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Osiagniccia naukowego dr n. med. w dyseyplinie biologia medyezna Lukasza Michala Szalrona
ratrudnionego — od pazdziernika 2000 do nadal- w Zakladzie Genetyki w Narodowym
Instytucie Onkologii im. Marii Sklodowskiej-Curie w Warszawic, w zwigzku 7 postgpowaniem
habilitacyjnym wszezetym przed Rada Naukowa Narodowego Instytutu Onkologii im, Marii
Sklodowskiej-Curie — Panstwowego Instytutu Badawezego orax Rady Doskonalosci Naukowej
w Warszawie, o nadanie stopnia doktora habilitowanego w dziedzinie nauk medyeznych i nauk o
zdrowiu w dvsevplinie nauki medyesne.

1. Udokumentowanie wniosku 1 podstawa prawna

Na wstepie bardzo serdecznie drickuje Wysokie) Radzie Naukowej Narodowego Instytutu
Onkologii im, Marii Sktodowskiej - Curie — Panstwowego [nstytutu Badawezego w Warszawie,
za zaproszenie mnie do uczestnictwa w procesie postepowania habilitacyjnego Pana Doktora
[.M. Szafrona. jako recenzent. Zostatem powolany na jednego 2 recenzentow w postepowaniu
habilitacyinym Pana Doktora L. M. Szalrona na podstawie art. 221 ust . 5 ustawy z dnia 20 lipea
201 8r Prawo o szkolnictwic wyizszym i nauce (D, U, 2 2024 . poz. 1571 ) oraz art. 29 usl. 2 pkt
14 ustawy z dnia 30 kwietnia 2010 o instytutach badawezych (t). Dz, UL 2 2024 r. poe. 534) oraz
uchwaly nr 41/2025 Rady Naukowej z dnia 19 marca 2025 r. oraz uchwaly Rady Doskonatosci
Naukowej (art. 221 ust 4. 7 dnia 20 lipea 2018 Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce Dz, UL 2
2024 . poz. 1371, w sprawie okreslenia trybu postgpowania i nadania stopnia doktora
hahilitowanego w dziedzinie nauk medyeznyeh 1 nauk o zdrowin. Ocene osiggnigeia naukowego
oraz catoser dorobku naukowepo, organizatorskiego 1 popularvzujacego nauke dokonalem w
oparciu o przestane zrodha 1 kopie dokumentow:

1. Whniosek i dane wnioskodawcey z dnia 27 listopada 2024

2. Kopia dyvplomu doktora nauk medyeenyeh 1 innyeh dyplomaow zawodowyeh
3. Otrzvmane pranty i nagrody

4. Autorelerat

5. Osiagniecie naukowe w oparciu cykl szesciu publikac)i

6. Oswiadezenia wspolpracownikow
7. Kopie publikacji bedacyeh podstawg postepowania habilitacyjnego w oparciu o cvkl
powigzanych tematvernie artykulow naukowych



8. Potwierdzenie innvch aktywnosci naukowych

9. Analiza bibliometryczna dorobku naukowego opracowana przez Biblioteke Naukowg
Narodowego Instytut Onkologii im. Marii Skodowskiej -~ Curic Panstwowego Instytutu
Badawczeoo w Warszawie

10, Wniosek koncowy

Ad. 1.

Doktor Lukasz Michal Szafron jako Habilitant wlozyt wniosek dnia 27 listopada 2024 roku o
przeprowadzenic postepowania w sprawie nadania stopnia doktora habilitowanegoe w dziedzime
nauk medveznyeh i nauk o sdrowiu w dyseyplinie nauki medyezne w oparciu o okreslenie
osiggniceia naukowego zatylutowanego:

Poszukiwanie nowych molekularnyeh markerdw prognostyeznych i predykeyjnych u
pacjentek z gurzami jajnika o zroZnicowanej agresywnosei.

Whniosek jest przeprowadzany w oparciu o art, 221 ust, 10 ustawy « dnia 20 lipea 2018 roku
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (De. UL 2 2021 r. poz. 478 zm.) # przeprowadzeniem
slosowania jawnego.

Ad. 2.

Habilitant dostarczyt w wersji elektroniczne] kopie oryginalnyeh dyploméw: naukowego doktora
nauk medyeznyeh w dziedzinie biologii medyverne) oraz dyplomow zawodowych. g

- Dvplom doktora nauk medyeznych na podstawie przedstawione] rozprawy doktorskiej pt:

. A Search For A New Molecular Prognostic Markers in Ovarian Cancer Patients™ (12 czerwea
2013)

- Dvplom potwierdzajacy tytul specjalisty w dziedzienie laboratoryina genetyka medyczna po
zlozeniu Panstwowego Egzaminu Spegjalizacyjnego Diagnostow Laboratoryinych w dniu
30.11.2016 roku.

- BEuropean Board (O Medical Genetics, April 15, 2018

A .3,

Ciranty realizowane przez Habilitanta:

- 1. Narodowe Centrum Nauki 2020/37 B/ NZ5/042 13



_Kompleksowa charakterystyka mikrosrodowiska granicznyveh, wysoko zroznicowanych oraz
nisko zroznicowanveh surowiczych guzow jajnika w kontekscie cech kliniczno patologicznyeh,
wooparciu o sekwencjonowanie nowe| generacn, 2021 — 2024, 1 233 600 PLN, Realizowany

- 2. Narodowe Centrum Nauki 2016/23/ 1D/ NZ5/(114 53
LAnaliza molekularna genu CRNDE oraz proba oszacowania funkeji i klinicznego #znaczenia
nowo odkrytego mikropeptydu kodowanego przey ten gen™, 2017 - 2020, 400 000 PLN,

Rozliczony

- 3. Ministerstwo Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego N N407 027238

Poszukiwanie molekularnych markerow prognostyeznych u pacjentek z rakiem jajnika™, 2010
— 2012, 50 000 PLN, Rozliczony

-4, Perlan.com.pl-KONKURS VISIUM SCIENTIFIC CHALLENGE 2022- ok, 30 000 PLN
Realizowany 5 plerid.pl ovcarnas eq

LAnaliza wynikow sekwencjonowania nastepnej generacji (NGS)™, 2019 — 2020, 5000 godzin
Rozliczony

- 6. Fundacja Jakuba hr. Potockiego 657/19 Ocena klinicznego znaczenia zmian liczby kopii
genu CEBPA oraz ich wplvwu na przezyveie | odpowicd? na leczenie u pacjentek # rakiem

Jagnika 2019 - 2020, 99 500 PLN, Rozliczony

-1. NIO-PIB 5N/ GW05/2 015

~Badanic genu CRNDE oraz jego nowo odkrytego produkiu bialkowego metodami
molekularnymi i immunohistochemicznymi. Proba okreslenia roli peptydu CRNDEP w

procesach nowolworzeni™. 2005 — 2016, 30 000 PLN, Rozliczony

Nagrody Habilitanta:

- 2015 Nagroda Dyrektora Centrum Onkologii za artvkul:

.. I'he putative oncogene CRNDL s a negative prognostic faclor in ovarian cancer patients,”
Oncotarget 2015 6(41): 43897-439110)

-2016.04.07 Polska Akademia Nauk, Wydaial Nauk Medyeenyeh za rozprawe doktorsky:

“A Search For A New Molecular Prognostic Markers in Ovarian Cancer Patients.”

=2019 List nominacyny: Polska Nagroda Inteligentnego Rozwaoju



Ad.4

W autoreferacie Habilitant przedstawil swojg historig zatrudnienie w branzy medycznej |
przebiepg procesu edukacyjnego oraz przedstawit — krotko 1 tredeiwie - raka jajnika w kontekscie
badan oryginalnych jakie przeprowadzal zespolowo zardwno w swoim macierzysiym migjscu
zatrudnienia jak i z innymi wspdlautorami pochodzacymi z réznyeh podmiotéw naukowyeh nie
tylko w Polsce ale 1 w Europie.

Prechicg pracy zawodowe] zwiazany jest » osigganiem poszezegolnych etapow edukacyjnych
polwierdzanveh w postaci okreslonveh dyplomow i zaswiadezen.

- Grudzien 2003: Uniwersylel Warszawski - praca magisterska pt. .. Dysrupcja genu memA
Aspergillus nidulans

- Lipiee 201 1: Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgosecey Umiwersyiet im. M.
kopernika w Toruniu- tvtul diagnosty laboratoryjnego

- Czerwice 2013 ; Narodowy Instyviut Onkeloain im. M. Sklodowskie-Curte w Warszawie
rozprawa doktorska pt. Poszukiwanie nowych molekularnyeh markerdw prognostycznyeh u
pacjentek z rakiem jajnika”

- Listopad 201 6: Centrum Egzamindw Medycznyeh - specjalizaca 2 laboratoryjne) genetyki
medyczne]

- Kwiecien 2018: Furopejska Rada Genetyki — dyplom Europejski kliniczny genetvk
laboratoryjny.

Rak jainika — wprowadzenic

[Rak jagnika (OvCa) to powszechna 1 #lozona choroba zloshiwa o ogdlnie abvm rokowaniu g
wylatkowo wysokie] smiertelnoscl na catvm swiecie. [stmigja dwa glowne typy raka jaynika: rak
jainika o wysokim stopniu zlosliwosel histologicene) (tew, raki nisko zroznicowane) (ang. high-
grade ovarian carcinoma, heOvCa) i raka jajnika o niskim stopniu zlogliwosci histologicznej
itew. raki wysoko zroznicowane) (ang. low-erade ovarian carcinoma, leOvCa). Pierwszy z nich
jest najezestszym typem raka jajnika, charakteryzujacym sie duza niestabilnoseia genomowa.
rearanzacjami chromosomowymi 1 exesto zmulowanymi genami. 2wlaszeza tymi kodujacymi
bialka supresorowe, takie jak TP53, BRCA] 1 BRCA2., 7 koleil 1gOvCa to o wiele rzadszy typ
raka jajnika charakteryzujacy sic mlodszym wickiem diagnozy, wzglednag chemioopornoscia i
dluzszym przezyciem pacjentek w pordwnaniu do swojego odpowiednika o wysokim stopniu
ztodhwosc. Ponadto w lgOvCa nie wystepuja lub rzadko wystepuja maja mutacje w P33
BROAT/Z2. a gury te (zwlaszeza podtypu surowiczego) wykazuja podobicnstwo molekularne do
cuzow graniceyeh jajnika (ang. borderline ovarian tumors, BOTS) |5]. BOTS cechuje posrednia
agresyvwnose miedzy guweami tagodnymi a rakamn inwazyinymi Jest to rezadka jednostka
chorobowa o stosunkowo niskie] agresywnoscel. W przeciwienstwie do wigkszoscr rakow jajnika
BOTS wystepuja elownic u kobiet w wicku rozrodezym. sa zwykle diagnozowane w niskim



stadium zaawansowania klinicznego FIGO i charakteryzuja sie lepszyvmi wskaznikami preczyena,
Metody obrazowania (USG, rezonans magnetyczny ) sa preydaine do odroznienia BOTS od
OvCa przed operacja. Jednak ostateczna diagnoza musi by¢ oparta na badaniu
histopatologicznym. Operacja 7 catkowila resekeja puza jest podstawy leczenia BOTS. Nadal
jednak u mlodyeh kobiet rozwazajacych prokreacie. preferencyjnie stosuje sig interwenc)g
chirurgiczna oszezedzajaca plodnosé. Co ciekawe, chemioterapia nie jest zalecana w przypadku
BOTS. Po catkowitym usunigeiu guza nawel 20% przypadkow BOTS moze nawrocic, zwykle
jako guzy graniczne; jednak u nicktérych pacjentow BOTS moke nawrdeid jako rak jajnika o
niskim stopniu ztosliwosei. 7 kolei rak surowiczy jajnika o wysokim stopniu zlosliwosci
(heOvCa) jest uwazany za odrebna jednostke chorobowa, molekularnie niezwiazang z 1gOvCa i
BOTS. Dane literaturowe na temat biomarkerdow prognostveznych i predykeyjnyeh w BOTS
pozostaja skape. Z drugiej strony OvCa, zwlaszeza OvCa o wysokim stopniu ztoshiwoscel, sy
snacznie lepicj scharakteryzowane niz BOTS. Nadal jednak istnieja rozbieznosci co do
snaczenia klinicznego niektoryeh markerow molekularnych, ktore nalezy rozwiac. podezas gdy
identyfikacja nowych molekularnych predyktorow przesyeia pacjentow i odpowiedzi guza na
chemioterapie ma pierwszorzedne znaczenie dla poprawy wynikow leczenia i zmnigjszenia
wskaznikow smiertelnosel z powodu OvCa,

A5,

Osiagniecie naukowe Habililanta obejmuje evkl 6 publikacji, kKtore zostaly opublikowane w
okresie 201 3-2024. Catosd osiagniecia zostala zatviutowana @ Poszukiwanic nowych
molekularnych markerow prognostyeznveh i predykeyjnyeh u pacjentek v gurami jajnika
o zroznicowanej agresywnosci, Pierwsza publikacja dotyezy roli smutlowanego, a Ly samym
biologicznie aktywowanego, genu SMARCA4 w kontekécie mutacji germinalne) odgrywajgcee)
role w dziedziczeniu vachorowania na raka jajnika postaci drobnokomorkowej typu
hiperkalcemicznego SCCHT. Ta postad raka jajnika jest bardzo rzadko spotykana a przebieg
kliniczny ma charakter bardzo agresywny konezacy sie zgonem. 1 tak chore w zaawansowaniu
FIGO | przezywaja od 5 miesicey do kilku lat natomiast w zaawansowaniu FIGO 11 od 2 do 23
miesicey. Druga publikacja dotyezy genu CEBPA u choryeh na raka jagnika poddanyeh
chemioterapii. Ten gen wykazuje wysoka ekspresje w thankach dobrze erdemeowanych poprees
promowante ckspresji genow charakterystveznych dla odpowiedniej tkanki. Regulacyjne
dzialania genu CEBPA typu masier control zwigzane jest 2 hamowaniem cvklu komarkowego,
czy tez poprzez regulacie kompleksu modulujgeego chromatyng SWESNI.

Nastepne 4 publikacje sa ze soba scisle powiazance 1 dotvezg genu CRNDL. Czesc osigenigeia
naukowego Habilitanta dotyezaca tego wlasnie genu jest najeickawsza i dotyezy nowyeh
zapadnien . ktore dotyeza szerszego problemu roli biologicznej IneRNA (long noncoding RNA)
w komorkach prawidlowych ale a moze i przede wszystkim w komorkach rakowych, w ktorych
moga determinowac agresvwnosc roznyeh typow rakow poprzer wicloaspektowe deialania. np.
promowanic powstawania rybosomow i napedzanie proliferacji komorkowe) (Lee et al. Mol Cell
2025:85:154 3-1560). Gen CRNDE. (ang. Colorectal Neoplasia Differentially Expressed)
(dawniej ten gen byl znany rownies jako LOC3I88279 lub LOCH4391 1), Ostatnio onkogen ten
byt szeroko badany przez wiele grup badawezyeh zayymujacyeh sie roznymi nowolworami (w
hazie danveh PubMed znajduje sie prawie 300 artvkulow odnoszacyeh sig do niego,
opublikowanych w ciagu ostatnich 10 lat). Zdecvdowana wickszos¢ tveh artvkulow koncentruje



si¢ na transkrvplach CRNDE, poniewaz przez lata gen ten byl uwazany za nie-kodujacy IncRNA
. LneRNA sq zazwycezaj opisywane jako transkrypty RNA o diugosei przekraczajgee) 200
nukleotydow, ktore nie koduja bialek. Przez lata wykazano, Ze czasteczki RNA 7 tej klasy biorg
udzial w rozwoju i progresji réznyeh typow nowotwordw. Jednak najnowsze odkrycia wskazuja.
7e wiele takich czasteczek koduje mikropeptydy. a nie same IncRNA, kiore sa odpowiedzialne
za istolne funkeje biologiczne. w tym, ale nie wylgeznie. regulacje homeostazy, stanu zapalnego
i ukladu odpomosciowego, a takze wplywanie na metabolizm oraz na progresje nowotworow.

I. Germline SMARCA4 mutations in patients with ovarian small eell earcinoma of
hypercaleemic type

Joanna Moes-Sosnowskalt. Lukasz Szalron! ¥, Dorota Nowakowska2, Agnieszka
Dansonka-Mieszkowskal. Agnieszka Budzilowskal, Bozena Konopkal . Joanna
Plisiecka-Halasal, Agnieszka Podgorskal, lwona K Rzepeckal and Jolanta
Kupryjanczyk1#

Abstract Background:

SMARC A4 mutations have recently been identified as driving lesions of the ovarian
small cell carcinoma of hypercalcemic type (SCCHT). Familial oceurrence of this
neoplasm was deseribed previously.

Methods: We looked for germline SMARCA4 alterations in eight patients with the
SCCHT. DNA was extracted from probands™ and their relatives’ blood. The SMARCA4
coding sequence, previously found altered in all the tumors, was PCR amplified and
scquenced in the germline DNA.

Results: Two patients carried a heterozygous germline SMARCA4 alteration: ¢.3760G
T and ¢.2352insG. respectively. The analysis of the probands™ next ol kins revealed that
the ¢.37600G> 1" mutation was inherited by the proband and her sister Irom their Father,
and the sisters™ four children also carried the mutation. The proband’s sister was
diagnosed with a carcinoma ol the parotid gland at age 2. A brother of the other proband
was tested negative.

Conclusions: Our study suggests that some women develop the ovarian SCCH'T due to
the inherited or possibly de novo-oceurring germline alterations in the SMARCA4 pene.
however. its penetrance appears limited. Nevertheless. because of high aggressiveness ol
the SCCHT, a molecular diagnostics of the SMARCA4 gene and careful follow-up
should be offered to patients with this cancer and their familics.

Wioski:

Nasze badanic sugeruje, ze u niektoryeh kobiet rozwija sig SCCHT jajnika 2 powodu
odziedziczonyveh lub prawdopodobnic wystepujacych de novo zmian germinalnych w
venie SMARCA4 # poznicjsza utratg allelu typu dzikiego. Jednak ich penetracja wydaje
sig ograniczona. Niemniej jednak zc wezgledu na wysokg agresywnose SCCHT pacjentom
z tvm nowotworem 1 ich rodzinom nalezy zaolerowac diagnostyvke molekularng genu
SMARCA4 i staranna obserwacje.



2.

The significance of ¢.690G=T polymorphism (rs34529039) and expression of the
CEBPA genc in ovarian cancer outcome

Bozena Konopkal.*, Lukasz Michal Szafronl.*, Ewa Kwiatkowska2, Agnieszka
Podgorskal. Aleksandra Zolocinska3, Barbara Pienkowska-Grelal, Agnieszka
Dansonka-Mieszkowskal, Anna Balcerak3. Martyna Lukasik1, Anna Stachurskal 4,
Agnieszka Timorek5, Beata Spiewankicwicz6, Mona El-Bahrawy7. Jolanta
Kupryjanczyk]

ABSTRACT

The CEBPA gene is known o be mutated or abnormally expressed in several cancers.
I'his is the first study assessing the clinical impact of CEBPA gene status and expression
on the ovarian cancer outcome. The CEBPA gene sequence was analyzed in 118 ovarian
cancer patients (44 platinum/cyvclophosphamide (PC)-treated and 74 taxane/platinum
(‘TP)-treated), both in tumors and blood samples, and in blood from 236 healthy women.
using PCR-Sanger sequencing and Real-Time quantitative PCR (gPCR)-based
genolyping methods, respectively. The CEBPA mRNA level was examined with Reverse
Transcription quantitative PCR (RT-qPCR). The results were correlated to different
clinicopathological parameters. Thirty of 118 (25.4%) tumors harbored the CEBPA
synonymous ¢.690G=T polymorphism (rs34529039). that we showed 1o be related Lo up-
regulation of CEBPA mRNA levels (p=0L0039). The presence of the polvmorphism was
significantly associated with poor prognosis (p=0.005) and poor response to the PC
chemotherapy regimen (p=0.024). In accordance, elevated CEBPA mRNA levels
negatively affected patient survival (pT, pAThr230Thr) (rs34529039) polymorphism of
the CEBPA gene. together with up-regulation of its mRNA expression, are negative
factors worsening ovarian cancer outcome. Their adverse clinical elfect depends on a
therapeutic regimen used, which might make them potential prognostic and predictive
biomarkers for response o DNA-damaging chemaotherapy.

Whnioski:

Wty artykule wykazano po raz pierwszy, ze polimorfizm ¢.690G=T (rs34529039) w
penie CEBPAL wraz z nadmierng ekspresjg CEBPA na poziomie mRNA, stanowia
negatywne czynniki prognostyczne i predykeyine u pacjentek z rakiem jajnika leczonych
czynnikami uszkadzajacymi DNA, Wyniki te mogg miec znaczenie dla wyboru
chemioterapii u pacjentek » rakiem jajnika, a takze u pacjentek z innvmi nowotworami
leczonych evtostatykami uszkadzajgevmi DNAL

The Novel Gene CRNDE Encodesa Nuclear Peptide (CRNDEP) Which s
Overexpressed in Highly Proliferating Tissues

LukaszMichal Szafronl®, AnnaBalcerak?, EwaAnnaGrzybowska2 BarbaraPienkowska
Grelal, Anna Felisiak-Golabek 1, Agnieszka Podgorskal, Magdalena Kuleszal. Natalia
Nowak3. Pawel Pomorskid.5. Juliusz Wysocki2, TymonRubelt, AgnieszkaDansonka-
Mieszkowskal, BozenaKonopkal Martynalukasik1, Jolanta Kupryjanczvkl



Abstract

CRNDE.recently described as the IneRNA-coding gene, 1s overexpressed at RNA level in
humanmalignancies. 1ts role in gamctogenesis, cellular differentiation and pluripotency
has been suggested as well, Hercin, we aimed to verily our hypothesis that the CRNIDE
gene mavencodeaprotein product, CRNDLEP. Byusingbioinformatics methods, we
identified the 84-amino acid ORF encodedbyoncoftwoCRNDEtranseripts, previously
described by our research team. This ORFE wascloned into two expression vectors,
subsequently utilized in localization studies in Hel.a cells, We also developed a
polyelonal antibody against CRNDEP. Isspecilicily was confirmed in
immunohistochemical. cellular localization, West ern blot and immunoprecipitation
experiments, as well as by showing a statistically signifi cant decrease ol endogenous
CRNDIPexpressioninthe cells with transient shRNA mediated knockdown of

CRNDE . EndogenousCRNDEPlocalizespredominant]y to thenu eleus and ils expression
seems to be elevated in highly proliferating tissues, like the paraba sal layer of the
squamous epithelium, intestinal crypts or spermatoceyies. Afier its artificial
overexpression in Hela cells, in a Tusion with either the EGFP or DsRed Monomer
fluores cent tag. CRNDIPscemstostimulate theformation of stress granules and localize
to them. Although the exact role of CRNDLEP is unknown. our preliminary results sugpest
that it may be involved in the regulation of the cell proliteration. Possibly, CRNDEP also
partici pates in oxygen metabolism. considering our in silico results, and the correlation
between its enforced overexpression and the [ormation of stress granules. This is the first
report showing the existence of a peptide encoded by the CRNDE gene.

Wnioski:

W tej publikacji jako pierwszej pokazano istnienie peptydu kodowanego przez gen
CRNDE. Ten peptyd jadrowy prawdopodobnic bierze udzial w podziatach
komarkowyeh, pontewar jego endogenna ekspresja jest podwyzszona w silnie
proliferujacyeh tkankach. Po setucenej nadekspresyi CRNDLEP wydaje sie stymulowac
powstawanie granul stresu i jest w nich Zlokalizowany.

The putative oncogene, CRNDE, is a negative prognostic factor in ovarian cancer
paticnts

Lukasy Michal Szalvonl *, Anna Baleerak2 ¥ Ewa Anna GrevbowskaZ. Barbara
Pienkowska-Grelal. Agnieszka Podgorskal, Renata Zub2. Magdalena Olbrvi3, Jolanta
Pamula-Pilat3. Katarzyna M. Lisowska3. Ewa Grzybowska3, Tymon Rubeld, Agniesrzka
Dansonka-Mieszkowskal. Bozena Konopkal. Magdalena Kuleszal, Martyna Lukasik |,
Jolanta Kupryjanczyk[,*

ABSTRACT

The CRNDLE gene seems to play an oncogenic role in cancers. though its exact function
remains unknown, Here, we tried to assess its usefulness as a molecular prognostic
marker in ovarian cancer. Based on results of our microarray studies, CRNDE transcripls
were [urther analvzed by Real-Time qPCR-based profiling of their expression. The qPCR
study was conducted with the use ol personally designed TagMan assays on 135 frozen



o

+

tissue sections of ovarian carcinomas from patients treated with platinum compounds and
cither cvelophosphamide (PC, N = 32) or taxanes (TP, N = [03). Elevated levels of two
different CRNDE transcripts were a negative prognostic factor; they increased the risk of
death and recurrence in the group of patients treated with TP, but not PC {DNA-
damaging agents only). Higher associations were found for overexpression ol the short
CRNDE splice variant (FJ466686): HR 6.072. 95% C1 1.814-20.32, p = 0.003 (the nsk
ol death); HR 15,33, 95% CI 3.812-63.28, p < 0.001 (the risk of recurrence).
Additionally, accumulation of the TP53 protein correlated with decreased expression ol
both CRNDE transcripts in tumor cells. Our results depict CRNDE as a potential marker
of poor prognosis in women with ovarian carcinomas, and suggest that its signilicance
depends on the therapeutic regimen used.

Gen CRNDE wydaje sig odgrywad wazng role w karcynogeneric. Podezas gdy nasze
badania przedstawione w omawianeg] pracy jako pierwsze dowiodly klinicznego
snaczenia CRNDE u pacjentow ¢ rakiem. inni badacye rinvwvmiez wykazali jepo onkogenng
role w glejakach oraz innveh guzach litveh i bialaczkach. Ponadto, transkryply CRNDE
moglvby byé potencjalnie uzyvteczne jako czule i specyliczne markery molekularne
wezesne] kareynogenezy woraku jelita grubego. Biorac to wszystko pod uwage, moina
przypuszezac, 7e gen len stanie sie w przyszlosct waznym markerem rozwoju
nowolworow, a nawet celem terapii.

A Multi-Faceted Analyvsis Showing CRNDE Transeripts and a Recently Confirmed
Micropeptide as Important Plavers in Ovarian Carcinogenesis

Anna Baleerak 1.2, Laura Aleksandra Szalvon 3, Tyvmon Rubel 4 | Bianka Swiderska 5 |
Arkadiusz M. Bonna 6 Magdalena Konarzewska 7. Treneusy Soltysrewsks 7, Jolanta
Kupryjanczvk 8 and Lukasz Michal Szalron 3,* |

Abstract:

CRNDE is considered an oncogene expressed as long non-coding RNA. Our previous
paper 15 the only one reporting CRNDE as a micropeptide-coding gene. The amino acid
sequence ol this micropeptide (CRNDEP) has recently been confirmed by other
researchers. This study aimed at providing a mass spectrometry (MS)-based validation of
the CRNDEP sequence and an investigation of how the differential expression of
CRNDLE(P) influences the metabolism and chemoresistance of ovarian cancer (OvCa)
cells, We also assessed cellular localization changes of CRENDEP, looked Tor its protein
partners, and bioinformatically evaluated its RNA-binding capacities. Herein, we
detected most of the CRNDEP sequence by MS. Moreover, our results corroborated the
oncogenic role of CRNDE, portraying il as the gene impacting carcinogenesis at the
stages of DNA transcription and replication, affecting the RNA metabolism, and
stimulating the cell cvele progression and proliferation, with CRNDLEP being detected in
the centrosomes of dividing cells. We also showed that CRNDIEP is located in nucleali
and revealed mteractions of this micropeptide with p34, an ENA hehicase. Additionally.



we proved that high CRNDE(P) expression increases the resistance ol OvCa cells o
treatment with microtubule-targeted cytostaties. Furthermaore, alltered CRNDE(P)
expression affected the activity of the microtubular cytoskeleton and the formation of
local adhesion plaques. Finally. according to our in silico analvses, CRNDEP is Likely
capable of RNA binding. All these results contribute 1o a better understanding of the
CRNDE(P) role in OvCa biology. which may potentially improve the screening,
diagnosis, and treatment of this disease.

Wnioski:

W otym badaniu, wykonujac analize MS_ wyvkryto mikropeptyd CRNDEP, ktorego
istnienie bylo do niedawna niepewne. Ponadlo nasze wyniki poszerzaja obecny stan
wiedzy na temat funkeji lizjologicznveh produktow eksprespi genu CRNDE 1ich roli w
procesie nowolworzenia, Szezegolnie interesujace sg wyniki pokazujgee zwigzek migdzy
wysoky ekspresja CRNDE(P) a zwigkszona opornoseia komorek raka jajnika na leczenic
cytostatvkami, ktore zakldcaja dynamike mikrotubul. Praca ta dostarcza tez waznych
nowveh informacyi na temat stymulujgeepo wphywu produktow ekspresji genu CENDE
na szyvbkos¢ proliferac)i komorek. aktyvwnodé cytoszkicletu mikrotubularnego i zdolnosc
komarek do tworzenia phviek previezania. Wseystkie te wymki mogg przyvezynic sie do
lepszego zrozumienia mechanizmow regulacyinyeh. w ktore zaangazowane sa produkty
ekspresji senu CRNDL, a takze do udoskonalenia badan przesiewowych i diagnostyki
raka jajnika. Ostlatecznic moze to rowniez doprowadzic do opracowania mnigj
obeiazajacyeh 1 skutecrniejszveh metod przyszle) terapii molekularnej tej choroby.

The Clinical Significance of CRNDE Gene Methylation, Polymorphisms, and
CRNDEP Micropeptide Expression in Ovarian Tumors

Laura Aleksandra Szalron 1.* | Roksana lwanicka-Nowicka 2.3 | Agnieszka Podgorska 4.
Arkadiusz M. Bonna 5 Piotr Sobiczewski 6, Jolanta Kupryjanczyk 7 and Lukasz Michal
Szatron 1,

Abstract:

CRNDEisanoncogeneexpressedasalongnon-codingRNA However.ourteampreviously
reported that the CRNDE gene also encodes a micropeptide, CRNDLP, The amino acid
sequence of CRNDEPhas recently been revealed by other researchers, too, This study
aimed to investigategenetic alterations within the CRNDEP-coding region of the CRNDE
gene, methylation profiling of this gene, and CRNDEP expression analvsis. All
investizations were performed on elinical material Irom patients with ovarian tumors ol
diverse aggressiveness. We found that CRNDEP levels were significantly elevated in
highly aggressive tumorscomparedtobenignneoplasms. Cansistently, ahigh level of this
micropeplide wasanegative. independent. prognostic. andpredictivefactor inhigh-grade
ovarian cancer (hgOvCa) patients. The cancer-promoting role of CRNDE(P). shown in
our recent study, was also supported by genetic and epigenetic results obtained herein.
revealing no CRNDLEP disrupting mutations in any chinical sample. Moreover, in
borderline ovarian tumors (BOTS), but not in ovarian cancers, the presence ol a single



nucleotide polymorphism in CRNDE. rs115515594, significantly increased the risk of
recurrence. Consistently, in BOTS only, the same genetic variant was highly
overrepresented compared to healthy individuals. We also discovered that
hypomethylation of CRNDEisassociatedwithinereased aggressiveness of ovarian tumors.
Aceordingly. hypomethylation of this gene’s promoter/first exon correlated with hgOvCa
resistance to chemotherapy, but only in specimens with accumulation of the TP33 tumor
suppressor protein. Taken together. these results contribute to a better understanding of
the role of CRNDLE(P) in tumorigenesis and potentially may lead to improvements in
screening. diagnosis, and treatment of ovarian neoplasms.

Wnioski:

W artykule tym wykazano kliniczne znaczenie mikropeptydu CRNDEP u pacjentow z
suzami jajnika. Poziom CRNDEP byl istotnic podwyzszony w wysoce agresywnych
guzach (heOvCa) w pordwnaniu 2 lagodnymi nowotworami (BOTS bez mutacji BRAF
VOOOLE). Zeodnie 7 13 obserwacy, wysokic poziomy tego mikropeptydu ujawnily si¢ jako
negatywny czynnik prognostyczny i predykeyjny w hgOvCa. Nic znaleziono zadnych
wariantow genetyeznyeh silnie wphywajaeyeh na sekweneje aminokwasowa CRNDEP w
badanyvm #biorze puzow jajnika, a takze wykazano hipometylacje genu CRNDL w
bardzie] agresywnych guzach. Zgodnic z tym wynikiem. nizszy stopien metylacji
promotora CRNDE swickszal opornose hgOvCa na chemioterapig. szezegolnic w
przypadku puzow z akumulacja biatka TP33. Ponadto ustalilismy, ze SNP rs115515594
w CRNDE jest potencjalnym. negatvwnym ceynnikiem prognostycznym tylko w BOTS.
w ktoryeh ten warlant genctyezny byl wysoce nadrepreventowany w pordownaniu ze
zdrowymi osobami. Jednoczesnie ten sam polimorfizm okazal sie czestsezy w guzach
BOT VOOOE niz w heOvCa, Wvniki te prevezyvniajg sie do lepszego zrozumienia roli
CRNDE(P) w karcvnogenezie 1 potencjalnic moga prowadzi¢ do udoskonalenia badan
przesiewowyvch, diagnostyki 1 leczenia nowotwordw jajnika.

Ad.o.

W preypadku wszystkich szesciu publikac)i stanowiacych osiggniecic naukowe bedace podstawa
ubiegania sic 0 nadanie stopnia doktora habilitowanego . wspdlautorzy potwierdzili w
oswiadezeniach swoj udzial w przeprowadzonych badaniach, w ktoryeh Habihtant odgrywal
istotna role.

Ad. 7.

Habilitant dostarceyt wersje elektroniczne szesciu publikacji stanowigeyceh osiagniecie naukowe
bedace podstaws ubiegania sie o nadanie stopnia doktora habilitowanego.

Adl.B.

Istotnym skladnikiem aktywnosci naukowe) Habilitanta . oczywiscie poza zbiorem szesciu
publikacji stanowigcych osiagnigeie naukowe, jest wspdlpraca migdzynarodowa z Ovarian
Cancer Association Consortium (OCAC) w zakresie badan genetvki molekularne) 1
epidemiologii oraz wspalpraca na terenie Polski 2 osobami zatrudnionymi w innych podmiotach
z zakresu medyveyny ale nie tylko. Z dostarczonego zestawienia przez Habilitanta wynika, ze la



wspoltpraca pozwolila staé sie wspotautorem 17 artykuléw 2 autorami zatrudnionymi w UW
Wydzial Biologii. Triple Helical Peptides, Ine. Cambridge UK. Politechnika Warszawska,
Warszawski Uniwersytet Medyezny: Uniwersytet Medyezny w Poznaniu, Imperial College
London. UK czy tez Polska Akademia Nauk. Dedatkowo Habilitant zwrocil szezegolng uwagg
na grupe 4 artykutow, w kidryeh byl pierwszym autorem a tematvka obejmowala badanie kilku
nowych potencjalnie markerdw molekularnych raka jajnika lub badanie polimorfizmow roznych
sendw o potencjale prognostyezno-predykeyjnym u chorych na raka jajnika. Te 4 artykuty
ukazaty sic w okresic od 2018 roku do 2024 roku w pismach Open Access : Oncotarget. PLOS
One. Int. J. Mol. Sci., Cancers.

| labilitant takze odprywal wazna role w rozwoju grupy studenckiej koncowych lat, jako
promotor lub promotor pomoeniczy 2 prac magisterskich:

- 1. Monika Jackiewicz. praca magisterska pi.: . .Ceena zmicnnosci liczby kopii genu CRNDE
oraz stopnia metyvlacyi jego promotora w ludzkich rakach jajuika™, 2018 (promotor)

- 2. Anna Gassa. praca magisterska pt.: Ocena klinicznego znaczenia synonimicznego
polimorfizmu jednonukleotydowego (SNP) rs34529039 w genie CEBPA oraz zmicnnosci liczby
kopii tego genu u pacjentek 2 rakiem jajnika™ 2019 (promotor)

oraz 2 rozpraw doktorskich:

-1. Anna Balcerak, rozprawa doktorska pt.: | Proba oszacowania molekularne) lunkej
transkryptow oraz nowo odkrytego mikropeptydu kodowanego przez gen CRNDE. oraz ich
wplywu na wybrane aspekty procesu nowotworzenia”™, 2022 (promotor pomocniczy)

-2. Joanna Parada, rozprawa doklorska pL.: Analiza transkryptomow rakow jajnika, z
uwzglednieniem dlugich nickodujacych RNA (IneRNA) — w poszukiwaniu nowych markerow
molekularnyeh™ 2023 (promotor pomocniczy )

Ponadto Habilitant recenzowal prace inzvnierska :

-1. Filip Lyczek: Analiza wybranych oddziatywan bialkowych antyapoptotycznego czynnika
HAX17, 2019, (promotor: Prol. dr hab. Ewa A, Grzybowska)

Ad.Y.
Analiza bibliometrvezna

[Habilitant w dostarczonyeh materiatach przedstawil szezegdtowe dane dotvezace pelnego
dorobku ocenionego wedlug roznych klasylikacyi 1 okresow prevgotowane przez Biblioteke
Naukowa Narodowego Instytutu Onkologii im. Mari Sktodowskiej-Curie Panstwowego
Instytutu Badawezepo w Warszawice.

Petny dorobek Habilitanta laczng punktacje [FF 162,634 (MEIN 2250}, licxzba cytowan
(29.11.2024: 986 x we Web Of Science oraz 1065 x wg Scopus: Indeks H: 15 (Web OF Science)
oraz 16 wg Scopus.



Ad. 10,
Whiosek koncowy

Doktor Lukasz Michat Szalron przedstawil osiggniceie naukowe skladajace sig z cvklu 6 prac
opublikowanych w latach 2015 — 2024 (tacznie IF 26,323, MNiSW 430 punktow, cylowania
174x), ktore spelnigja wymogi stawiane rozprawom habilitacyjnym zawartym w art. 2019 ust. 1
pkt. 2 ustawy z dnia 20 lipea 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U » 2020 1.
poz. 85 7 pozniejszymi zmianami) oraz odpowiada kryteriom oceny osiagnigc osoby ubiegajace]
sig 0 stopien doktora habilitowanego. Habilitant jest. we wszystkich opublikowanych artykutach
stanowigeveh podstawe osiggniceia naukowego, waznym autorem, picrwszym . .prawic
pierwszym™ lub istoinym z punktu widzenia techniczno-anahityesnego prowadzenia badania
opisancgo w odpowiednich publikacjach, co potwierdza Jego znaczacy udzial we wszystkich
etapach prowadzenia odpowiedniezo badania naukowego oraz opracowywania wynikow
wilacenie z finalizacja w postaci przyveotowywania ostatecznej publikacii. Jednolitosc
tematyezna, dotyczgea gltownie problematyki molekularnej w aspekeie diagnostyczno-
rokowniczym pozwala micc nadzicj¢ na dalsze prowadzenic badan. ktéryeh celem bedzie
doglebne analizowanie problematyki naukowej. a dodatkowo bedeie zachowany potencjal
aplikacyjny mogacy by¢ wykorzystany na roznym poziomie preyvdatnose kliniczne)
wykorzystywane] przy ozku chorego. Preedstawiony cvkl artykutow spelnia definicje
osiggnigeia naukowego na stopien naukowy doktora habilitowanego.

W oparciu o dostarczone materialy zrodtowe, Ktore pozwolity oceni¢ catoksztalt dziatalnosci
naukowe), w tvin udzial w przedsiewzieciach migdzynarodowych, Doktor Lukasz Michat
Szalron jako badacz spelnia kryteria stawiane kandydatom do stopnia naukowego doktora
habilitowanego na podstawie art, 221 ust. 10 ustawy z dnia 20 lipca 201 8r. Prawo o szkolnictwic
wyzszym 1 nauce (D UL 2 2021 r. poz. 478 2zm.) co pozwala. aby komusja habilitacyjna
podejmowata uchwale w sprawie nadania stopnia doktora habilitowanego. W zwigzku z
powyzszym rekomenduje Komisji w postepowaniu habilitacyjnym Doktora Fukasza Michala
Szalrona poparcie wniosku o nadanie stopnia naukowego doktora habilitowanego w dziedzinie
nauk medveznyeh i nauk o zdrowiu w dyseyplinie nauki medyezne.




