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Recenzja

rozprawy doktorskiej Pani mgr Darii Anny Harezy
pt.: ,,Zakazenie ludzkim wirusem brodawczaka typu 16 i polimorfizm genow

kodujacych receptory Toll-podobne jako czynniki ryzyka raka jajnika”

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska zostala wykonana pod kierownictwem
naukowym Pani prof. dr hab. Edyty Paradowskiej w Pracowni Wirusologii Instytutu Biologii
Medycznej Polskiej Akademii Nauk w todzi. Promotorem pomocniczym byta Pani dr

Katarzyna Dominika Kania.

Podstawe formalng wykonania recenzji stanowi pismo Przewodniczacego Rady Naukowej
Instytutu Biologii Medycznej PAN, Pana prof. dr hab. Antoniego Roézalskiego z dnia
10.12.2025 r.

Przedstawiona rozprawa doktorska obejmuje cykl czterech monotematycznych oryginalnych
publikacji naukowych opublikowanych w latach 2022-2025 w czasopismach znajdujgcych sie
w bazie Journal Citation Reports (JCR):

1. Hareza, D. A., Wilczynski, J. R., Paradowska, E. (2022). Human papillomaviruses as
infectious agents in gynecological cancers. Oncogenic properties of viral proteins.
International ~ Journal of  Molecular  Sciences, 23(3), 1818. DOI:
https://doi.org/10.3390/jms23031818. IF = 4,9, MEIN = 140 pkt.

2. Paradowska, E.*, Hareza, D. A.*, Kania, K. D., Jarych, D., Wilczynski, M.,
Malinowski, A., Kawecka, M., Nowak, M., Wilczynski, J. R. (2024). Human
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papillomavirus infection of the fallopian tube as a potential risk factor for epithelial
ovarian cancer. Scientific Reports, 14(1), 21602. DOI: https://doi.org/10.1038/s41598-
024-72814-0. * pierwszy autor, IF = 3,9, MEiN = 140 pkt.

3. Kania, K. D., Hareza, D., Wilczyniski, J. R., Wilczynski, M., Jarych, D., Malinowski,
A., Paradowska, E. (2022). The Toll-like receptor 4 polymorphism Asp299Gly is
associated with an increased risk of ovarian cancer. Cells, 11(19), 3137. DOL
https://doi.org/10.3390/cells11193137. IF = 5,2. MEIN = 140 pkt.

4. Hareza, D.A., Kania, K.D., Jarych, D., Wilczynski, J.R., Wilczynski, M., Malinowski,
A., Paradowska, E. (2025). TLR8 and TLR9 gene polymorphisms and the risk of high-
grade serous ovarian cancer. International Journal of Biological Macromolecules,
313:144259. DOI: hitps://doi.org/10.1016/].ijbiomac.2025.144259. IF = 8,5, MEIN =
100 pkt.

Laczna warto$é tych publikacji wg listy czasopism punktowanych MEiIN wynosi 520 pkt, zas
warto$¢ wspétezynnika IF wg listy JCR —22.5. W trzech z wymienionych prac Pani mgr Daria
Hareza jest pierwsza autorka, w jednej pracy — druga, a ztozone oswiadczenia pozostatych
wspotautoréw s3 dowodem na wiodacy udziat Doktorantki w powstaniu publikacji. Badania
opisane w rozprawie byly prowadzone w ramach projektu Narodowego Centrum Nauki nr
2019/33/B/NZ7/02872 (OPUS-17) pt. ,.Badania mechanizméw molekularnych zwigzanych z

zakazeniami HPV i CMV w patogenezie raka jajnika”.

Warto$¢ naukowa rozprawy doktorskiej

Wedlug mojej oceny, warto$¢ naukowa tej rozprawy jest wysoka; praca wnosi nowe dane na
temat potencjalnej roli zakazenia HPV-16 i polimorfizméw TLR w patogenezie raka jajnika,
wykorzystujac zaréwno modele komorkowe, jak i materiat kliniczny. Rak jajnika ma stabo
poznane czynniki ryzyka i brak jasno zdefiniowanego ,czynnika zakaznego”, w
przeciwiefistwie do raka szyjki macicy czy watroby, stad pokazanie, ze u czgdci chorych
wystepuje HPV-16 oraz specyficzne zaburzenia w szlakach sygnatowych moze doprecyzowac
modele jego powstawania. Polimorfizmy TLR pokazuja, ze wrodzona odpowiedz
immunologiczna gospodarza moze modulowac ryzyko nowotworu — nie tylko przy infekcjach
bakteryjnych/wirusowych, ale takze w kontekscie przewleklego stanu zapalnego w jajniku.

Dlatego, identyfikacja wariantow TLR zwigzanych z ryzykiem raka jajnika jest pierwszym
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krokiem do budowy paneli predyspozycji, ktore uzupelnia znane geny wysokiego ryzyka
(BRCA1/2) i pozwolg lepiej kwalifikowaé kobiety do nadzoru lub profilaktyki. W pracy Pani
mgr Darii Hargzy dane z linii komoérkowych pokazujg mechanizmy (jak onkoproteiny HPV-
16 i TLR wplywaja na ekspresj¢ genow, szlaki NF-kB, JAK/STAT), a material kliniczny
potwierdza, ze podobne zaburzenia wystepujg w rzeczywistych guzach u pacjentek. Taka
synergia zwigksza wiarygodno$¢ wnioskow i daje podstawe do dalszych badan translacyjnych
— nad biomarkerami z krwi/tkanki i nad celami terapeutycznymi (modulacja TLR, szlakéw

zapalnych), ktére moga realnie poprawié diagnostyke i leczenie raka jajnika.

Pierwsza publikacja dotyczy wykrywania zakazenia HPV-16 (i czeSciowo innych wirusow) w
tkankach jajnika 1 jajowodu u pacjentek z nablonkowym rakiem jajnika oraz analizy
wybranych zmian molekularnych w tych guzach. Badanie pokazuje, z¢ DNA HPV-16
wystepuje w niskiej liczbie kopii u istotnego odsetka chorych, czesciej w jajowodach niz w
samych guzach jajnika, oraz ze w przypadkach HGSOC czestos¢ i miano wirusa sg wyzsze
niz w guzach lagodnych; réwnoczesnie Autorka opisuje zaburzenia ekspresji kluczowych
regulatorow cyklu (TP53, pRB, pl6, E2F, ¢-MYC, NF-kB1) w tkankach raka, wskazujgc

mozliwe powigzania mi¢dzy zakazeniem HPV a deregulacjg tych szlakow.

Druga publikacja koncentruje si¢ na polimorfizmach genéw TLR4 i TLR8 jako potencjalnych
czynnikach ryzyka rozwoju nabtonkowego raka jajnika, szczegdlnie typu HGSOC. Autorka
wykazata, ze wariant TLR4 rs4986790 Asp299Gly oraz polimorfizm promotora TLRS8
153764879 wystepuja istotnie czesciej u pacjentek z rakiem jajnika niz u zdrowych kobiet, a
obecnos¢ tych alleli wiaze si¢ zarowno ze zwiekszonym ryzykiem choroby, jak i — w
przypadku TLR8 — z wyzsza ekspresja tego receptora w guzach, co sugeruje, ze modyfikacje

odpowiedzi wrodzonej (TLR-zaleznej) moga wptywac na karcynogeneze jajnika.

Trzecia publikacja dotyczy analizy ekspresji gendow i bialek kluczowych szlakow
sygnalizacyjnych w raku jajnika z uwzglednieniem zakazenia HPV-16. W pracy poréwnano
ekspresj¢ mRNA 1 bialek takich regulatoréw, jak p53, pRB, pl16, E2F, c-MYC, NF-xBl,
BCL-2 oraz wybranych cytokin (m.in. IL-6, IL-10, TNF-o) w: klonach komoérkowych z
nadekspresja onkoprotein ES/E6/E7 HPV-16, tkankach guza, strzepkach jajowodu i
surowicach pacjentek, pokazujac, ze zakazenie HPV oraz okreslone zaburzenia tych szlakow
wspotwystepuja w HGSOC i moga sprzyjaé proliferacji, opornosci na apoptoze oraz progresji
choroby.
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Czwarta publikacja stanowiaca podstawe dysertacji dotyczy analizy stgzen cytokin pro- i
przeciwzapalnych w surowicy kobiet z nablonkowym rakiem jajnika w poréwnaniu z
kobietami zdrowymi i z guzami granicznymi. Wykazano istotnie wyzsze st¢zenia IL-6, IL-10
i TNF-a u pacjentek z rakiem jajnika, a wartosci tych cytokin korelowaly ze stopniem
zaawansowania choroby (FIGO) i wiekiem chorych, co wskazuje na ich potencjalna rol¢ jako
markerow zaawansowania/progresji oraz odzwierciedlenie stanu zapalnego towarzyszacego

karcynogenezie jajnika.

Oryginalne prace badawcze stanowiace podstawe prezentowanej pracy doktorskiej byly juz
poddane wczesniejszej ocenie przez redakcje czasopism i niezaleznych recenzentoéw. Z tego

wzgledu moja ocena dotyczy Autoreferatu bedacego autorskim opracowaniem Pani mgr Darii
Harezy.
Ocena Autoreferatu

Pani mgr Daria Har¢za przedstawita Autoreferat zgodnie z wymogami dla prac doktorskich
przygotowanych w oparciu o opublikowane manuskrypty. Autoreferat rozpoczyna
trzystronicowy Spis skrotow oraz Streszczenia w jezyku polskim i angielskim. Kolejnymi
cze$ciami Autoreferatu sa; Wstep, Cel pracy, oméwienie badan stanowigcych podstawg
rozprawy doktorskiej, analiza poziomu ekspresji genow uczestniczacych w  szlakach
sygnalizacyjnych zwigzanych z transformacja i progresja nowotworu, Materiaty i Metody,
oméwienie Wynikow oraz Dyskusja. Na koficu Doktorantka umieszcza podsumowanie wraz z
bibliografia oraz kopie artykutéw stanowigcych monotematyczny zbidr publikacji, jak réwniez
o$wiadczenia wykazujace wklad autoréw w powstanie publikacji bedacych podstawa rozprawy

doktorskie;j.
Autoreferat ocenitam w konwencji mocnych i stabszych stron.
Mocne strony Autoreferatu

1. Aktualny, wazny problem badawczy
Polaczenie wirusologii (HPV-16), odpowiedzi wrodzonej (TLR) i onkologii
ginekologicznej odpowiada na realna luk¢ w wiedzy o czynnikach ryzyka raka jajnika,
ktéry weigz cechuje si¢ wysoka $miertelnodcia i brakiem dobrych metod wczesnego
wykrywania. Jasno zdefiniowany cel pracy i dobre osadzenie w projekcie NCN

(OPUS) budujg wiarygodnos¢ oraz znaczenie kliniczne badan.
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2. Rozbudowana, nowoczesna metodologia
Autorka wykorzystata imponujacy zakres technik: hodowle komérkowe z nadekspresja
onkoprotein ES/E6/E7 HPV-16, pierwotne hodowle z guzdéw jajnika, PCR/RT-gPCR,
analizy SNP (ADA, PCR-RFLP), oznaczenia cytokin, immunohistochemia i
zaawansowana analiza statystyczna. Bardzo dokladny opis materiatlow i metod (linie
komorkowe, bioptaty, protokotly izolacji, transfekcji, walidacji zywotnosci), ktory
zapewnia wysoka powtarzalnos¢ doswiadczen i spelnia standardy dobrego
raportowania badan eksperymentalnych.

3. Spdjna struktura i bogate tlo teoretyczne
Obszerny wstep dotyczacy budowy jajnika, typéw raka, czynnikéw ryzyka, biologii
HPV iroli TLR dobrze prowadzi czytelnika od ogétu do szczegdtu. Czesé przegladowa
o szlakach sygnalizacyjnych (NF-xB, JAK/STAT, PI3K/AKT, MAPK itd.) ulatwia
interpretacje pézniejszych wynikéw ekspresji gendw/biatek.

4. Doskonale i szczegdtowo opisane wyniki oraz bardzo dobra dyskusja
Wyniki obejmuja zaréwno modele in vitro (klony komdérkowe z onkoproteinami HPV),
jak 1 material kliniczny (tkanki, surowice), co zwicksza wartos¢ translacyjng
wnioskéw. Dyskusja odnosi sie do szerokiej literatury, krytycznie zestawia uzyskane
dane z innymi badaniami i wyraznie wskazuje, gdzie praca potwierdza, a gdzie

rozszerza dotychczasows wiedze.

Slabsze strony Autoreferatu

1. Rozproszenie celu i mnogosé watkow
Praca obejmuje bardzo wiele pozioméw (zakazenie HPV w tkankach, polimorfizmy
TLR, ekspresja szeregu gendéw i biatek, profil cytokin), co miejscami rozmywa gtowna
hipotezg i utrudnia wyeksponowanie najwazniejszych odkryé. W podsumowaniu warto
wyrazniej wskaza¢ 2-3 kluczowe wnioski (np. konkretne warianty TLR istotnie
zwigzane z ryzykiem, charakterystyczny ,,podpis” ekspresyjny dla HPV-dodatnich
rakow), a pozostale wyniki przedstawi¢ jako wspierajace.

2. Nierownomierna objetos¢ i miejscowy nadmiar detali
Opis materiatow/odczynnikéw jest bardzo szczegéltowy (dlugie listy aparatury,
roztworéw), co jest poprawne technicznie, ale obniza czytelnos¢ rozprawy; czesé z

tych informacji moglaby by¢ przeniesiona do zatacznika lub tabel. W niektorych
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podrozdziatach wstepu (np. szczegétowe opisy niektérych biomarkerow/szlakow)
mozna by skrocié tekst, koncentrujac sie na elementach bezposrednio powigzanych z
postawiong hipotezg. Rozumiem jednak che¢ Doktorantki do szczegdlowej prezentacji

tych czesci rozprawy.

. Prezentacja wynikow i statystyka

Fragmenty dotyczace metod analizy statystycznej sa stosunkowo krotkie w stosunku
do liczby analizowanych zmiennych; przydatoby si¢ mocniejsze podkreslenie sposobu
kontroli wielokrotnych poroéwnan (np. korekta Bonferroniego/FDR) i kryteriéw doboru
modeli wieloczynnikowych. W czeSci wynikowej mozna rozwazyé bardziej
zintegrowane przedstawienie danych (np. heatmapy, modele logistyczne faczace
polimorfizmy TLR z ekspresja gendéw i parametrami klinicznymi), co wzmocniloby
przekaz translacyjny.

Aspekt kliniczny i praktyczne implikacje

Praca Pani mgr Darii Harezy bardzo dobrze opisuje zalezno$ci molekularne, natomiast
nieco stabiej wybrzmiewa, jak wyniki moglyby przelozy¢ si¢ na konkretne narz¢dzia
kliniczne (np. panel SNP do oceny ryzyka, potencjalne markery wczesnego
wykrywania, kierunki terapii celowanej). Warto moze mocniej wyeksponowac, ktore
obserwacje majg najwiekszy potencjal do dalszego rozwoju w badaniach

translacyjnych lub klinicznych oraz jakie sa ograniczenia badan.

Ponadto, w trakcie obrony chciatabym ustysze¢ odpowiedzi Doktorantki na nastgpujgce

pytania:

1.
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Dlaczego uznata Pani, ze HPV-16 jest realnym kandydatem na czynnik ryzyka raka
jajnika, skoro jego rola jest dobrze udokumentowana w raku szyjki macicy, ale w
jajniku nadal budzi kontrowersje?

Jakie mechanizmy biologiczne (na poziomie komorek jajnika/jajowodu) uwaza Pani
za najbardziej prawdopodobne dla udziatu onkoprotein ES/E6/E7 w transformacji
nowotworowej w jajniku?

Dlaczego wybrala Pani wlasnie te polimorfizmy genéw TLR — co przesadzito o
selekcji badanych SNP?

Jakie sa glowne zalety i ograniczenia wykorzystania linii SK-OV-3 i OVCAR-3 z

nadekspresja onkoprotein HPV w poréwnaniu z pierwotnymi komoérkami raka jajnika?
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5. Czy miala miejsce Kkontrola pobieranego materialu z jajnika pod katem
zanieczyszczenia probki innymi wirusami (np. HPV z szyjki macicy)?

6. Ktory z badanych polimorfizméw TLR uwaza Pani za najsilniej powiagzany z ryzykiem
raka jajnika i dlaczego?

7. Jak Pani ocenia sil¢ zwigzku miedzy poziomami cytokin w surowicy a ekspresja genow
w tkance — czy mozna tu méwi¢ o potencjalnych biomarkerach, czy raczej o
niespecyficznym odzwierciedleniu stanu zapalnego?

8. Czy na podstawie wynikow widzi Pani realng mozliwo$¢ stworzenia panelu-
genetyczno-wirusologicznego do oceny ryzyka raka jajnika? Jakie parametry musiatby
spetnia¢, aby miat sens kliniczny?

9. Jakie praktyczne konsekwencje dla diagnostyki lub profilaktyki raka jajnika moga
mie¢ Pani wyniki — czy widzi Pani miejsce np. dla badann HPV-16 lub genotypowania
TLR w rutynowej praktyce?

10. Jak Pani zdaniem Pani wyniki wpisujg si¢ w obecne modele patogenezy raka jajnika

(pochodzenie z nabtonka jajowodu vs powierzchni jajnika)?

Podsumowanie recenzji

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa stanowi dojrzale, metodologicznie dopracowane
dzielo tgczace wirusologig, genetyke i onkologie ginekologiczng, o bardzo wysokiej
oryginalnej warto$ci poznawczej. Do jej wzmocnienia przydaloby si¢ wyrazniejsze
»wyostrzenie” gléwnego przekazu, lekkie odchudzenie partii czysto technicznych oraz
mocniejsze podkreslenie klinicznych konsekwencji uzyskanych wynikéw. Z najbardziej

wartosciowe uwazam dwa aspekty tej dysertacji:

1. Zidentyfikowanie HPV-16 i konkretnych polimorfizméw TLR4 i TLRS$ jako
potencjalnych czynnikow ryzyka raka jajnika, szczego6lnie typu HGSOC, co otwiera
nowy kierunek badan nad etiologia i predyspozycja genetyczno-wirusologiczng tego
nowotworu.

2. Zintegrowane, wielopoziomowe ujgcie patogenezy - polgczenie danych z modeli
komorkowych, pierwotnych hodowli, tkanek. nowotworowych, analiz genetycznych i
profilu cytokin, ktore razem tworza spdjny obraz zaburzen szlakow sygnalowych i

odpowiedzi immunologicznej w raku jajnika.
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Pragne nadmienié, Ze wspomniane przeze mnie stabsze strony rozprawy w Zadnym razie nie
ostabiaja jej bardzo wysokiego poziomu. Jednoczesnie — rozprawa doktorska Pani mgr Darii

Harezy potwierdza Jej gotowos¢ do samodzielnego prowadzenia prac badawczych.
Whioski koncowe

Reasumujac, stwierdzam, ze przedstawiona przez Pania mgr Dari¢ Har¢zg rozprawa doktorska
spetnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim zgodnie z art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018
r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2022 poz. 574 ze zm.), w zwigzku z czym
zwracam si¢ do Rady Naukowej Instytutu Biologii Medycznej PAN w Lodzi z wnioskiem o
dopuszczenie Pani mgr Darii Harezy do dalszych etapéw postepowania ws. nadania stopnia

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

Ponadto, biorac pod uwage oryginalnosé, bardzo wysoki poziom merytoryczny rozprawy
doktorskiej oraz jej ogromne znaczenie aplikacyjne wnioskuj¢ o wyréznienie przedstawionej

pracy stosowng nagroda.

Prof. dr hab. Agnieszka Szuster-Ciesielska
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