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Ocena rozprawy na stopieri doktora nauk medycznych i nauk o zdrowiu mgr
Laury Szafron zatytutowanej ,Charakterystyka wariantéw genetycznych
wybranych gendw supresorowych i onkogenéw oraz metylomu guzéw
granicznych jajnika oraz wysoko i nisko zr6znicowanych rakéw jajnika”

Badania z =zakresu nauk podstawowych, a szczegdlnie biologii
molekularnej i genetyki molekularnej, stanowig wspdétczesnie kluczowy element
medycyny translacyjnej. Zwigzek ten jest szczegélnie wyrazny w onkologii, gdzie
sygnatura molekularna/genetyczna/epigenetyczna nowotworu wielokrotnie
jednoznacznie przektada sie na leczenie i rokowanie. Spektakularnym
przyktadem z kilku ostatnich lat takiego zwigzku sg fundamentalne zmiany
paradygmatu sposobow leczenia, klasyfikacji i rokowania dla pacjentek z
rakiem btony sluzowej macicy. Dla chorych z rakiem jajnika wciaz czekamy —
wyrazam swojg opinie¢ w imieniu klinicystow - na przetomowe odkrycia z
zakresu biologii i genetyki molekularnej tej grupy nowotwordw, a takze
uwarunkowane tymi odkryciami, nowe metody leczenia uzupetniajacego,
poniewaz pierwotne leczenie chirurgiczne nie zawsze jest moiliwe, a w
przypadkach operacyjnych (pierwotnych i wtérnych) osiggneto pewne plateau
swoich mozliwosci cytoredukcyjnych. W zwiazku z powyzszym jedyng nadziejg
dla chorych na raka jajnika jest jak najszybsze poznanie zjawisk molekularnych
istotnych z punktu widzenia moiliwosci zastosowania terapii systemowych,
zgodnie z maksyma ,ojca” biologii komédrki Edmunda B. Wilsona ktéry
doktadnie sto lat temu (1925) stwierdzit e ,rozwigzania problemu
biologicznego trzeba ostatecznie szuka¢ w komodrce, poniewa:z kaidy zywy
organizm jest, lub w ktérym$ momencie, byt komdérkg”, a wiec problem
badawczy podjety przez Doktorantke jest niezwykle aktualny i doskonale



wpisuje sie we wspdtczesny nurt badan nad tymi wysoce skomplikowanymi i
bardzo trudnymi klinicznie nowotworami.

Przedstawiona do oceny rozprawa jest spojng tematycznie kompilacja 3
publikacji opatrzonych wspdlnym wstepem, zwieztym oméwieniem materiatu
badawczego z uwzglednieniem pewnych danych klinicznych, skréconym opisem
metod badawczych, prezentacja wybranych istotnych wynikéw oraz dyskusja
stanowigcy tworcze rozwiniecie problemu sygnatury molekularnej BOT-6w i
rakow jajnika. Formalne oswiadczenia wspoétautorow publikacji oraz zgoda
Komisji Bioetycznej stanowig wprawdzie formalne, ale konieczne uzupetnienie
dysertaciji.
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Z punktu widzenia recenzenta na szczegdlne podkreslenie zastuguje
konstrukcja eksperymentdw. Pierwszy element ktéry chciatbym podkresli¢ to
dobér rodzajow nowotwordw jajnika. Doktorantka podjeta sie ambitnego
zadania analizy zjawisk molekularnych w trzech typach réinych klinicznie i
morfologicznie guzéw jajnika — nowotwordw o granicznej ztosliwosci (ang.
borderline ovarian tumors - BOTs), rakow o wysokim stopniu zréZnicowania i
klinicznie mniejszej ztosliwosci (ang. low grade ovarian cancer) i rakéw o niskim
stopniu zréznicowania histologicznego i wysokim stopniu klinicznej ztosliwosci
(ang. high grade ovarian cancer). Dodatkowo grupe guzéw o granicznej
ztosliwosci podzielita na te ze specyficzng mutacja w genie BRAF (BOT.V60O0E) i



bez tej mutacji. Czy byto to zasadne — prosze o uzasadnienie w trakcie obrony
tez doktoratu.

Drugi element istotny i cenny z punktu widzenia recenzenta to rodzaj
badanych zmian molekularnych. Doktorantka dokonata analizy nie tylko
przemyslanego, bazujacego na danych z pismiennictwa $wiatowego, panelu
wybranych genéw i efektow tych zmian w postaci ekspresji produktéw
biatkowych (Western blot), ale réwniez pokusita sie o ocene zmian
epigenetycznych (metylomu) w postaci pomiaru stopnia (hipo)metylacji
genomowego DNA. To bylo bardzo rozlegte i ambitne zadanie, z ktérego
Doktorantka wywigzata sie bez zastrzezen.

Z punktu widzenia recenzenta klinicysty cenng informacjg jest fakt, ze
warianty polimorficzne rdzinicujg trzy grupy analizowanych guzéw. Poza
mutacjami w genach TP53 i BRCA1/2, ktére istotnie czesciej wystepowaty w
nisko zréznicowanych rakach jajnika (hgOvCa), Doktorantka wykazata, ie
warianty polimorficzne w innych genach wydajg sie odgrywaé waing role w
BOT (BRAF, KRAS) i w IgOvCa (KRAS i NRAS). Zjawiska tego nie obserwuje sie w
grupie guzéw hgOvCa, co po raz kolejny dowodzi, ze guzy graniczne i IgOvCa sa
ze sobg molekularnie spokrewnione, a to moze przektadaé sie réwniez na
kliniczng ewolucje BOT w kierunku IgOvCa. Jest to cenna informacja zaréwno
dla ginekologa onkoioga jak i dla onkologa klinicznego, pomocna w wyborze
zakresu leczenia operacyjnego, monitorowania chorych i prognozowania
przebiegu choroby. Ciekawe jest takze zjawisko, wykazane przez Doktorantke,
czesciej wystepujacych mutacji w genach zaangazowanych w proces
ubikwitynacji (SEM1, FANCB) zaobserwowane w grupie BOT.

Istotng, takie klinicznie, obserwacjg jest wyraina réznica molekularna
pomiedzy BOTs a hgOvCa. Przejawia sie to istotnymi zmianami w genie FANC/ w
guzach hgOvCa, natomiast w BOTs jest to obecno$¢ SNP w genie PARPI.
Ponadto zmiany FANC! i ekspresja biatka FANCI, byly zwigzane ze statusem
biatek supresorowych TP53 i BRCA1/2.

W zakresie badan metylomu Doktorantka stwierdzita kilka ciekawych i
istotnych zjawisk. Najbardziej jednoznacznym zjawiskiem w zakresie zaburzen
epigenetycznych jest pogtebianie sie hipometylacji genomu wraz ze wzrastajaca
kliniczng ztosliwoscig guzéw jajnika — najsilniej jest to wyrazone w hgOvCa.
Ciekawg obserwacja jest zjawisko najmniejszych zaburzeh metylacji w guzach



BOT.V600E — istotnie réznigce je pod tym wzgledem od BOT bez tej mutacji,
IgCaOv i hgCaOwv.

Inne badanie Doktorantki dotyczgce zmian epigenetycznych wykazato
ciekawe zjawisko mogace oznaczaé, ze w lgOvCa inaktywacja genu supresora
TP53 dokonuje sie przede wszystkim na drodze epigenetycznej, a nie w wyniku
mutacji. Klinicznie i molekularnie ciekawym zjawiskiem jest fakt, ze zmiany
metylacyjne w genach zwigzanych z uktadem odpornosciowym, a tym samym
mikrosrodowiskiem guza, najprawdopodobniej odgrywajg kluczowg role w
transformacji guzéw granicznych do IgOvCa. Ma o tym swiadczy¢ obserwacja,
ze 10 najbardziej zmienionych DMR w BOT w porédwnaniu do IgOvCa,
znajdowato sie na 3,5-milionowym obszarze genomu na chromosomie 6 (region
MHC). Dodatkowym poparciem dla tej tezy jest stwierdzenie w grupie BOTs
zmian metylacyjnych w obrebie genu /L34, obecnego w immunosupresyjnej linii
populacji makrofagéw o akronimie TAM (ang. tumor-associated macrophages).
Hipermetylacja DMROw w obrebie /L34, prowadzgca do zmniejszenia ekspresji
IL34, jest korzystnym czynnikiem predykcyjnym, zmniejszajgcym ryzyko
powstania mikroinwazji i wszczepow guza. Wyniki badan Doktorantki wskazujg
rowniez, ze zmiany metylacyjne w wielu innych genach okazaty sie dobrymi
markerami predykcyjnymi zaréwno dla hgOvCa jak i dla BOTs Ilub
prognostycznymi dla hgOvCa.

Z punktu widzenia recenzenta zatuje jednak, ze tak dobre prace, oparte o
nowoczesne metody i relatywnie duze grupy analizowanych pacjentek nie
zostaty opublikowane w bardziej prestizowych czasopismach spoza grupy MDPI
(Cancer Cell, Cancer Research, Cancer etc.)

Whioski koncowe

Doktorantka podjeta niezwykle interesujacy i bardzo wazny z klinicznego i
naukowego punktu widzenia temat badawczy, jednocze$nie bardzo
pracochtonny z uwagi na rozlegtos¢ oraz skale trudnosci metodyki badan.
Efektem tej wytezonej i dlugotrwatej pracy sg wartosciowe publikacje
sktadajace sie na interesujgca dysertacje doktorskyg. Biorgc powyisze pod
uwage stwierdzam, ze rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art.
187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz. U. 2018 p0z.1668) i tym samym jest podstawg do ubiegania sie o stopien



naukowy doktora nauk medycznych i nauk o zdrowiu w dyscyplinie nauki
medyczne.

Jednoczesnie wzigwszy pod uwage wysokg wartos¢ poznawczy,
nowatorstwo i mozliwosci aplikacji klinicznych wynikdéw pracy Doktorantki
whioskuje o wyrdznienie rozprawy. Przedktadam zatem Radzie Dyscypliny Nauk
Medycznych  Warszawskiego  Uniwersytetu  Medycznego wniosek o
dopuszczenie mgr Laury Szafron do dalszych czesci przewodu doktorskiego.

Prof. dr hab. it ierz Baranowski






