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Wroctaw, dnia 12.09.2023 r.

Recenzja rozprawy doktorskiej

lek. Bereniki Trabskiej-Kluch

pt. ,,Ocena wplywu metylacji wybranych genow
oraz zaburzen ekspresji niekodujgcych RNA
na rozwdj i przezycie chorych z rozpoznaniem glioblastoma”

wykonanej w
Zaktadzie Teleradioterapii
Waojewddzkiego Wielospecjalistycznego Centrum Onkologii i Traumatologii
w Lodzi

oraz
Uniwersytecie Medycznym w Lodzi

pod opieka:
Promotor: Prof. dr hab. n. med. Izabeli Zawlik

OCENA METODOLOGICZNA I FORMALNA PRACY
QOcena formalna

Przedstawiona do recenzji dysertacja lek. Bereniki Trabskiej-Kluch ma postaé
moenografii i posiada tradycyjny ukiad: na 124 stronach zawiera spis tredcei, 12 rozdziatéw,
zakoniczona jest uwagami koncowymi, wnioskami, streszczeniami w jezyku polskim i
angielskim, wykazem rycin i tabel, opatrzona wykazem skr6téw, wykazem pismiennictwa (274
pozycje). Dwadziescia pie¢ rycin oraz osiem tabel jest dobrej jakosci i odpowiednio ilustrujg
przedstawione przez Autorke wyniki i zagadnienia.
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Wstgp zawarty jest na 29 stronach i obejmuje 6 podrozdzialéw. Jest napisany
przejrzyscie, zawiera podstawowe, szczegblowo i precyzyjnie opracowane informacje
dotyczgce badanego tematu. Tak doglebna analiza wskazuje na bieglg znajomos¢ i swobodne
poruszanie si¢ Doktorantki w zagadnieniach dotyczacych pracy doktorskiej.

Nastepna strona zawiera spisane Cele pracy. Na kolejnych 15 stronach Autorka
szczegOlowo opisata Rozdziat 4 zatytutowany Materiaty i metody, gdzie przedstawila w 8
podrozdziatach wykorzystang metodyke badawczg oraz grup¢ badana. Na kolejnych 24
stronach w Rozdziale 5 sprawozdaje wyniki badan postuguj gc si¢ rycinami i tabelami czytelnie
ilustrujgcymi uzyskane dane.

Dyskusja spisana jest na 12 stronach — jest oparta o najnowsze doniesienia naukowe.
Podobnie jak wstep pracy jest merytoryczna. Nastepnie Autorka prezentuje na kolejnych dwoch
stronach Uwagi koncowe. Wnioski spisano na 2 stronach. Oceniania dysertacja opatrzona jest
obszernym pi$miennictwem obejmujacym 274 aktualne pozycje tematycznie odpowiadajace
badanemu zagadnieniu jak i dyskutowanej dyscyplinie. Podsumowujgc - uktad i podziat pracy
sg prawidlowe dla monografii wymaganej dla postepowania doktorskiego.

Rozprawa wskazuje indywidualny wktad Kandydatki zaréwno w tworzeniu koncepcji,
wykonywaniu czesci badawczej, opracowaniu i interpretacii wynikéw ocenianej pracy.
Rozprawa speia kryteria formalne zgodnie z art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym w zakresie sztuki - stanowi oryginalne rozwigzanie
problemu naukowego i wykazuje ogélng wiedze teoretyczna Kandydatki we wskazanej
dyscyplinie naukowej oraz umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;j.

Poprawnos$¢ formulowania probleméw, hipotez, zalozen badawczych

Doktorantka precyzuje zalozenia i cel pracy — glowny i 5 szczegétowych, jednoznacznie i
IZECZOWO.
Autorka, opierajgc sig na dostgpnych danych literaturowych sformutowata gtéwny cel badania
ktorym byla ocena wptywu metylacji wybranych genow oraz zaburzen ekspresji niekoduj acych
RNA na rozwdj i przezycie chorych z rozpoznaniem glioblastoma.
Doktorantka glowny cel badania osiagneta realizujac 5 celi szczegétowych:
1. Oceng statusu mutacji 7P53 i IDHI oraz analizg zaburzen ekspresji na poziomie
translacyjnym: MGMT, GATA4, p53 i na poziomie transkrypeyjnym: MGMT, GATA4
1 TP53 oraz miR-34a i miR-125b u analizowanych pacjentow.
2. Oceng metylacji promotordw gendw: MGMT, GATA4, TP53, CDKN2B, MiR-34a i
MiR-125b.
3. Analiz¢ zwigzku miedzy poszczegélnymi zaburzeniami molekularnymi i
epigenetycznymi u badanych chorych.
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4. Ocene wplywu wybranych zaburzen regulacyjnych na przezycie ogélne analizowanych

pacjentow.

5. Ocen¢ wplywu wybranych czynnikéw klinicznych na przezycie ogélne badanych

chorych z glioblastoma.

Przedstawiony wyzej cel gléwny rozprawy, razem z celami szczegdtowymi, wyznaczajg
ramy obszaru badawczego. Cel gléwny i cele szczegbtowe pracy zostaly sformutowane
poprawnie, sg one $ciste, konkretne oraz okre$lajg istote podjetego problemu, metode badan
oraz przewidywane rezultaty. Doktorantka w pelni zrealizowata zalozony cel swojej rozprawy,
prezentujac opracowanie o wlasciwych walorach merytorycznych i poznawczych, w peni
odpowiadajacych wymogom rozprawy doktorskiej.

Dane biologiczno-do§wiadczalne sg starannie udokumentowane i opisane. Wnioski sg
jednoznaczng odpowiedzig na ustalone cele pracy.

Trafnes¢ doboru metod i narzedzi badawczych, umiejetnos¢ ich zastosowania

Zalozenia i metodyka pracy zaréwno w sferze technik molekularnych jak i analiz
statystycznych nie budzg zastrzezen. Warsztat technik molekularnych jest wywazony,
zapewnia uzyskanie jednoznacznych wynikéw przy przyjetych metodach walidacji i
weryfikacji. Podobnie, warsztat technik statystycznych jest prawidtowy. Swiadczy o duzej
wiedzy Doktorantki oraz odpowiedzialno$ci naukowe;.

Whnioski sg wywazone i wynikajg z przeprowadzonych badan, otrzymanych wynikéw i
ich analizy. Doktorantka podkre§la poznawcze i praktyczne implikacje wynikéw pracy poparte-
danymi z pi$miennictwa.

Dobér piSmiennictwa, umiejetnos¢ wykorzystywania Zrédel

Pismiennictwo obejmuje 274 pozycje bezposrednio zwigzane z tematyka pracy - sg
wiasciwie dobrane i odpowiednio cytowsane. Autorka poprawnie prezentuje swoje poglady oraz
jest w stanie sprawnie je wspiera¢ postugujgc sie wynikami badan wiasnych oraz
piSmiennictwem.

OCENA MERYTORYCZNA PRACY
Temat pracy, trafno$¢ podjetej problematyki badawczej i jej oryginalnosé

Glejaki sg najczestszymi pierwotnymi nowotworami osrodkowego uktadu nerwowego,
stanowigc 70% z nich. Glejak wielopostaciowy (GBM), najczestszy i najgorzej rokujacy
nowotwdr wywodzacy sie z gleju, moze rozwijaé si¢ de nove (pierwotny GBM) lub poprzez
transformacje z gwiaZzdziakéw II stopnia ztosliwosci lub anaplastycznych. Te dwa rodzaje
GBM stanowig odrebne jednostki chorobowe rézniace sie zaréwno pod wzgledem rokowania,
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jak i zmian genetycznych. Tak wigc, z powodu wzglednie duzej i wciaz rosnace] czestosci
wystgpowania oraz ztego rokowania GBM stanowi gléwny temat zainteresowan badaczy
zajmujgcych sig biologia molekularng glejakow. Postgpy w tej dziedzinie przyczyniaja sie do
czgSciowego zrozumienia mechanizméw prowadzacych do kancerogenezy oraz progresji
stopnia zlosliwosci glejakéw w trakcie przebiegu choroby. Najprawdopodobniej obecnogé
niektorych zjawisk molekularnych moze by¢ pomocna w okresleniu rokowania réznych
nowotworéw wywodzgcych sig z gleju. Poza znajdowaniem pojedynczych cech podejmuije sie
takze proby profilowania genetycznego glejakow, ale informacje prognostyczne w ten spos6b
zdobywane mogg stanowi¢ co najwyzej uzupelnienie dla najistotniejszych klinicznych
czynnikéw rokowniczych. Odkrycia dotyczace biologii glejakéw (stan MGMT i obecnogé
kodelecji 1p/19q) juz teraz umozliwiaja wyodrebnianie chorych, ktérzy lepiej reaguja na
konwencjonalne leczenie cytotoksyczne i to whasnie ma — jak dotychczas — najwicksze
znaczenie praktyczne. Wreszcie, w dobie gwaltownego rozwoju terapii ukierunkowanych
molekularnie w onkologii poznanie zaburzen molekularnych charakterystycznych dla glejakow
stanowi jedyny racjonalny sposob poszukiwan punktow uchwytu dziatania dla nowych lekow.
Niestety, heterogenno$¢ biologiczna i jednoczesne wystgpowanie wielu réznorodnych zaburzen
genetycznych w glejakach, a zwlaszcza w GBM, sprawiajg, Zze trudno wyobrazi¢ sobie
znalezienie uniwersalnego celu dziatania dla lek6w ukierunkowanych molekularnie.

Terapia celowana molekularnie raka (personalizowana) stanowi niezwykle obiecujaca
forme terapii onkologicznej, z ktorg wiaze si¢ wspdlczesnie szczegdine nadzieje w zakresie
poprawy skutecznosci leczenia oraz wydtuzenia dhugoéci catkowitego przezycia u pacjentow
z rozpoznaniem raka. Leczenie celowane nowotworow wpisuje si¢ wramy tzw. medycyny
personalizowanej, a wigc takiej, ktéra oparta jest naznajomosci patogenezy molekularne;
zmian u pojedynczego pacjenta, co pozwala na optymalizacje iindywidualizacje leczenia.
Wiedza tapozwala na dostosowanie izastosowanie terapii celowanej, ukierunkowanej
na zablokowanie kluczowego mechanizmu w rozwoju choroby. Nalezy pamigtaé iz potencjalna
skuteczno$¢ leczenia spersonalizowanego warunkowana jest okresleniem w komorce
nowotworu danego pacjenta konkretnego celu molekularnego.

Celem recenzowanej rozprawy doktorskiej byta ocena wptywu metylacji wybranych
gendOw oraz zaburzen ekspresji niekodujacych RNA na rozwoj, przebieg i rokowanie pacjentow
z rozpoznaniem glejaka wielopostaciowego. Podstawg do przeprowadzenia niniejszych badan
byty doniesienia literaturowe o roli badanych zmian molekularnych w opisanych procesach.

W oparciu o dostgpng wiedz¢ wskazujacg interakcj¢ czynnikdw molekularnych i
epigenetycznych zaangazowanych w patogenezg¢ glejaka wielopostaciowego, w tym
mechanizmow regulacyjnych MGMT, GATA4, CDKN2B i TP53 zardwno na poziomie genu jak
i biatka, Autorka podjgta probe oceny ich klinicznej wartoéci w glejaku wielopostaciowym.
Badania bgdace przedmiotem badan w ocenianej pracy doktorskiej zostaly przeprowadzone po
uzyskaniu zgody Komisji Bioetyki Uniwersytetu Medycznego w Lodzi (RNN/226/11/KE) w
grupie 31 pacjentéw (10 kobiet i 21 mezczyzn) z rozpoznaniem glejaka wielopostaciowego

by
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(glioblastoma, GBM) zdiagnozowanych w latach 2006-2011. Wszystkie analizowane w pracy
probki guzow zostaly ocenione histopatologicznie i sklasyfikowane w oparciu o oceng
histopatologiczng zgodnie z obowigzujaca klasyfikacja guzéw centralnego ukladu nerwowego
(CNS) wg WHO. Probki utrwalone w formalinie i zatopione w parafinie pobrano w Zakladzie
Patologii Katedry Onkologii Uniwersytetu Medycznego w Lodzi. Autorka ocenila profil
mutacji IDHI i TP53 oraz ekspresji MGMT, p53, GATA4 oraz wybranych mikroRNA.
Oznaczony zostal réwniez status metylacji promotordw gendéw 7TP33, MGMT, GATA4,
CDKN2B 93 (pl5) oraz wyselekcjonowanych mikroRNA (miR-34a oraz miR-125b).

W wyniku przeprowadzonych badan Doktorantka wykazata wzajemne epigenetyczne
mechanizmy regulacyjne MGMT, GATA4, CDKN2B i TP53 na poziomie genu jak i bialka.
Pomimo, iz zaobserwowana przez Doktorantke wspotzaleznos¢ statusu metylacji promotorow
GATA4, CDKN2B i TP53 bylanieistotna statystycznie, to poczyniona obserwacja jest podstawa
do kontynuacji badan na wigkszej grupie pacjentéw.

Wazna obserwacjg Autorki bylo wskazanie istotnych réznic w przezyciu ogélnym w zaleznosci

~od statusu mutacji 7P53 i metylacji promotora MGMT. Ponadto, poziom ekspresji miR-34a
zwigzany byl z wiekiem pacjentéw, tak wigc MiR-34a moze pemi¢ role czynnika
predykcyjnego gorszego przebiegu choroby u chorych powyzej 60 r.z. Status ekspresji GATA4,
53, miR-34a, mutacji TP53, a takze status metylacji promotora MGMT, GATA4, CDKN2B
oraz TP53 moga shazyé jako czynniki prognostyczne przezycia cgdlnego u pacjentdw z
rozpoznaniem - glioblastoma. Wiek, jak rowniez pte¢ moze by¢ takze istotnym czynnikiem
prognostycznym przezycia ogélnego pacjentow z GBM zwigzanym z obserwowanymi
zaburzeniami molekularnymi m.in. metylacjg promotora MGMT. Jednakze niekorzystne
rokowanic moze takze wynika¢ z gorszego stanu ogdlnego pacjentow. Powyzsze obserwacje
wymagaja zatem dalszych badan.

Co istotne, Autorka po raz pierwszy przeprowadzila analiz¢ wplywu zmian statusu
promotorow genow CDKN2B i TP53 na przezycie oglélne chorych z glejakiem
wielopostaciowym. Wskazany aspekt badan stanowi zatem element nowosci, stanowigcy
oryginaine osiggniecie Doktorantki.

Podsumowujac otrzymane przez Doktorantke wyniki, czynnikiem rokowniczym
wykazanym w ninigjszej pracy doktorskiej okazaly si¢ zmiany w statusie metylacji promotora
CDKN2B i poziomie ekspresji miR-34a. Wykazane w niniejszej pracy doktorskiej zmiany
genetyczne 1 epigenetyczne oraz ich wzajemne zaleznosci wydajg sie mie¢ istotne znaczenie i
moga stuzy¢ jako czynniki predykcyjne i prognostyczne dla pacjentéw z rozpoznaniem GBM.
Jednak do potwierdzenia znaczenia wykrytych przez Doktorantke korelacji i ich wplywu na
rokowanie przezycia chorych niezbedne sa dalsze badania na wiekszej grupie pacjentéw.

Prowadzona przez Doktorantke krytyczna polemika badan wilasnych z dostepnymi
danymi literaturowymi pozwala na wskazanie przez Doktorantke ograniczen badan wlasnych i
otrzymanych wynikéw. Dyskusja jest rzeczowa i dojrzata, Autorka dostrzega spdjnosci jak i
réznice wlasnych obserwacji z dyskutowanymi badaniami. Mocng strong badan
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przeprowadzonych w ramach prezentowanej rozprawy jest dobrze zaplanowane badanie,
wnikliwe zapoznanie si¢ z dostgpng wiedza naukowa w poruszanej tematyce oraz dbalo$é o
precyzyjny warsztat naukowo-badawczy czym Autorka prezentuje dojrzatosc naukows.
Swiadczy to o dobrym przygotowaniu Doktoranta do tematyki pracy doktorskiej,
przemyslanym i krytycznym planowaniu badania, skrupulatnej analizie dostepnych danych
literaturowych.

Dlatego tez wysoko oceniam dojrzaty wybdr tematu pracy doktorskiej jak i warsztatu
badawczego oraz krytyczng analizg otrzymanych wynikéw przez lek. Berenike Trabska-Kluch.
Zdobyta wiedza niezaprzeczalnie znajdzie implikacje w zawodowych dokonaniach lek.
Bereniki Trabskiej-Kluch. Podjecie tematu badawczego bgdgcego tematem niniejszej dysertacii
zaowocowato oryginalnymi i ciekawymi wynikami naukowymi istotnie wzbogacajacymi
wiedze naukowg w dyscyplinie.

Uzyskane rezuitaty i ich znacznie dla nauki i praktyki

W wyniku przeprowadzonych badaf i analizy wynikéw podsumowanych w 2
podrozdziatach Doktorantka sformutowata 5 wnioskéw bedacych jednoznaczng odpowiedzig
na ustalone cele pracy:

1. Badana grupa pacjentéw wykazala typowe cechy pietwotnego glejaka
wielopostaciowego, a u 19,4% chorych stwierdzono mutacje 7P53 i w zadnym
przypadku nie stwierdzono mutacji IDH].

2. Poziom ekspresji MGMT w glejaku wielopostaciowym moze by¢ regulowany przez
metylacj¢ promotora genu MGMT, ktéra jest czgsciej obserwowana u chorych powyzej
60 r.z.

3. Znaleziono wzajemne powigzania miedzy epigenetycznymi mechanizmami
regulacyjnymi zwigzane z MGMT, GATA4, CDKN2B i TP53 na poziomie genu, jak i
biatka moga rzutowa¢ na przebieg proceséw biologicznych, w ktorych dane czynniki
uczestniczg tj.: proliferacja, cykl komoérkowy oraz naprawa uszkodzefi DNA. W
regulacji tych procesow w zwigzku z obecnodcig mutacji 7P53 moze by¢ takze
zaangazowany miR-34a. Wykazano bowiem, ze jego ekspresja zalezy od obecnosci
mutacji 7P53.

4. Nastepujace zaburzenia molekularne i1 epigenetyczne maja wpltyw na przezycie ogolne
pacjentow:

a. Ekspresja GATA4, metylacja promotora genu GATA4 oraz status TP53 rozumiany
na poziomie mutacji w genie oraz ekspresji bialka p53 mogag stanowi¢ nickorzystne
czynniki prognostyczne przezycia ogdlnego pacjentow.

b. Negatywnym czynnikiem rokowniczym mozna takze uzna¢ jednoczesny brak

metylacji promotora MGMT przy obecnej mutacji 7P53.

6 &M
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c. Poziom ekspresji miR-34a oraz metylacja w promotorze MGMT zwigzane sg z

wiekiem pacjentdw, dlatego tez mogg stanowi¢ molekularne podtoze gorszego
przezycia ogdlnego pacjentéw powyzej 60 r.z. z glioblastoma.
d. Epigenetyczne mechanizmy regulujgce ekspresj¢ GATA4, CDKN2B i TP53 mogg
réznicowaé prognoze OS pacjentéw z glioblastoma.

Brak metylacji promotora CDKN2B moze by¢ korzystnym czynnikiem
prognostycznym przezycia pacjentdw z glioblastoma wynikajgcym z zachowanej
funkcji kodowanego przez ten gen biatka pl5, polegajgcej na kontroli przebiegu
cyklu komérkowego.

5. Wiek jak 1 pte¢ moze by¢ takze istotnym czynnikiem prognostycznym przezycia
ogblnego pacjentdéw z GBM zwigzanym 2z obserwowanymi zaburzeniami
molekularnymi m.in. metylacjg promotora MGMT. Jednakze niekorzystne rokowanie
moze takze wynikaé z gorszego stanu ogdlnego pacjentow. Powyzsza obserwacja
wymaga jednak dalszych badan.

Podsumowujac wyniki przeprocwadzonych badan, lek. Berenika Trabska-Kluch w pelni
uzyskala cdpowiedzi na zalozone cele badawcze bedace podstawig badan objetych tematem
niniejszego doktoratu, a przeprowadzone badania stanowia oryginalne osiggniecie Doktorantki.
Dane kliniczno-doswiadczalne sg starannie udokumentowane i opisane. Prezentowane w
ocenianej dysertacji oryginalne osiagnigcie naukowe lek. Bereniki Trgbskiej-Kluch stanowi
istotny wkiad w dotychczasowa wiedz¢ naukowa dotyczgcg patomechanizmu glejaka
wielopostaciowego. Dostrzegalng, praktyczng implikacja kliniczng osiggnie¢ naukowych
Doktorantki opisanych w recenzowanej dysertacji jest mozliwo$¢ i konieczno$é uwzglednienia
mechanizméw: epigenetycznych, w tym w sferze mikroRNA, w precyzyjnej diagnostyce,
monitorowaniu jak i w opracowaniu zindywidualizowanych celowanych schematéw
terapeutycznych co w konsekwencji pozwoli na zastosowanie nowoczesnych lekéow
celowanych molekularnie istotnie .

Podsumowujgc, wyniki opisane w recenzowanej rozprawie doktorskiej stanowig
znaczgcy wklad w dotychczasowa wiedz¢ naukowg i medyczng dotyczacg glejaka
wielopostaciowego i sg niezwykle istotne z punktu widzenia poznawczego i aplikacyjnego,
gdyz otwieraja perspektywy praktycznego zastosowania zarébwno w diagnostyce, terapii jak i
monitorowaniu omawianej choroby. Rozprawa wskazuje indywidualny wkiad Kandydatki
zar6wno w tworzeniu koncepcji, wykonywaniu czesci badawczej, opracowaniu i interpretacji
wynikoéw ocenianej pracy.

o

Poprawnos¢ jezykowa, stylistyczna i interpunkeyjna

Rozprawa doktorska napisana jest poprawnym jezykiem z uzyciem prawidlowej
stylistyki iterminologii. Wartos¢ merytoryczna publikacji idzie w parze z umiejetnoscig
argumentaciji i polemiki. Edycja pracy jest prawidlowa i bardzo staranna.
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UWAGI I PROPOZYCIJE

Po wnikliwej lekturze dysertacji lek. Bereniki Trabskiej-Kluch oceniam jg bardzo wysoko. Jest
to obszerne i samodzielne opracowanie i rozwigzanie oryginalnego zagadnienia naukowego
przy uzyciu nowoczesnych metod i jest dowodem umiejetnosei samodzielnego prowadzenia
pracy naukowej.

PODSUMOWANIE

Badanie dotyczy waznego zagadnienia i jest waznym glosem w dyskusji na temat
czynnikéw zaangazowanych w

Uzyskane wyniki stanowig doskonala podstawe¢ do publikacji naukowej w
renomowanym czasopi$mie naukowym o zasiegu ogélnoswiatowym.

Dlatego tez, zdaniem Recenzenta, oceniana dysertacja lek. Bereniki Trgbskiej-Kluch pt.
»Ocena wplywu metylacji wybranych genéw oraz zaburzeh ekspresji nickodujgcych RNA na
rozwdj i przezycie chorych z rozpoznaniem glioblastoma” wykonana w Zakladzie
Teleradioterapii Wojewddzkiego Wielospecjalistycznego Centrum Onkologii i Traumatologii
w Lodzi oraz w Uniwersytecie Medycznym w Lodzi pod opiekg promotora — Prof. dr hab. n.
med. Izabeli Zawlik spetnia kryteria przypisane rozprawom na stopiern naukowy doktora
zdefiniowane w art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego i wykazuje ogdlng wiedzg teoretyczng lek. Bereniki Trabskiej-Kluch we wskazanej
dyscyplinie naukowej oraz umiej¢tno$¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;j.
Przedmiotem rozprawy jest oryginalne rozwiazanie problemu naukowego a indywidualny
wkiad Kandydatki w powstanie tej pracy jest wystarczajgcy i udokumentowany.

Dlatego zwracam si¢ do Wysokiej Rady Nauk Medycznych Uniwersytetu
Medycznego w Lodzi o dopuszczenie lek. Bereniki Trabskiej-Kluch do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

Ponadto, stawiam wniosek o wyrdznienie niniejszej rozprawy doktorskiej przez
Wysoka Rade¢ Nauk Medycznych Uniwersytetu Medycznego w Lodzi za rzetelne
opracowanie waznego tematu badawczego.
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