw i niemowlat z objawami cytomegalii wrodzonej i nabytej. Zastosowana
metodyka pozwolita na ujawnienie w okresie poprzeszczepowyml czestych reinfekeji
odmiennymi genotypami CMV. Celem badan prowadzonych u dzieci w ramach Grantu
Mechanizmu Finansowego Europejskiego Obszaru Gospodarczego oraz Norweskiego
Mechanizmu Finansowego (nr PL0270-K/IFP/000003) byto poznanie roli poszczegdlnych
genotypéw w patogenezie zakazenia wrodzonego CMV.

Powyzsze badania byly, przedmiotem nastepujgcych publikacji:

1. Zawilinska B., Kope¢ J., Szostek S., Pigtkowska-Jakubas B., Kosz-Vnenchak M.
(2011) Lymphotropic herpesvirus DNA detection in patients with active CMV
infection - a possible role in the course of CMV infection after hematopoietic stem
cell transplantation. Med Sci Monit 17, CR432-441.

2. Zawilinska B., Szostek S., Kope¢ J., Koprynia M., Kosz -Vnenchak M. (2011)
Réznorodno$é genotypowa ULS5 szczepéw wirusa cytomegalii izolowanych od
noworodkéw i niemowlat hospitalizowanych w Polsce Poludniowej. Przeglad
Epidemiol 65, 409-413.

3. Zawilinska B., Szostek S., Kope¢ J., Pigtkowska-Jakubas B., Kosz-Vnenchak M.
(2016) Multiplex real-time PCR to identify a possible reinfection with different
strains of human cytomegalovirus in allogeneic hematopoietic stem cell
transplant recipients. Acta Biochim Pol 63, 161-166.

Inny problem, ktory jest nadal obiektem moich zainteresowar, to mieszane zakazenia narzgdu
rodnego wywolane papillomawirusami, herpeswirusami i bakteriami z rodziny
Mycoplasmatace u kobiet ze zmianami patologicznymi szyjki macicy. Badania byly
prowadzone w ramach kierowanego przeze mnie projektu badawczego (MNiSW, N401
219034). W grupie kobiet z rozpoznaniem zmian atypowych szyjki macicy o nieznanym

pochodzeniu (ASCUS) zakazenie wirusem brodawczaka ludzkiego wystepowato znamiennie
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czedciej w obecnosci drobnoustrojéw z rodziny Mycoplasmatace. W grupach kobiet z réznym
stopniem zaawansowania zmian érodnablonkowych i rakiem szyjki macicy wykazano
natomiast, ze w przypadku wykrycia jednego z czterech gatunkéw mykoplazm piciowych,
ryzyko wystapienia infekcji wysokoonkogennymi typami HPV bylo dwukrotnie wieksze niz u
kobiet, u ktorych nie wykrywano mykoplazm. Zaobserwowano réwniez, ze czgstosé
wystepowania HPV i Ureaplasma urealyticum wzrastala wraz z zaawansowaniem zmian
érodnablonkowych, osiggajac najwyzszy poziom u chorych na raka szyjki macicy. Metodg
regresji logistycznej wykazano, ze w obecnosci Ureaplasma urealyticum ryzyko wystapienia
infekeji wysokoonkogennymi typami HPV wzrastato 4,7 do 6,5 krotnie. Wyniki te sugeruja,
ze ten gatunek mykoplazm ptciowych moze by¢ kluczowym w przetrwaniu zakazenia HPV w
komoérkach nabtonkowych szyjki macicy. Rezultaty tych badan zostaly przedstawione w
nastepujgcych pracach:

1. Biernat-Sudolska M., Szostek S., Rojek- Zakrzewska-D. (2008) Coinfections with
urogenital mycoplasmas and papillomavirus in women with atypical squamous
cell of undetermined significance. Annales UMCS sectio DDD 21, 13-17.

2. Biernat-Sudolska M., Szostek S., Rojek-Zakrzewska D., Kope¢ J., Zawilinska B.
(2008) Czy obecnos¢ ureaplazm w drogach rodnych kobiet zakazonych HPV
wplywa na wystepowanie zmian cytologicznych w obrgbie szyjki macicy?
Przeglad Epidemiol 62, 447-452.

3. Biernat-Sudolska M., Szostek S., Rojek- Zakrzewska-D., Klimek M., Kosz -
Vnenchak M. (2011) Concomitant infections with human papillomavirus and
various mycoplasma and ureaplasma species in women with abnormal cervical
cytology. Adv Med Sci 56, 299-303.

W ramach tego samego projektu badawczego oceniono czesto$¢ wystepowania wirusow
CMV, HSV-1, HSV-2, EBV w korelacji z HPV w wydzielinie szyjki macicy u kobiet ze
zmianami przednowotworowymi i rakiem szyjki macicy. Zaobserwowano, z& W raku szyjki
macicy zachodzi istotny zwigzek pomiedzy obecnoécia DNA HPV a zakazeniem CMV i
EBV. Badania te byly przedmiotem publikacji:

Szostek S., Zawilinska B., Klimek M., Kopeé J., Kosz-Vnenchak M. (2009) Czy
obecno$é herpeswiruséw w wydzielinie szyjki macicy moze by¢ czynnikiem
rokowniczym patologii szyjki macicy kobiet zakazonych HPV. Przegl Epidemiol
63,97-101.

Wyniki powyzszych badan, sugerujgce ze herpeswirusy, a szczegolnie EBV i CMV oraz
drobnoustroje z rodziny Mycoplasmataceae, a gtéwnie Ureaplasma urealyticum mogg
wspbluczestniczy¢ wraz z HPV w patogenezie raka szyjki macicy sktonity mnie do dalszych

badan prowadzacych do sformutowania tematu osiagniecia habilitacyjnego.
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Moje zainteresowania nad zakazeniami papillomawirusami siegaja roku 1990, kiedy
wprowadzitam metodg pozwalajgcg na wykrywanie obecnosci antygenu kapsydowego HPV
technika immunoperoksydazowg jako badania wspomagajgcego testy cytologiczne w
profilaktyce raka szyjki macicy. Pierwsze oznaczenia byly przeprowadzane u kobiet ze
zmianami atypowymi nabtonka szyjki macicy. W badaniach tych po raz pierwszy zwrocitam

uwagg na czgste wystgpowanie koinfekcji HPV i ureaplazm w grupie badanej:

Szostek S., Wojty$ A., Zgorniak-Nowosielska I. (1993) Zakazenia kobiet wirusami

Papilloma w przypadku zmian patologicznych szyjki macicy. Med Dosw

Mikrobiol 45, 133-136.
Po stazu jaki odbytam na Uniwersytecie im. Adama Mickiewicza w Poznaniu w Zakladzie
kierowanym przez Panig prof. dr hab. Anne Gozdzickg-Jézefiak z zakresu metod
molekularnych, wprowadzitam metody hybrydyzacji i PCR do identyfikacji i genotypowania
HPV. Badania prowadzilam u kobiet z réznym stopniem zaawansowania zmian
érodnabtonkowych szyjki macicy, W ramach projektu badawczego, kierowanego przez prof.
dr. hab. med. Izabelle Zgorniak-Nowosielska (KBN, nr PB 1888/4/91). W tym okresie, dzigki
wspbtpracy z Klinika Ginekologii Onkologicznej Centrum Onkologii Oddziat w Krakowie
rozpoczetam badania w sakresie znaczenia zakazenia HPV jako czynnika rokowniczego u
chorych na raka szyjki macicy leczonych napromienianiem. Obecnoéé DNA HPV
wykrywalam w materiale biopsyjnym czgsci pochwowej metodg hybrydyzacji in situ z sonda
znakowang biotyna. 7aobserwowalam, ze chore z potwierdzonym zakazeniem HPV majg

nizsze 3 letnie przezycia catkowite i bezobjawowe co przedstawitam w publikacji:

Szostek S., Klimek M., Urbanski K., Pudelek J., Kojs Z., Karolewski K.,
Jakubowicz J., Zgérniak-Nowosielska I. (1994) Zakazenie wirusem Papilloma a
rokowanie u chorych na raka szyjki macicy leczonych napromienianiem.
Nowotwory 44, 343-348.

Podsumowaniem moich badan dotyczacych opracowania metod wykrywania HPV i oceny
zastosowanych réznych technik (metody immunoperoksydazowej, hybrydyzacji dot blot,
hybrydyzacji in situ Z sonda znakowang biotyna, hybrydyzacji in situ z sondg znakowang
izotopem fosforu oraz PCR) byta rozprawa doktorska pt. . Nowoczesne metody wykrywania
zakazen drég rodnych wywotanych wirusem Papilloma” przygotowana pod kierunkiem Prof.
dr hab. med. Izabelli Zgérniak—Nowosielskiej i obroniona w 1997 roku na Wydziale

Lekarskim CMUJ.
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Kontynuacja moich zainteresowan zwiazanych z doskonaleniem technik stosowanych w
wykrywaniu HPV byta péZniejsza praca, W ktérej zostata przeprowadzona analiza
poréwnawcza wynikow uzyskanych technika hybrydyzacji Hybrid Capture i metoda PCR z
uzyciem trzech roznych par starteréw. W wyniku tej analizy wybralam metodyke PCR z
wykorzystaniem starterow MY09/MY11 jako najbardziej odpowiednig do badan
przesiewowych. Metoda PCR polaczona z hybrydyzacja na paskach nitrocelulozowych
pozwolita na wykrycie mieszanych zakazen papillomawirusowych (2-4 genotypow) w
komorkach raka szyjki macicy i weziow chtonnych zajetych przez nowotwor. Dzieki tej
technice wykazatam, ze w trakcie przerzutowania do weziow chionnych dochodzi do selekeji
‘genotypéw do HPV-16 i HPV-52. Wyniki powyzszych badan ujgto w nastepujacych
publikacjach:

1. Szostek S., Klimek M., Ry$ J., Kope¢ J., Zawilinska B. (2007) Wystepowanie
wiruséw Papilloma (HPV) w przerzutach do wezlow chlonnych u kobiet z rakiem
szyjki macicy — badania wst¢pne. Nowotwory. Journal of Oncology 57, 547-549.

2. Szostek S., Klimek M., Zawilinska B., Rys J., Kopeé J., Daszkiewicz E. (2006)
Detection of human papillomavirus in cervical cell specimens by hybrid capture
and PCR with different primers. Acta Biochem Pol 53, 603-607.

Nastepny wazny problem, ktory prébowatam rozwigzac to opracowanie jak najlepszej metody
oceny postaci genomu HPV jako czynnika rokowniczego W progresji zmian
érédnablonkowych szyjki macicy. Poczatkowo badania polegaty na jednoczasowej
amplifikacji genu regulatorowego E2 i onkogenu E6 HPV-16 w danym izolacie DNA, z
zastosowaniem metody multiplex PCR i komputerowej ocenie potilogciowej uzyskanych
produktow amplifikacji z wykorzystaniem programu Quantity One (BIORAD).
Podstawowym kryterium integracji wirusowego DNA z genomem komorki byt brak
amplikonu genu E2, w wyniku przerwania tej sekwencji i linearyzacji genomu. W pracy
opublikowanej w 2015 roku przedstawiono natomiast nowo opracowang metode multiplex
PCR w czasie rzeczywistym do iloSciowej oceny sekwencji E6 i E2 HPV-16. Wyniki testu
poréwnano z rownoczasowo wykonywanym badaniem dla poszczegllnych genow,
przeprowadzanym w osobnych probéwkach na tej samej plytce jako metody referencyjnej.
Nowa metoda okazata sie réwnie czuta i swoista jak referencyjna, a koszty takiego
oznaczenia byly znacznie nizsze, co daje szanse na wykorzystanie jej w ocenie postaci
genomu wirusa jako dodatkowego czynnika prognostycznego w progresji zmian szyjki

macicy.
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1. Szostek S., Klimek M., Zawilinska B., Kosz-Vnenchak M. (2008) Physical state
of human papillomavirus type 16 in cervical cell DNA. Folia Biol (Krakéw) 56,
269-271.

2. Szostek S., Biesaga B., Zawilinska B., Klimek M., Kosz-Vnenchak M. (2015)
Physical state of human papillomavirus type 16 in cervical intraepithelial lesions
and cancers determined by two different quantitative real-time PCR methods.
Acta Biochim Pol 62, 923-928.

W wyniku wspélpracy z dr hab. Beatg Biesaga z Zaktadu Radiobiologii Klinicznej Centrum
Onkologii, Oddziat w Krakowie (COT) powstata publikacja, W ktorej pordwnano po raz
pierwszy czuto$¢ i specyficznos¢ metody PCR w czasie rzeczywistym i hybrydyzacjg in situ
w badaniach materiatow tkankowych zatopionych w parafinie pod katem wykrycia wirusow
HPV- 16 i HPV-18 oraz okreslenia ich postaci genomu w badanym materiale. Wykazano, ze
zastosowanie hybrydyzacji in situ W detekeji papillomawirusow powoduje wyzsze ryzyko
uzyskania wynikow fatszywie negatywnych, natomiast ocena postaci genomu wirusa z
uzyciem tej techniki jest por6wnywalna z wynikami uzyskanymi metoda real-time PCR i ma
dodatkowe zalety, bo pozwala na rOwnoczesng mikroskopowsg ocene morfologiczng badanej

tkanki. Wyniki przedstawiono w publikacji:

Biesaga B., Szostek S., Klimek M., Jakubowicz J, Wysocka J. (2012) Comparison
of sensitivity and specificity of real time PCR and in situ hybridization in HPV 16
and 18 detection in archival cervical cancer specimens. Folia Histochem Cytobiol
50, 239-47.

Obecnie toczace si¢ badania we wspotpracy z 7.aktadem Radiobiologii Klinicznej, COL,
Oddziat w Krakowie dotycza wystgpowania infekeji HPV-16 w rakach plaskonablonkowych
jamy ustnej i krtaniowej czesei gardta oraz oceny potencjatu prognostycznego tej infekcji dla
jednoczesnej chemioradioterapii chorych na tego typu nowotwory ztodliwe. W ramach
realizacji tego programu badawczego przygotowano 3 doniesienia zjazdowe i pierwsza
publikacje dotyczaca poréwnania metod izolacji genomowego DNA z archiwalnych
materiatéw tkankowych z raka glowy i szyi. Porownano dostepne na rynku komercyjne testy
do izolacji DNA z utrwalonych w parafinie skrawkow. Na podstawie uzyskanych wynikow
badaf wskazano zestaw odczynnikowy ReliaPrepTM FFPE gDNA Miniprep System jako ten,
kt6ry spetnia wszystkie warunki dla najlepszego testu do izolacji DNA z tkanek zatopionych
w parafinie w celu skutecznego wykrycia krétkich fragmentéw onkogenu E6 HPV-161f-

aktyny metodg real-time PCR.
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Biesaga B, Janecka A, Mucha — Malecka A, Adamezyk A, Szostek S, Stonina D,
Halaszka K, Przewoznik M. (2016) HPV16 detection by gPCR method in relation
to quantity and quality of DNA extracted from archival formalin fixed and
paraffin embedded head and neck cancer tissues by three commercially available
kits. J Virol Methods 236, 157-163.

Szczegbtowy wykaz opublikowanych przeze mnie prac naukowych wraz z informacja o
osiagnieciach dydaktycznych, wspoipracy naukowej i popularyzacji nauki stanowi odrgbny

zatacznik (nr 3) do Wniosku o wszczgeie postepowania habilitacyjnego.
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