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RECENZJA
ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Lek. Bereniki Trabskiej-Kluch

pt. ,,Ocena wptywu metylacji wybranych genéw oraz zaburzen ekspresji niekodujgcych RNA na
rozwoj i przezycie chorych z rozpoznaniem glicblastoma”

Glejaki stanowig grupe najczestszych pierwotnych nowotworéw mézgowia
wywodzgcych sie z komodrek glejowych. Najczestsze wsrdd nich sg glejaki, w tym 50%
stanowig glejaki w stopniu ztosliwosci G4 wg WHO. Pomimo zastosowania leczenia
wielodyscyplinarnego (operacji cytoredukcyjnej, radio- i chemioterapii) wyniki leczenia tych
chorych sg wysoce niezadawalajgce. Zmodyfikowana klasyfikacja nowotwordw osrodkowego
uktadu nerwowego opublikowana w 2021r. uwzglednia liczne zaburzenia molekularne i
genetyczne, ktore wptywajg na zakwalifikowanie réznych glejakéw do odmiennych grup. Taki
podziat nowotworéw OUN ma duzg warto$¢ prognostyczng i predykcyjng. Nadal jednak
prowadzone s3 intensywne badania nad poznaniem zaburzen molekularnych i genetycznych
w nowotworach OUN, co datoby podstawe wdrozenia skutecznego, spersonalizowanego
leczenie ukierunkowanego na cele molekularne czy modyfikacje warunkdéw srodowiska, w

ktérym rozwija sie nowotwér mézgowia (np. zastosowanie immunoterapii).



Dlatego tez uwazam, ze problematyka stanowigca przedmiot pracy doktorskiej lek.
Bereniki Trabskiej-Kluch jest bardzo interesujaca i nowatorska oraz wpisuje si¢ w nurt
nowoczesnych badan.

Przedstawiona mi do oceny dysertacja doktorska lek. Bereniki Trabskiej-Kluch ,Ocena
wptywu metylacji wybranych genéw oraz zaburzen ekspresj niekodujgcych RNA na rozwoj i
przezycie chorych z rozpoznaniem glioblastoma” jest opracowaniem 124 stronicowym. Praca
ma ukfad typowy. Zawiera , Wykaz skrétow”, ,Wstep”, ,Cele pracy”, ,Materiaty i metody”,

, Wyniki”, ,Dyskusja”, ,Uwagi koricowe”, ,Wnioski”, ,Streszczenie” w jezyku polskim i

angielskim, ,Pismiennictwo” a takze ,Wykaz tabel i rycin”.

Prace doktorskg rozpoczyna ,Wykaz skrotow”, ktory w dalszej czesci dysertacji
doktorskiej pomaga w zrozumieniu tresci. Doktorantka zawarta w nim wyjasnienia
wykorzystanych skr6téw zaréwno po polsku, jak i po angielsku. Po tej czesci znajduje sie 27-
stronicowy , Wstep”, w ktérym Doktorantka zwigzle omdwita etiologie i epidemiologie
nowotworéw OUN, aktualne zasady diagnostyki i leczenia wielodyscyplinarnego chorych na
te nowotwory oraz ocene efektéw leczenia. Na szczegbing uwaga zastuguje czesé ,Wstepu”
po$wiecona omdwieniu molekularnych podstaw transformacji nowotworowej, zaburzen
molekularnych wystepujgcych w glejaku G4 a takze scharakteryzowaniu mikroRNA i ich roli w
procesie nowotworzenia z uwzglednieniem glejakow wielopostaciowych G4. W czesci tej
doktorantka elegancko i zrozumiale wyjasnita zawite procesy biologiczne lezgce u podstawy
powstawania tych nowotworéw mozgu. Uwzglednita bogate dane literaturowe z publikacji
miedzynarodowych. Podkreslita wptyw réznych mutaciji genetycznych na odmienng historie
naturalng nowotwordéw glejowych i rézne rokowanie. Takie podejscie jest podstawg
medycyny spersonalizowanej i wplata si¢ w bardzo innowacyjny nurt aktualnych badan. Tym
samym Doktorantka wykazata sie $wietng znajomoscig poruszanej w doktoracie problematyki,
co upewnia recenzenta, ze lek. Berenika Trabska-Kluch przygotowata sie sumiennie do
realizacji pracy badawczej.

Cele pracy obejmowaty:

- Ocene statusu mutacji TP53 i IDH1 oraz analize zaburzen ekspresji na poziomie
translacyjnym: MGMT, GATA4, p53 i na poziomie transkrypcyjnym: MGMT, GATA4 i TP53 oraz

miR-34a i miR-125b u analizowanych pacjentéw z rozpoznaniem glejaka wielopostaciowego.



- Ocene metylacji promotoréw genéw: MGMT, GATA4, TP53, CDKN2B, MiR-34a i MiR-
125b u badanych pacjentéw z rozpoznaniem glejaka wielopostaciowego.

- Analize zwigzku miedzy poszczegdinymi zaburzeniami molekularnymi i
epigenetycznymi u chorych z rozpoznaniem glejaka wielopostaciowego.

- Ocene wpltywu wybranych zaburzen regulacyjnych na przezycie ogdine
analizowanych pacjentéw z glioblastoma.

- Ocene wptywu wybranych czynnikéw klinicznych na przezycie ogdine analizowanych
chorych z glioblastoma

W czesci ,Materiaty i metody” lekarz Berenika Trabska-Kluch przedstawita plan
licznych badan laboratoryjnych oraz bardzo szczegétowo opisata metodyke
przeprowadzonych badan (izolacji DNA i RNA, sekwencjonowania metodg Sangera, oceny
wzglednego poziomu poszczegdinych gendw, IHC analizy ekspresji wybranych biatek, reakcji
PCR specyficznej dla metylacji, oceny metylacji promotora gendw TP53 i MGMT, metody
bisulfidowej potgczonej z analizg restrykcyjng). Daje to mozliwos¢ odtworzenia wykonanych
badan w innym laboratorium. Zabrakto mi jedynie informacji, czy fragmenty guzow
nowotworowych utrwalone byty w formalinie zbuforowanej. Doktorantka scharakteryzowata
rowniez grupe 31 chorych, ktdrych objeta badaniem. Nastepnie zwiezle omdwita, w jaki
sposob wykonata analize statystyczng.

W sekcji ,, Wyniki” Doktoranta doktadnie scharakteryzowata grupe pod wzgledem
klinicznym, jak réwniez molekularnym. Dane kliniczne dotyczace leczenia uzupetniajgcego po
zabiegu operacyjnym dostepne byty tylko dla 16 sposrdd 31 pacjentéw. W ocenie recenzenta
uwzglednienie w analizie chorych poddanych radiochemioterapii, wytgcznej radioterapii
radykalnej, radioterapii paliatywnej i pacjentéw, ktorzy byli poddani jedynie leczeniu
objawowemu, przy niewielkiej liczebnosci grupy - moze nieco zaburzac ocene wptywu
badanych czynnikdw molekularnych na przezycie tych pacjentéw, co byto przedmiotem
jednego z celdw doktoratu.

Uzyskane wyniki Doktorantka umiejetnie przedyskutowata w sekcji ”Dyskusja”
zawierajgcej sie nall stronach. Podsumowanie najwazniejszych obserwacji zostato zawarte w
sekciji ,”Uwagi koricowe”.

Na podstawie przeprowadzonego badania Doktorantka wyciggneta 5 rozbudowanych

whnioskow:



1.

Badana grupa pacjentéw wykazafa typowe cechy pierwotnego glejaka
wielopostaciowego, a u 19,4% chorych stwierdzono mutacje TP53 i w zadnym
przypadku nie stwierdzono mutacji IDH1.

Poziom ekspresji MGMT w glejaku wielopostaciowym moze byc regulowany przez
metylacje promotora genu MGMT, ktdra jest czesciej obserwowana u chorych
powyzej 60 r.z.

Znaleziono wzajemne powigzania miedzy epigenetycznymi mechanizmami
regulacyjnymi zwigzane z MGMT, GATA4, CDKN2B i TP53 na poziomie genu, jaki
biatka mogg rzutowaé na przebieg proceséw biologicznych, w ktérych dane czynniki
uczestnicza tj.: proliferacja, cykl komérkowy oraz naprawa uszkodzert DNA. W regulacji
tych proceséw w zwigzku z obecnoscig mutacji TP53 moze by¢ takze zaangazowany
miR-34a. Wykazano bowiem, ze jego ekspresja zalezy od obecnosci mutacji TP53.
Nastepujace zaburzenia molekularne i epigenetyczne maja wplyw na przezycie ogolne
pacjentéw:

a. Ekspresja GATA4, metylacja promotora genu GATA4 oraz status TP53 rozumiany na
poziomie mutacji w genie oraz ekspresji biatka p53 mogg stanowic niekorzystne
czynniki prognostyczne przezycia ogéinego pacjentow.

b. Negatywnym czynnikiem rokowniczym mozna takze uzna¢ jednoczesny brak
metylacji promotora MGMT przy obecnej mutacji TP53.

c. Poziom ekspresji miR-34a oraz metylacja w promotorze MGMT zwigzane s3 z
wiekiem pacjentéw, dlatego tez moga stanowi¢ molekularne podfoze gorszego
przezycia ogdlnego pacjentow powyzej 60 r.z. z glioblastoma.

d. Epigenetyczne mechanizmy regulujgce ekspresje GATA4, CDKN2B i TP53 moga
réznicowad prognoze OS pacjentdw z glioblastoma.

e. Brak metylacji promotora CDKN2B moze byc¢ korzystnym czynnikiem
prognostycznym przezycia pacjentow z glioblastoma wynikajagcym z zachowanej
funkcji kodowanego przez ten gen biatka p15, polegajacej na kontroli przebiegu cyklu

komodrkowego.

5. Wiek jak i pfe¢ moze by¢ takze istotnym czynnikiem prognostycznym przezycia ogolnego
pacjentéw z GBM zwigzanym z obserwowanymi zaburzeniami molekularnymi m.in. metylacjg
promotora MGMT. Jednakze niekorzystne rokowanie moze takze wynikac z gorszego stanu

ogolnego pacjentéw. Powyzsza obserwacja wymaga jednak dalszych badar.



Na uwage zastuguje ostrozna interpretacja uzyskanych wynikow i wskazanie
ograniczen wykonanego badania. Pierwszy wniosek jest de facto podsumowaniem
charakterystyki molekularnej badanych guzéw mézgu. Wnioski odpowiadajg na zatozone cele
badania.

Piémiennictwo obejmuje 274 aktualnych pozycji, gtdwnie anglojezycznych.

Praca doktorska opatrzona jest 8 bardzo szczegétowymi tabelami i 25 starannymi,
eleganckimi rycinami, ktére pomagajg w zrozumieniu trudnej tresci dysertacji doktorskiej..

Reasumujac, uwazam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska jest
opracowaniem ciekawym, wartosciowym, innowacyjnym, w petni spetnia wymogi pracy na
stopiert doktora nauk medycznych.

Whioskuje zatem do Rady Naukowej Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego

w todzi o dopuszczenie lek. Bereniki Trabskiej-Kluch do dalszych etapéw obrony pracy

doktorskiej. Wnioskuje réwniez o wyrdznienie pracy doktorskiej.

Prof. dr hab/.n med. Ewa [rko
Biatystok, 10.12.2023 r.



