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Gdansk, 12 listopada 2025 roku

Recenzja pracy doktorskiej lek. Laury Szafron zatytutowanej
+~Charakterystyka wariantdw genetycznych wybranych gendw supresorowych
i onkogendw oraz metylomu guzdw granicznych jajnika
oraz wysoko i nisko zréznicowanych rakdw jajnika”.

Rozprawa Doktorantki wpisuje sie w kluczowy nurt badan nad patogenezq raka
jajnika, opierajgc swoje zatozenia na fundamentalnym dla zrozumienia tej choroby
dudlistycznym modelu karcynogenezy. Model ten, odchodzge od postrzegania raka
jajnika jako pojedynczej jednostki, precyzyjnie rozrdéinia dwie gtdéwne $ciezki rozwoju
choroby:

1. Guzy typu [, obejmujgce guzy graniczne (BOTS) oraz raki surowicze nisko
zréznicowane  {IgOvCa). Charakteryzujq sie one wzgledng stabilnoscig
chromosomalng i wolniejszym przebiegiem klinicznym, a ich patogeneza jest
napedzana gtéwnie przez mutacje aktywujgce w genach szlaku sygnatowego
MAPK, takich jak KRAS, NRAS czy BRAF.

2. Guzy typu I, czyli agresywne raki surowicze wysoko zrdznicowane (hgOvCal.
Stanowiq one wiekszo$¢ przypadkdw, cechujq sie wysokq niestabilnoscig
genomowdq, a ich cechqg definivjgcq jest niemal obligatoryina obecnosé
muiaciji w genie supresorowym TP53 oraz czeste defekty w systemach naprawy
DNA, w tym w genach BRCA© i BRCAZ2.

O ile biologia molekularna hgOvCa (typ ll) jest obecnie stosunkowo dobrze
poznana, o tyle patogeneza guzdw typu | (BOTS i IgOvCa) pozostaje znacznie stabiej
scharakteryzowana. Za kluczowe i wcigz nierozwigzane pytanie naukowe uzngje sie
mechanizm progresji nieinwazyjnych guzdéw granicznych (BOTS) do w petni

inwazyjnych, chemioopornych rakdw IgOvCa.
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W tym kontekicie, podjecie przez Doktorantke préby zintegrowanej,
wieloaspektowe] analizy pordwnawcze] - obejmujgce] zardwno profilowanie
genomowe (identyfikacja wariantéw genetycznych), jak i epigenomiczne {metylom)
-tych trzech odrebnych, cho¢ powigzanych jednostek chorobowych (BOTS, IgOvCa,
hgOvCa) jest wysoce uzasadnione, aktualne i posiada istotny potencjat poznawczy
oraz aplikacyjny.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska ma postaé spdjnej monografii
naukowej, charakteryzujqcej sie klasycznym i logicznym uktadem ftresci. Praca
obejmuje standardowe rozdziaty: Wstep, Cel pracy, Materiaty, Metody, Wyniki,
Whnioski oraz Bibliografie.

Nalezy podkreslic, ze merytoryczny trzon rozprawy oraz podstawe do
sformutowania  wnioskdw  stanowiq trzy publikacje naukowe, ktdre zostaty
opublikowane w recenzowanych czasopismach miedzynarodowych. Lek. Laura
Szafron jest pierwszq autorkg dwoch kluczowych prac badawczych oraz
wspotautorkg pracy o charakterze przeglgdowym. Swiadczy to jednoznacznie o
wysokiej wartoSci  naukowe] uzyskanych wynikéw, ktére juz na etapie
przygotowywania dysertacji przeszty pomyslnie proces niezaleinej recenzji
zewnetrznej. Rozdziat "Wyniki" stanowi syntetyczne omdwienie danych zawartych w
tych publikacjach, kidre dotqczono w petnej wersji na koncu rozprawy.

Doktorantka jako cel gtéwny pracy postawita sobie przeprowadzenie
charakterystyki pordwnawczej guzéw jajnika o réinym stopniv  agresywnosci:
granicznych (BOTS), nisko zréznicowanych (IgOvCa) oraz wysoko zréznicowanych
(hgOvCaj}. Celem szczegdtowym byto poszukiwanie cech molekularnych zwigzanych
z procesem transformaciji guzow granicznych w nowotwory ztodliwe oraz identyfikacja
potencjalinych biomarkerow o znaczeniu klinicznym.

Badania  przeprowadzono na  refrospektywne), lecz  szczegdtowo
scharakteryzowanej pod wzgledem kliniczno-patologicznym grupie chorych z
Narodowego Instytutu Onkologii w Warszawie (materiat z lat 1995-2015).
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Do analiz genomowych zakwdalifikowano tqcznie 225 guzdéw jajnika, kidre
podzielono na cztery kluczowe grupy andlityczne: BOT (guzy graniczne bez mutacji
BRAF V60OE, N=53), BOT.V600E {guzy graniczne z mutacjq BRAF V600E, N=23), IgOvCa
(N=10) oraz hgOvCa [N=139).

W andlizie genomowej zastosowano komplementarne podejscie, wykorzystujqc
dwa réine panele celowane NGS:

1. Panel 44 gendw [m.in. geny zwiqzane z dziedzicznym rakiem jajnika, np.
BRCA1/2, TP53, geny szlaku Anemii Fanconiego - FA) z wzbogacaniem
opartym na hybrydyzacji (SeqCap EZ Enrichment System).

2. Panel"hot-spot” 37 gendw (m.in. KRAS, NRAS, BRAF, PIK3CA) z wzbogacaniem
opartym na technice PETE (KAPA HyperPETE Hot Spot Panel).

Warianty genetyczne o czestosci alleli (VAF) ponizej 10% byty odfiltrowywane.
Wybrane warianty walidowano nastepnie przy uzyciu sekwencjonowania metodq
Sangera, a ich wptyw na poziom biatka ocenianc metodqg Western Blot (WB).

Do analiz epigenomicznych [metylomu) wykorzystano podgrupe 128
pierwoinych guzow surowiczych (BOT N=14, BOT.V400E N=11, IgOvCa N=7, hgOvCa
N=96). Profilowanie metylacji DNA wykonano przy uzyciu wysokorozdzielczych
mikromacierzy Infinium MethylationEPIC (llumina).

Rozprawa dostarcza szeregu oryginalnych i istotnych obserwaciji, ktére zostaty
syntetycznie przedstawione w rozdziatach Wyniki oraz Wnioski.

W zakresie analizy genomowej (Publikacja 1):

1. Praca potwierdzita zatozenia dualistycznego modelu: warianty o silnym

wpltywie ("HIGH") w genach TP53 i BRCAT byty istofnie czestsze w hgOvCa.

2. Odwrotnie, warianty o umiarkowanym wplywie {"MODERATE") w genach
szlaku MAPK (KRAS, NRAS) odgrywaty istotng role w BOTS i IgOvCa, ale nie w
hgOvCa, co potwierdza ich wspdine pochodzenie molekularne i odrebnosc
od guzdw typu |l

3. Wykazano, ze warianty w genach zaangazowanych w ubikwitynacje (SEMI,

FANCB) byty istotnie czesciej zmienione w BOTS.
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4.

W andlizach regresji wieloczynnikowej zidentyfikowano potencjalne nowe
markery prognostyczne: obecnos¢ wariantéw w genie PARP1 okazata sie
negatywnym czynnikiem prognostycznym (zwiekszone ryzyko wznowy) w
grupie BOTS.

W grupie hgOvCa, obecnos$é¢ wariantdw w genie FANCI zidentyfikowano
jako negatywny marker prognostyczny (ryzyko wznowy), a obecnosé
wariantow w BRCA?2 jako wartoiciowy predyktor odpowiedz na leczenie.
Analizy WB wykazaty, ze znaczenie kliniczne i ekspresia FANCI oraz jego
partnera FANCD?2 sq zalezne od tta molekularnego, tj. statusu gendw
BRCAI1/2 oraz TPS3.

W zakresie analizy epigenomicznej (Publikacja 2}:

1.

Potwierdzono, ze globalna hipometylacja genomu roénie wraz ze stopniem
agresywnosci guza (jest najsilniejsza w hgOvCal).

Wykazano, ze guzy BOT.V400E {z mutacjg w genie BRAF) stanowig odrebng
jednostke epigenetyczng, cechujgcq sie hipometylacjg w poréwnaniu do
guzdw BOT bez tej mutacii.

W grupie IgOvCa, kidra [zgodnie z literaturg) niemal nie posiada mutacji w
genie TP53, zaobserwowano istotnie wyzszg metylacje (hipermetylacie)
regiondw promotorowych i pierwszego eksonu genu TP53 w poréwnaniu
zardwno do BOTS, jak i hgOvCa. Doktorantka stusznie wnioskuje, ze w lgOvCa
inaktywacija szioku TP53 moze dokonywadé sie na drodze epigenetycznej, a
nie poprzez mutacije.

10 najbardziej znamiennych regionéw o zréznicowanej metylacji {DMR),
odrdzniajgcych BOTS od IgOvCa, zZlokalizowanych jest na chromosomie 6 w
obrebie regionu MHC. Sugeruje to kluczowq role zmian w mikrosrodowisku
immunologicznym w procesie transformaciji BOTS do IgOvCa.

Odkrycie to zostato poparte identyfikacjg markera predykcyjnego w BOTS:
zmiany metylacyjne w genie IL34 (kodujgcym interleukine 34) okazaty sie

dobrym predyktorem. Hipermetylacja IL34 (prawdopodobnie prowadzqca
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do jego wyciszenia) byta korzysinym czynnikiem, zmniejszajgcym ryzyko

powstania mikroinwazji/wszczepow.

Dyskusja stanowi krytyczng ocene merytoryczng rozprawy, konfrontujgce

ustalenia Doktorantki z dostepnymi danymi literaturowymi w celu identyfikacji zarowno

wybitnych osiggnie¢ naukowych, jak i stabosci oraz ograniczeh metodologicznych

pracy.

Igodnie z rolq recenzenta, konieczne jest wskazanie na istotne ograniczenia

metodologiczne i interpretacyjne pracy, do ktérych Doktorantka powinna odniesé

podczas publicznej obrony.

1.

Najpowazniejszym ograniczeniem rozprawy, rzutujgcym na wiarygodnosé jej
najbardziej przetomowych wnioskdw (dotyczgecych hipermetylacji TP53 i
DMRs w regionie MHC), jest niska liczebnosé grupy badawczej IgOvCa. W
badaniv genomowym grupa ta liczyta N=10, a w kluczowym badaniu
metylomu {guzy surowicze) zaledwie N=7, Recenzent ma swiadomosc¢, ze rak
lgOvCa jest jednostkg rzadkg (5-10% rakow surowiczych), co znaczgco
utrudnia zebranie duzych kohort badawczych. Niemniej jednak, tak mata
liczebnoéé préby istotnie ogranicza moc statystyczng badania i sprawia, ze
uzyskane wyniki sq wysoce nargzone na  bitad losowy. Chociaz
zaobserwowane rendy (hipermetylacja TP53, zmiany w MHC) sqg ciekawe |
spdjne biclogicznie, muszg byé traktowane z duzq ostroznoéciq, wytgeznie
jako wyniki badan wstepnych. Zatem wnioski sformutowane w rozprawie (np.
"inaktywacja supresora TP53 dokonuje sie przede wszystkim na drodze
epigenetycznej’} sq sformutowane zbyt kategorycznie w stosunku do mocy
dowodowej ptyngcej z badania (N=7).

Doktorantka zastosowata w pracy dwa rdéine panele NGS (44-genowy
"dziedziczny" i 37-genowy "hot-spot”) oparte na odmiennych technologiach
wzbogacania (SeqCap EZ vs KAPA HyperPETE). Jak sama Doktorantka
stusznie zauwaza, doprowadzito to do sprzecznych wynikdw dia tych samych

gendw. Przyktadowo, w panelu 44-genowym (obejmujgcym cate regiony
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kodujgce) warianty "MODERATE" w genie BRCAT byly czestsze w BOTS niz w
hgOvCa. Natomiast w panelu "hot-spot” {celowanym w znane miejsca
patogenne) warianty "HIGH" w tym genie byly, zgodnie z oczekiwaniami,
zatem czestsze w hgOvCa. Rozbieznosici te wynikajg bezposrednio z
odmiennego projektowania paneli i zastosowanych technologii. Panel 44-
genowy (hybrydyzacyjny), badajgcy cate geny, wykryt prawdopodobnie
duizq liczbe wariantdw o nieznanym znaczeniuv (VUS} lub wariantéw
polimorficznych, ktére algorytm VEP automatycznie klasyfikuje jako
"MODERATE". Panel "hot-spot” celowat tylko w znane, patogenne warianty
"HIGH". Zarzut dotyczy braku wyciggniecia ostatecznego, krytycznego
wniosku. Ustalenie z panelu 44-genowego, jakoby BOTS miaty wiecej
wariantow BRCAT niz hgOvCa, jest zapewne artefaktem metodologicznym i
wprowadza w btqd, przeczgc ugruntowanej wiedzy, ze mutacje BRCAT sq
rzadkie w BOTS. Doktorantka odnotowuje rozbieznosé, ale nie wskazuje, ktdry
wynik jest biologicznie prawdziwy, a ktéry mylgcy. Podobny zarzut dotyczy
genow SEMT i FANCB, gdzie wysoka czesto$c wariantdéw "MODERATE" w BOTS
jest prawdopodobnie wynikiem wykrycia wariantéw polimorficznych, a nie
patogennych (co Doktorantka sama przyznaje dla SEM1 w dyskusji).
Doktorantka w metodologii badan genomowych arbitralnie odfilfrowata
wszystkie warianty o czestoici dlleli (VAF) ponizej 10%. Uzasadnienie
(niemozno$é walidaciji metodg Sangera) jest technicznie zrozumiate, jednak
w erze NGS prég 10% jest uznawany za bardzo wysoki w analizie nowotwordw
somatycznych. Powoduje to catkowitg utrate informacji o wariantach
subklonalnych [(np. 1-9% VAF), ktére majg kluczowe znaczenie dla
zrozumienia  heterogennosci guza i $ledzenia mechanizméw  ewolucji
klonalnej, np. podczas progresji BOTS do IgOvCa. Sama Doktorantka
przytacza przypodek detekcji wariantow TP53 w IgOvCa na poziomie 11% i
14%, co pokazuje, jak blisko byta utraty tych danych. Jest to istotne
ograniczenie metodologiczne, ktére zaweza analize genomowq tylko do
dominujgcych klondéw.,
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Prosze réwniez, aby Doktorantka odniosta sie do nastepujgcych kwestii:

1.

W analizie Western Blot, Doktorantka stwierdza "niespodziewanie wysokg
ekspresje biatka CHEK1" dla wariantu nonsensownego (p.Trp79Ter), sugerujqgc
korelacje: im wyzszy odsetek zmienionego dllelu, tym silniejszy sygnat. Jest to
interpretacja sprzeczna z podstawami biologii molekularnej (mutacja
nonsensowna powinna prowadzi¢ do degradacji NMD lub powstania
niefunkcjonalnego, skréconego biatka). Czy Doktorantka rozwazyta
alternatywne wyjasnienia, np. ze zastosowane przeciwciato rozpoznaje
epitop N-kohcowy, a skrécone biatko (jesli powstaje) jest bardziej stabiine?
Lub czy wariant ten zaburza migjsce wigzania np. miRNA, prowadzgc do
utraty regultacii i paradoksalnego wzrostu tfranslaciie

W badaniv metylomu, Doktorantka stwierdza obnizong metylacje
(hipometylacje) promotora genu supresocrowego CDKNTA (p21) w rakach
(lgOvCa i hgOvCa) w pordwnaniu do BOTS. Jest to wynik sprzeczny z
oczekiwaniami (supresor powinien by¢ wyciszany, a nie aktywowany). Czy
Doktorantka moze szerzej skomentowad te obserwacije w kontekicie statusu
TP53 w tych guzach? Literatura wskazuje, ze w komadrkach z defektywnym
P53, biatko p21 moze traci¢ funkcje supresorowq i petnic funkcje
pronowotworowe, co ttumaczytoby jego aktywacje przez hipometylacje w

rakach.

Reasumujqc, rozprawa doktorska lek. Laury Szafron pt. ,Charakterystyka

wariantéw genetycznych wybranych gendw supresorowych i onkogendéw oraz

metylomu guzdw granicznych jajnika oraz wysoko i nisko zréznicowanych rakdw

jajnika” stanowi obszerne i wartoSciowe studium molekularne, wnoszgce nowe

informacje w zrozumienie dudlistycznej patogenezy nowotwordw jajnika.

Na szczegodlne uznanie zastugujg oryginalne i doskonale vdokumentowane

wyniki © charakierze epigenetycznym. |dentyfikacja hipermetylacji genu TP53 jako

prawdopodobnego, dlternatywnego mechanizmu inaktywacii tego supresora w

rakach typu IgOvCa jest odkryciem nowatorskim i © potencjalnie duzym znaczeniu
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poznawczym. Réwnie istotne jest wykazanie, ze progresja guzdw granicznych (BOTS)
do rakdw inwazyjnych (IgOvCa) jest silnie powigzana ze zmianami epigenetycznymi
w regionie MHC oraz w genach regulatordw mikrosrodowiska immunologicznego,
takich jak IL34. W czesci genomowej, praca identyfikuje nowe, potencjalne markery
prognostyczne (PARPI w BOTS, FANCI w hgOvCa) i poprawnie umieszcza je w
ztozonym kontekscie biologicznym szlaku FA i statusu gendw BRCA1/2 oraz TP53.

Praca nie jest wolna od ograniczen. Najpowazniejszym jest bardzo niska
liczebnosé grupy IgOvCa (N=7 w badaniach metylomu), co ostabia moc statystyczng
uzyskanych wynikdw i nakazuie traktowacé je z duig ostroinosciq. Ponadto,
zastosowanie dwoch rdznych, nie w petni pordwnywalnych paneli NGS doprowadzito
do niespojnych wynikéw (np. dla BRCA1}, co nie zostato wystarczajgco krytycznie
omowione w dyskusii.

Pomimo wskazanych ograniczen, kitore sg czesciowo wynikiem obiektywnych
trudnosci badawczych {rzadkos¢ wystepowania IgOvCa), rozprawa lek. Laury Szafron
jako cato$¢ demonstruje jej wysokie kompetencje merytoryczne, umiejetnosc
planowania i samodzielne| realizacji ztozonych eksperymentéw genomowych i
epigenomicznych, a takze zdolno$¢ do analizy bicinformatycznej i wyciggania
dojrzatych, biologicznie uzasadnionych wnioskéw. Praca jest oryginalna, a jej
kluczowe wyniki zostaty opublikowane w pismach miedzynarodowych.

Rozprawa doktorska lek. Laury Szafron spetnia wszystkie wymogi formalne i
merytoryczne stawiane pracom ubiegajgcym sie o nadanie stopnia naukowego
doktora nauk medycznych i navk o zdrowiu, zgodnie z art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce.

Niniejszym wnosze do Rady Dyscypliny Nauk Medycznych Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie lek. Laury Szafron do publicznej obrony

rozprawy doktorskiej.

Fatby V)
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