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Gdansk, 12 istopada 2025 roku

Recenzja pracy doktorskiej lek. Laury Szafron zatyhdowanej
<Charakterystyka warianidw genetycznych wybranych gendw supresorowych
i onkogendw oraz metylomu guzdw granicznych jajnika
oraz wysoko i nisko rréinicowanych rakow janika”.

Rorprawa Doklorantki wpisuje sig w kiuczowy nurt badan nod patogenezq raka
jajnika, opierajge swoje zotoienia na fundamentalnym dla roumienia le] choroby
dualistycznym modelu karcynogenely, Model ten, odehodzqe od postrzegania raka
lajnika joko pojedynczej jednostki, precyzyjnie rozrdinia dwie gtdwne Scieki rozwoju
choroby:

. Guzy typu |, obejmujgce guzy graniczne [BOTS) oraz roki surowicze nisko
réinicowane  (lgOvCa). Charakleryzuig se one wzgledng stabilnoicig
chromosomalng i wolniejszym prrebiegiem kinicznym, a ich patogensza jest
napedzana gtownie przez mutacie akiywujgce w genach szlaku sygnatowego
MAPK, takich jok KRAS, NRAS czy BRAF.

2. Guzy typu I, czyli agresywne raki surowicze wysoko zrdinicowane [hgOvCal),
Stanowigq one wiekszos¢ przypadkow. cechujg sie wysokg niestabilnodcig
genomowq. a ich cechqg definiujgcqg jest niemal obligatoryina obecnoid
mutac]i w genie supresorowym TP53 oraz czeste defekty w systemach naprawy
DMA, w tym w genach BRCAT | BRCAZ.

O ile biologia molekulaoma hgOvCa {typ |l] jest obecnie stosunkowo dobrze
poznana, o tyle patogenaza guzdw typu | [BOTS | igOvCa) pozostaje znacznie stabie)
scharakteryzowana, Ia kluczowe | weigt nierozwigqzane pylanie nauvkowe uznaje sie
mechanizm progresii  nieinwazyjnych guzow  granicznych (BOTS) do w  petni
inwazyjnych, chemiocopomych rakdw IgOvCa.
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W tym kontekicie, podiecie przez Dokforantke préby zinlegrowane)
wieloaspekiowe] analizy pordwnowcrze] - obejmujgee] zardwno profilowanie
genomowe [identyfikacja warantdw genetycznych), jak | epigenomicane (metylom}
- tych trzech odrebinych, choed powigzanych jednostek chorobowych (BOTS, IgOvCa,
hgOvCa) jest wysoce uzasadnione, aktualne | posioda stolny potencjat poznawczy
oraz aphkacyjny.

Frzedstawiona do recenzj rozprawa doktorska ma postad spdjne] monogrofii
naukowe], charaklenujgce sie kKasycmym | logicznym uktademn tredci. Praca
obejmuje stondardowe rozdziaty: Wstep, Ceal pracy, Materaby, Metody, Wyniki,
Wnioski oraz Bibliografie.

Malety podkresic, e meryloryczny tzon rozprowy oroz podstawe  do
sformutowania  whnioskdw  stanowiq Iy publikacje noukowe, klore zostaty
opublikowane w recenzowanych crasopismach miedzynorodowych. Lek. Lawao
Szafron jest pierwsrg outorkg dwoch kluczowych proc bodowcrzych  oraz
wspdtautorkq pracy o charakterze przeglgdowym, Swiadczy to jednoznacznie o
wysokiej] wartosci  noukowej uzyskanych wynikdw, kidre jui no  efapie
przygofowywania dysertacy preszty  pomysinie  proces niezoleine] recengji
zewneinne|. Rozdziol "Wyniki' stanowi syntetyczne omdwienie danych zawartych w
tych publikacjach, kidre dolgczono w petne) wersji na koncu rozprowy.

Doktorantka  joko cel gidwny pracy postawita sobie preprowoadzenie
charakterystyki porownawczej guzéw jajinika o réinym stopniv  agresywnodci:
granicznych (BOTS). nisko zrdinicowanych [lgOvCa) oraz wysoko zrddnicowanych
(hgOwCal. Celem szczegdtowym byto poszukiwanie cech molekulamych awigzanych
z procesem ransformacji guzow granicznych w nowotwory ziodliwe oraz identyfikacio
potencialnych biomarkerow o znaczeniu kliniczrym.

Badanic przeprowadzono na refrospekiywne), lecz sicregdtowo
scharakteryzowane] pod wzgledem Kiniczno-poiologicznym  grupie choryeh z
Marodowego Instytutu Onkeologii w Warszowie [matenat z lat 1995-2015).
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Do analiz genomowych zokwalifikowono tgoznie 225 guzdw jajnika, kidre
podzielona na ctlery kluczowe grupy analityczne: BOT {guzy granicine bez mutacii
BRAF V&00E, N=53), BOT.V&00E [guzy graniczne z mutacjq BRAF VADOE, N=23), IgOvCa
(N=10) oraz hgOvCa [N=139].

W analzie genomowe) zasiosowano komplemeniarme podejicie, wykoryshujge
dwa réine panele celowanea MNGS:

I. Panel 44 gendw [m.in. geny zwiqiane z doedzicznym rakiem jajnika, np.
BRCA1/2, TP53, geny saicku Anemii Fanconiego - FA) z wzbogocaoniem
opartym na hybrydyzacji (SeqCop EI Ervichment Systemn).

2. Panal “hot-spot” 37 gendw [muin, KRAS, NRAS, BRAF, PIK3CA) z wzbogacaniem
opartym na technice PETE [KAPA HyperPETE Hot Spot Panel).

Warianty genetyczne o czestoici alleli [VAF) ponizej 10% byly odfilirowywane,
Wybrane warianty walidowano nastepnie przy viyciv sekwencjonowania metodg
Sangera, a ich wphhw na poziom biatka oceniano metodg Western Blot [WB).

Do analiz epigenomicznych [melylomu) wykorystano podgrupe 128
pierwoinych guzow surowiczych (BOT N=14, BOT.VA00E M=11, IgOvCa N=7, hgOvCao
M=98). Profilowanie metylaci DMNA wykonano przy uZyciy wysokorozdzielczych
mikromaciery Infinium MeathylafionEPIC (lluming).

Rozprawa dostarcza szeregu oryginalnych i istotnych obserwaci, kidre zostaty
syntetycInie przedstawione w rozdziatach Wyniki oraz Wnioski.

W zakresie analizy genomowej (Publikacja 1):

1. PFroca potwierdma zotoienia dualistycznego modelu: wananty o siloym

wplywie ["HIGH") w genach TP53 1 BRCAT byly stotnie crestsze w hgOvCa.

2. Odwrotnie, waranty o umidgrkowanym wptywie [[MODERATE") w genach
szlaku MAPE [KRAS, NRAS] odgrywaty istotrg role w BOTS i Ig0vCa, ale nie w
hgOvCa, co potwierdza ich wspdine pochodzenie molekulame | odrebnosc
od guzdw typu Il

3. Wykazano, ke warianty w genach zaangoiowanych w ubikwitynacje (SEM I,

FANCB] byty istotnie czeiciej zmienione w BOTS.
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4.

W analizach regrasi wisloczynnikowe] ndentyfikowano potencialne nowe
markery prognostyczne: obecnodd warantdw w genie PARP] okazata sie
negatywnym czynnikiem prognostycznym (swiekszone ryzyko wznowy) w
grupie BOTS,

W grupie hgOvCa, obecncié warniantéw w genie FANCI zidentyfikowano
ko negatywny marker prognostyczny [ryzyke winowy], o obecnosc
wiarantow w BRCAZ jako warloiciowy predyktor odpowiedz na leczenie.
Anclizy WB wykazaty, e maczenie kliniczne i ekspresja FANCI oraz jego
parinera FANCD2 sq zoleine od Ha molekulamego, 1. statusu gendw
BRCAI/2 oraz TP53.

W zakresie analizy epigenomiczne) (Publikacja 2):

Fotwierdzono, e globalna hipometylacjo genomu rosnie wraz ze stopniem
agresywnoscl guza (jest napgilniejsza w hgOvCa).

Wykazano, 2e guzy BOT.VADOE [z mutacjg w genie BRAF) stanowiq odrebng
jednostke epigenelycang. cechujgcq sie hipemetylacjg w pordwnoniv do
guzdw BOT bez tej mutaci.

W grupie 1gOvCa. ktdra [zgodnie 7 iteraturg) niemal nie posiada mutacii w
genie TP33, zaobserwowano istotnie wyiszg metylocje (hipemnelylacie)
regiondw promotorowych | pierwszego eksonu genu TPS3 w pordwnaniu
zardwno do BOTS, jak | hgOvCa. Doklorantka stusznie wnioskuje, 2e wigOvCa
naktywacja szlaku TPS3 maole dokonywad sie na drodze epigenetyczne), o
nie poprzez mutacje.

10 najpardzig) znamiennych regionow o mdinicowane] metylacii [DMR),
adrdinigjgeych BOTS od IgOvCa, dokalizowanych jest na chromosomie & w
obrebie regionu MHC. Sugeruje to kluczowg role zmion w mikroirodowisku
mmunologicznym w procesie fransformac) BOTS do IgOvCa.

Odkrycie to zostato poparte identyfikacjq markera predykcyinego w BOTS:
zmiany meatylacyjne w genie IL34 (kodujgceym interlevkineg 34) ckazoty sie
dobrym predyklorem. Hipermetylacja IL34 (prawdopodobnie prowadzgea
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do jego wyciszenia] byla korzysinym czynnikiem, zmniejszajgcym ryzyko

powstania mikroinwazji/wszczepow.

Dyskusja stanowi krytycang oceng mernylorycong rozprawy, konfrontujge
ustalenia Dokiorantki z dostepnymi canymi iteraturowymi w celu identyfikacy zardwno

wybitnych osiqgnied naukowych, jak i stabofci oraz ograniczen metodologicznych

pracy.

fgodnie z rolg recenzenta, konieczne jest wskozanie na istotne ograniczenia

metodologiczne | interprefacyjne pracy, do kldrych Doktorantka powinna odnieic

podczas publicane] obrony.

1.

Najpowazniejszym ograniczeniem rozorawy, ruivjgoym na wiarygodnosid jej
najbardzie) prretomowych wnioskdw [dotyczgeych hipermetylacji TPS3 i
DMES w regionie MHC), jest niska liczebnoid gupy badaowczej IgOvCa. W
badaniu genomowym grupa fa liczyta N=10, o w kiluczowym badaniu
metylomu {guzy surowicze] zaledwie N=7, Recenzent ma dwiadomois, ke rak
lgOvCa jest jednostkg radkqg (5-10% rakdw surowiczych), co znaczqoo
utrudnia zebranie duiych kohort bodawezych, Miegmnie| jednak, tak mato
liczebnoié préby istotnie ogranicza moc statystyczng badania i sprawia, ie
uzyskane wyniki sq wysoce noraione na bigd losowy. Chociaz
Zaobserwowane frendy (hipemetylacja TPS3, zmiony w MHC) sq ciekawe |
spojne biclogicznie, muszg byé fraklowane z duig ostroinoiciq, wytgcnie
jako wyniki badan wstepnych, Zatern wnioski sformutowane w rozprawie [np.
“inaktywacja supresora TP53 dokonuje sie przede wszystkim na drodze
epigenetycine’) sq sformutowane byt kategorycznie w stosunku do mocy
dowodowe] plyngcej z badania [N=7).

Doktorantka zostosowata w pracy dwa réine panele NGS [44-genowy
“driedzdicny” | 37-genowy "hot-spot”] oparte na odmiennych technologioch
wibogacania (SeqCap EZ vs KAPA HyperPETE). Jok sama Doktorantko
stusznie zouwaia, doprowadzito o do sprzecznych wynikdw dia tych samych
gendw. Przvktadowo, w panelu 44-genowym [obejmujgcym cale regiony
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kodujgee) wahanty "MODERATE" w genie BRCA| byly czestize w BOTS niz w
hgOwCa. Nalomiast w panelu “hotspot’ [celowanym w znane miejsca
patogenne) warianty "HIGH™ w tym genie byly, zgodnie z oczekiwaniami,
zatem czestsze w hgOvCa, Rozbiednoicl te wynikajg bezpofrednio z
cdmiennego projektowania paneli | zastosowanych technologii. Panel 44-
genowy |(hybrydyzocyjny), badajgey cote geny, wykryt prowdopodobnie
duzq liczbe wanantow o nieznanym znaczeniu [VUS] lub worianidw
polimorficznych,  ktére algorytm VEP automolycznie  klasyfikuje  joko
"MODERATE". Panel "hot-spot” celowat tylko w znane, patogenne warianty
‘HIGH". lornut dolyczy braku wyciggniecia ostatecznego. krytycznego
wriosky, Ustalenie z panelu 44-genowego, jokoby BOTS mioly wiece]
wariantow BRCA | niz hgOvCa, jest zapewne artefaktem metodologiczrym |
wprowadza w bitgd, preczqe vgruniowanej wiedzy, e mutacje BRCA | 5q
rzadkie w BOTS. Dokforantka odnotowuje rozbhietnods, ale nie wikazuje, kidry
wynik jest biclogicznie prawdawy, a kidry mylgcy. Podobny zarzut dotycry
gendw SEM | | FANCE, gdzie wysoka czestodc wariantdw "MODERATE w BOTS
jest prawdopodobnie wynikiem wykrycia warianidw pelimorficznych, a nie
patogennych {co Doktorantka sama preyznaje dia SEM w dyskusii).
Doktorantka w melodologi badan genomowych arbitralnie odfilfrowato
wiZystkie wananty ¢ czestosci alleli (VAF) ponizej 10%. Uzosodnienie
[niemaoinosc walidacy metodg Sangera) jest fechnicznie zrozumicte, jednak
w erze NGS prag 10% jest uznawany za bardzo wysoki w analizie nowohwordw
somatycznych. Powoduje to cotkowilg uirate informac)i o wariantach
subklonalnych [np. 1-9% VAF), kidre majg Ekluczowe znaczenie dla
rozumienia helerogenncici gura i dledzenia mechanizmow  ewoluci
Klonalne], np. podczas progresi BOTS do lgOvCa. Soma Doklorantko
przytacza przypadek detekcji warianiow TP53 w lgOvCa na podomie 11% 1
14%, co pokozuje, jak blisko byl ufraty tych danych. Jest to istoine
ograniczenie melodologicine, ktdre zaweia andlize genomowg tylko do
dominujgcych ondw,
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Prosze rowniel, aby Doktorantka odnicsta sie do nastepuigeych kwestit:

1.

W analize Western Blot, Doktorantka stwierdza "niespodaewanie wysokg
ekspresje biotka CHEK 1™ dia waniantu nonsensownego (p. Trpd¥Ter), sugerujgc
korelacje: im wyiszy odsetek zmienionego allelu, tym silniejgzy sygnot. Jest to
interpretfacia sprzecina z podstowami biologd molekulame] |mutacjo
nonsensowna powinng prowadzié do degradac) NMD lub powstania
niegfunkcjonalnegs. skréconego biatka), Czy  Dokiorantka  rozwabyta
altemotywne wyjainienia, np. e zostosowane przeciwciate rozpoznaje
epitop N-kohcowy, a skrocone biatko (jesli powstaje) jest bardze] stabilne®
lub czy wanant ten zobwzao migsce wiqzania np. mikMNA, prowadzqc do
ulraly regulaci | poradoksalnego warostu franskacjiv

W  boadaniu metylomu, Dokiorantka stwierdzao obnizong metylacje
[hipemetylacje] promofora genu supresorowego CDKNTA [p21) w rakach
lgOvCa i hgOwCa) w pordwnaniy do BOTS. Jest to wynik sprzeczny 2
ocIekiwaniomi [supresor powinien byS wyciszany, a nie akbywowany). Czy
Doktorantka moze szerzej skomentowaoad fe obserwacje w kontekicie statusuy
TP53 w tych gurach?® Literatura wskazuje, e w komorkach z defektywnym
p53, biatko p2] moze tracic funkcje supresorowg |0 petnic funkcje
pronowotworowe, co tumaczytoby jego akhvwacje przez hipometylacje w
rakach.

Reasumujqe, rozprawa doktorska lek. Loury Szafron pt. | Charakterystyka

wanantow genetycznych wybranych gendw suprescrowych | onkogendw oraz

metylomu guzdw granicznych jajnika oraz wysoko | nisko zrdinicowanych rakdw

jajnika” stanowi obszeme | warloiciowa studivm molekulame, wnoszgce nowe
infarmacje w Irgzumienie dualstyczIne) patogenezy nowotwordw pajnika.

Ma szczegdine uznanie rastugujg oryginalne | doskonale uvdokumentowane
wyniki o charaklerze epigenetycznym. ldentyfikacja hipermetylacji genu TPA3 jako

prawdopodobnego, altematywnego mechanizmu inokhywachi tego supresora w

rakach typu IlgOvCa jest odkryciem nowatorskim | o potencjalnie duzym znaczeniu
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pornawcIym. Rownie istotne jest wykazanie, e progresja guzdw granicanych [BOTS)
do rakdw inwazyjnych [Ig0vCa) jest sinie powigzana ze zmianami epigenetycznymi
w regionie MHC oraz w genach regulatoréw mikrodrodowiska immunologicmnego,
takich jak IL34. W czeici genomowej, praca identyfikuje nowe, potencjalne markery
prognostyczne (PARPT w BOTS, FANC] w hgOvCa) | poprawnie umieszcra je w
ztazonym kontekscie biologicanym szaku FA i statusu gendw BRCA /2 oraz TPS3.

Praca nie jest wolna od ograniczen. Najpowazniejszym jest bardzo niska
liczebnoic grupy IgOvCa (N=7 w badaniach metylomu), co ostabia moc statystyczng
uzyskanych wynikdw | nokozuje froktowod je z dulg ostroinoicig. Ponadio,
zastosowanie dwdch rdinych, nie w petni pordwnywalnych paneli NGS doprowadzito
do niespdjrych wynikdw [np. dia BRCAI), co nie zostato wystarczajgeo krytycznie
omowione w dyskusji.

Fomimo wskazanych ograniczen. kitdre sg czeiciowo wynikiem obiekbywnyeh
trudnodci badawczych [radkosc wystepowania lgOvCa), rozprowa lek. Laury Szafron
joko catosé demonstruje (e wysokie kompetencje merylorycone, umiejetnoic
plonowania | somodzielne) realizac)i #Hotonych eksperymentdw genomowych i
epigenomicznych, a fokie zdolnoic do analizy bicinformatyczne] | wyciggania
dojrzatych, biclogicznie uzosadnicnych wnioskdw. Praca jest oryginalna, a je
kKiuczowe wyniki zostaty opublikowane w pemach migdzynarodowych.

Rozprowa doklorska lek. Loury Szafron spetnic wszystkie wymogi formalne i
merytoryczne stawiane pracom ubiegajgeym sie o nodanie stopnia naukowego
doklora nauk medycznych i navk o zdrowiu, zgodnie z art. 187 Ustawy 2 dala 20 lipea
2018 r. Prawo o szkolnictwie wydszvm i nouce,

Miniepgzym wnosze do Rady Dyscypling Mauk Medycinych Warszowskiego
Uniwerytely Medycinegoe o dopuszczenie lek. Laury Szafron do publicznej obrony
rozprawy doktorskie).
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