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rozprawy doktorskiej lek. Michala Piotra Wagrodzkiego zatytulowanej
»Ocena przydatnosci oznaczenia mutacji genu H3F3A4 w diagnostyce guza
olbrzymiokomorkowego kosci”.

Moja recenzj¢ pragne zacza¢ od gratulacji zaréwno dla Promotora, jak i dla
Doktoranta, a to za przyczyna tematu dysertacji, ktora mam przyjemno$é
recenzowaC. Obydwu Panom, ktorzy nakredlili temat i kierunek prac zawartych w
dysertacji skladam szczegolne gratulacje.

Wiarygodno$¢ diagnostyczna analizy badan obrazowych i genetycznych
umozliwiajgcych postawienie rzetelnego rozpoznania klinicznego, nadal jest
problemem w zakresie nauk podstawowych i stosowanych, mimo rozwoju wiedzy i
technik badawczych guzow tkanki kostne;j.

Rozpoznanie guza olbrzymiokomoérkowego kosci stanowi zasadniczy
problem kliniczny, zaréwno onkologiczny jak i ortopedyczny dotyczacy nawrotow
miejscowych, szczegdlnie po ich wylyzeczkowaniu, niezaleznie od wypelnienia
lozy; cementem kostnym lub koscig gabczasta z fenolem czy cieklym azotem.
Zatem zagadnienie to jest szczegOlnie istotne dla pojecia rzetelnej decyzji
leczniczej prowadzacej do wyleczenia.

O trudnosci problemu $wiadczy fakt, ze przedmiotem rozprawy jest guz
nazwany przez odkrywcow ,osteoclastoma” przed niemal 200 laty i dotychczas
stwarza problemy diagnostyczne, co umacnia zasadno$¢ przedmiotu rozprawy.

Szczegsliwie prognostycznie, ze badania molekularne nowotwordéw, w tym
kostnych stajg si¢ coraz czesciej integralna czescia procesu diagnostycznego.

Wiarygodne rozpoznanie bowiem jest podstawa decyzji szczegblnie w
zakresie mozliwosci zastosowania terapii celowanej wraz z wprowadzeniem do
leczenia GCTB przeciwciala przeciwko RANKL —~ denosumabu, pojawita si¢ zatem
szansa na zastosowanie spersonalizowanej terapii takze u chorych z guzem
olbrzymiokomérkowym.

Rachunek ekonomiczny badan diagnostycznych jest rowniez istotny, zatem
wykonanie tanszego badania przesiewowego, ktére umozliwia posrednig ocene
zmian genetycznych w laboratoriach nie dysponujagcych pracownig badan
molekularnych wydaje si¢ bardzo praktycznym.

Uwazam zatem, iz w pelni uzasadnione bylo podjecie przez Doktoranta
pracy badawczej dotyczacej genetycznej diagnostyki guza olbrzymiokomorkowego
kosci, nie tylko oceny wiarygodnosci diagnostycznej, ale rowniez standardéow
klinicznego leczenia, w tym ortopedycznego, co szczegdlnie wysoko cenie.

W tym miejscu pragne pogratulowaé¢ Panu Profesorowi Piotrowi




Rutkowskiemu sily naukowego oddzialywania na zainteresowania kandydata do
stopnia doktora nauk medycznych problemami diagnostyki molekularnej guza
olbrzymiokomoérkowego kosci, tak bardzo wazkimi z klinicznego 1 spotecznego
punktu widzenia.

Przedtozona do recenzji rozprawa podnosi zatem istotny klinicznie Problem
poznawczy i kliniczny, ktérego opracowanie jest ze wszech miar zasadne, a
praktycznie oczekiwane.

Rozprawa ma charakter kliniczny o typowym dla tego rodzaju prac uktadzie
rozdziatow.

Wstep, jak réwniez wynikajacy z tresci pracy rys historyczny przedstawil
autor w oparciu o 147 pozycji piSmiennictwa anglojezycznego. Autor tym samym
wykazal wysoki poziom orientacji w stanie dotychczasowej wiedzy na temat
bedacy przedmiotem rozprawy. Wigkszos¢ pozycji piSmiennictwa miesci si¢ w
ostatnich 7 latach, kilka pozycji jest wydanych w lach wczesniejszych, znaczy, ze
autor uwazal je za historycznie istotne, co uwazam za uzasadnione.

Z przegladu zZrédet pismiennictwa doktorant wycigga wnioski w sposob
jasny i syntetyczny. Wystarczajagco uzasadnil potrzebe realizacji wiasnej pracy
wynikajaca z  dociekliwosci  badawczej rzetelnej  diagnostyki  guza
olbrzymiokomorkowego, ktory okreslany jest w pismiennictwie i praktyce
klinicznej jako najtrudniejsza do diagnostyki zmiana kosci. Trudnosci te wynikajg z
tego, ze guz ten wykazuje zmienng prezentacje kliniczna, moze wystgpowaé
nietypowo u pacjentdow w okresie wzrostu, jak rowniez u oséb starszych. Bywa
zlokalizowany przynasadowo. Nadto moze by¢ mylony z migsakiem kosci, co jest
szczegoblnie istotnym prognostycznie.

W liczacej 139 stron druku rozprawie autor odniost si¢ do tego, co w istocie
dotyczylo uwarunkowan przydatnosci zastosowania badania mutacji genu H3F34
w diagnostyce guza olbrzymiokomoérkowego, ktory jest miejscowo zlosliwym
nowotworem kosci, a stanowi 5 do 8,6% wszystkich pierwotnych guzoéw kosci.
Istotnym jest rowniez fakt, ze guz ten dotyczy ludzi mitodych dorostych, po
zarosnigciu plytek wzrostowych. Autor syntetycznie analizuje zagadnienia
badawcze poddajac krytyce ich wiarygodnos¢ diagnostyczng.

Doktorant zwraca uwage na badania molekularne nowotworow, ktore staja
si¢ integralnym elementem diagnostyki réznicowej, szczegoOlnie w odniesieniu do
mozliwosci leczenia celowanego. Doktorant bazuje na fakcie wprowadzenia do
leczenia guzow  olbrzymiokomorkowych  kosci  ludzkiego przeciwciata
monoklonalnego (IgG2) przeciwko RANKL (ligand RANK) - denosumabu, co
wlasnie jest szansa na zastosowanie terapii celowanej w przedmiotowym guzie.

Ekonomiczny element diagnostyki dotyczy wysokich kosztow oznaczen
molekularnych, co powoduje, ze w pracowniach patomorfologii podejmowane sg
proby zastosowania markeréw immunohistochemicznych celem wykrycia zmian
genetycznych, jako tanszego badania przesiewowego, jednak potwierdzajgcego
obecnos¢ zmian molekularnych umozliwiajagcych posrednia ocene zmian
genetycznych.

Z rozwazan zawartych w cze¢sci wstepnej pracy wynikajg zatozenia i cele




rozprawy doktorskiej poprzedzone przez trzy analityczne hipotezy badawcze. do
ktorych naleza:

1. Guzy olbrzymiokomorkowe kosci charakteryzuja si¢ nieobecnoscia mutacji Genu
H3F3A.

2. Inne niz GCTB zmiany olbrzymiokomorkowe kosci nie wykazuja mutacji genu
H3F3A.

3. Immunologiczna reakcja z przeciwcialem anty-H3.3 G34W jest czulg i swoista
metodg oceny statusu mutacyjnego genu H3.3G34W jest czula i swoista metoda
oceny statusu mutacyjnego genu H3F3A.

Celem praktycznym rozprawy jest opracowanie nowych algorytméw
diagnostycznych guza olbrzymiokomorkowego kosci w Polsce z implementacjg badan
molekularnych i z zastosowaniem wilasciwych technik odwapnienia materiatu
kostnego w celu zmniejszenia odsetka bledéow medycznych oraz wlasciwego
zastosowania terapeutycznego przeciwciala anty-RANKL (denosumab). Badania
zrealizowal doktorant w uznanych zakladach, Zakladzie Patologii i Diagnostyki
Laboratoryjnej pod kierownictwem pani prof. Moniki Prochorec-Sobieszek oraz
Zaktadzie Onkologii Molekularnej i Translacyjnej pod kierownictwem pana prof.
Janusza Aleksandra Siedleckiego w Narodowym Instytucie Onkologii w Warszawie.

Badanie bylo finansowane z grantu wewnetrznego Narodowego Instytutu
Onkologii w Warszawie nr SN/GW30/2017.

Miejscowa Komisja Bioetyczna wyrazita zgode (nr decyzji 7/2018).

Badania molekularne i histochemiczne przeprowadzit doktorant w latach 2015-
2019. Naleza do nich zagadnienia dotyczace wielu elementéw. Na uwagg zastuguje
fakt, ze autor jako pierwszy w Polsce przedlozyl przydatno$¢ oznaczen mutacji genu
H3I"34 w diagnostyce réznicowej GCTB.

Celem teoretyczno-poznawczym badania byta ocena czutosci i specyficznosci
wykrywania mutacji genu H3F34 w GCTB ocenianej przy zastosowaniu dwoch
technik badawczych - sekwencjonowania metoda Sangera oraz badania
immunohistochemicznego.

Celem praktycznym pracy badawczej bylo opracowanie nowych algorytméow
diagnostycznych GCTB w Polsce, z implementacja testowanych badan molekularnych
i immunohistochemicznych, w celu zmniejszenia odsetka btedow medycznych oraz
wlasciwego zastosowania terapeutycznego przeciwciata anty-RANKL (denosumabu).
Realizujac postawione cele pracy autor zastosowat metody odpowiednie warsztatowo.

Material badawczy stanowito 210 chorych, w tym 116 z rozpoznaniem GCTB
jako grupa badana i 94 chorych z rozpoznaniem innej niz GCTB zmiany
olbrzymiokomorkowej kosci, jako grupa kontrolna.

Sposob doboru analizowanych chorych i postawienie warunkdéw odcinajacych
Swiadczy o rzetelnosci badacza zmierzajacego do opracowania grup jednorodnych
przyczynowo. Biorgc pod uwage szeroki zakres analizy klinicznej liczby te uwazam
za wystarczajgce w zastosowanej metodzie badawczej.

Metoda badania polegata na sekwencjonowaniu bezposrednim i odczynach
immunohistochemicznych przeprowadzonych na tkankach pochodzacych z biopsji




guzow, utrwalonych w zbuforowanym roztworze formaliny, odwapnionych i

zatopionych w bloczkach parafinowych.

Materiat biologiczny dotyczyl 123 probek z biopsji gruboigtowych Tru-Cut
przeprowadzony przez zespdt Kliniki Nowotworow Tkanek Migkkich, Kosci i
Czerniakow w Narodowym Instytucie Onkologii pod kierunkiem pana prof. Piotra
Rutkowskiego, a 87 probek pochodzito z innych os$rodkow.

W programie badan stwierdzono racjonalne uporzadkowanie poszczegdlnych
etapow. Wyniki tychze badan zaprezentowat autor wiasciwie, w sposob niestychanie
drobiazgowy. Uzyskane wyniki badan Doktoranta sa czytelne i przydatne dla praktyki
klinicznej. Dokumentacja w catosci posiada wysoka jakos¢ techniczng i przejrzystosé.
Omawianie wynikow cechuje logika w doborze grup problemowych.

Dyskusj¢ autor przeprowadzil w sposob naukowo dojrzaly, poparty
doswiadczeniem badawczym w zakresie hipotez badawczych, ktore potwierdzit oraz
przydatnosci analizy mutacji genu H3F3A w guzach olbrzymiokomoérkowych w
aspekcie praktycznym.

Calos¢ rozprawy, a zwlaszcza ,,dyskusja” $wiadcza o duzym oczytaniu autora i
bardzo dobrej znajomosci poruszanego tematu, jak rowniez o whasciwym
przygotowaniu Doktoranta do prowadzenia analizy oraz umiej¢tnosci krytycznego
spojrzenia na uzyskane wyniki.

Doktorant wykonat benedyktyfiska prace w analizie materialu badawczego
przedtozong na przejrzystych 17 tabelach, 20 rycinach oraz materiale obrazowym w
zalaczniku pracy, co w istotny sposob dopelnia wartos¢ rozprawy. Wynikami badan
doktorant udowodnit wysoka czuto$¢ i specyficznos¢ sekwencjonowania metoda
Sagera w wykrywaniu mutacji genu H3F34 w GCTB. Czulo$¢ metody wynosita
100% oraz jej specyficznos$¢ rowniez 100%.

Doktorant ocenit roéwniez, ze czulo$¢ i specyficznosé badania
immunohistochemicznego z zastosowaniem przeciwciata anty-histon H3.3 G34W w
wykrywaniu mutacji w genie H3F'34 w GCTB wynosifa odpowiednio 95,2% (95%
CL:90,6% - 99,8%) i 100% (95CL:94,9%-100%).

Na podstawie przeprowadzonych badaf i analizy wynikéw doktorant okreslit
nastgpujace wnioski zgodne z tematem rozprawy oraz odpowiadajgce w sposob
krytyczny na cele pracy:

1. Wykrycie mutacji w kodonie 35 genu H3F34 metodsg sekwencjonowania
bezposredniego umozliwia pewne rozpoznanie GCTB.

2. Badania immunohistochemicznego z zastosowaniem przeciwciata anty-histon
H3.3 jest rownie specyficzna, jednak mniej czula metoda wykrywania GCTB niz
badanie molekularne. Badanie immuno-histochemiczne moze stuzy¢ jako metoda
przesiewowa do wykrycia w GCTB mutacji p.Gly35Trp genu H3F3A4.

3. Wynik badania immunohistochemicznego z zastosowaniem przeciwciala anty-
histon H3.3 powinien by¢ zweryfikowany badaniem molekularnym w o$rodku
referencyjnym dla diagnostyki guzéw kosci.

4. Badanie molekularne pozostaje ztotym standardem oceny statusu mutacyjnego
genu H3F3A.




5. Zastosowanie badan molekularnych do diagnostyki zmian kostnych wymaga
wlasciwego odwapnienia materiatu kostnego przez zastosowanie roztworu EDTA.

Oryginalnosci rozprawy upatruje w opracowanej przez Doktoranta glebokiej i
zroznicowanej analizie badawczej przeprowadzonej zarowno w odniesieniu
poznawczym, ale i praktycznym.

Podsumowujac nalezy podkreslic, ze lek. Michal Piotr Wagrodzki podjat
bardzo istotne badania dla wspotczesnej onkologii, ortopedii i radiologii.

Doktorant wykazal umiejetnos¢ samodzielnej pracy naukowej, korzystania z
pisSmiennictwa, logicznego i zwieztego formutowania wynikoéw badan i spostrzezen.

Przedtozona do oceny rozprawa doktorska zatytulowana ,,Ocena przydatnosci
oznaczenia mutacji genu H3F3A w diagnostyce guza olbrzymiokomdérkowego
kosci” odpowiada w pelni wymogom stawianym pracom doktorskim w mys$l ustawy
o tytule naukowym 1 stopniach naukowych i na tej podstawie mam zaszczyt
przedtozy¢ Wysokiej Radzie Naukowej Centrum Onkelogii-Instytutu im. M.
Sklodowskiej-Curie w Warszawie wniosek o dopuszczenie lek. Michala Piotra
Wagrodzkiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczes$nie wnioskuj¢ do Wysokiej Rady o wyréznienie tejze rozprawy
doktorskiej.

Uzasadnieniem wniosku sa nastepujgce fakty:
rozprawa jest wielospecjalistyczna, dotyczy zlozonych i1 aktualnych zagadnien
wspolczesnej onkologii, ortopedii i radiologii
dobor metod badawczych znacznie wykracza poza zakres powszechny
Doktorant wykonat | benedyktynska“ prace analizy materialu klinicznego,
przejrzystego i przystepnego zobrazowania oraz krytycznej analizy danych
opracowal sposob postgpowania w zakresie koniecznym do wiarygodnej analizy
patomorfologicznej, immunologicznej i histochemicznej guza
olbrzymiokomérkowego
rozprawa zawiera istotne elementy badawcze z mozliwoscia zastosowania w pracy
klinicznej.
autor jako pierwszy w Polsce przedtozyl przydatnos$¢ oznaczen mutacji genu H3F 34
w diagnostyce roznicowej GCTB.
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