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Pierwotne nowotwory kosci stanowig szczeg6lng i heterogenna grupe guzow pod
wzgledem epidemiologicznym, klinicznym i histopatologicznym. W ostatnich latach odkryto
charakterystyczne zmiany genetyczne wystepujace w pewnych typach guzéw. Postep w
diagnostyce i leczeniu chirurgicznym oraz onkologicznym spowodowat podniesienie jakosci i
wydtuzenie zycia znacznej liczby chorych ze ztosliwymi i miejscowo ztosliwymi
nowotworami kosci. Jednakze wiele z tych nowotworéw diagnozowanych jest w
zaawansowanym stadium, ma niekorzystna lokalizacje, albo charakteryzuje sie opornoscig na
dostgpne terapie. Poglebianie wiedzy na temat biologicznych uwarunkowan powstawania i
przebiegu nowotworéw konieczne jest do opracowania nowych metod diagnostycznych i
leczniczych. Guz olbrzymiokomérkowy kosci, bedacy tematem rozprawy jest nowotworem
rzadkim o wystgpowaniu ok. 1/ mln/ rok. Nowotwér ten rozwija sie najczesciej u mtodych
dorostych, ma skfonnosé do wznéw miejscowych, pewien odsetek guzow jest pierwotnie
ztosliwy lub progresja zlosliwosci wystepuje we wznowie. Guz ten moze mieé nietypowsg
prezentacje radiologiczng i heterogenne utkanie histologiczne ze zmianami wtornymi, co w
matym materiale biopsyjnym uniemozliwia ustalenie jednoznacznego rozpoznania. Poniewaz
spektrum zmian nalezacych do kregu histopatologicznej diagnostyki réznicowej
olbrzymiokomorkowych zmian kostnych jest szerokie, konieczne jest stosowanie metod
immunohistochemicznych i molekularnych. Temat badaf podjetych w pracy doktorskiej lek.
Michata Wagrodzkiego jest aktualny i wazny, zawiera aspekty poznawcze i praktyczne.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska posiada forme jednostronnego wydruku

komputerowego w twardej oprawie, liczacego 138 stron, z wykazem tabel, rycin i obfita

dokumentacja fotograficzng oraz zatacznikami schematycznie prezentujacymi metode




odwapniania kosci oraz proponowany algorytm diagnostyczny zmian
olbrzymiokomérkowych kosc. Ogodlna struktura rozprawy jest typowa dla prac doktorskich
w dziedzinie nauk medycznych. Na poczatku rozprawy doktorant przedstawia informacje o
finansowaniu badan, ktére zrealizowano ze $rodkéw projektu badawczego SN/GW30/2017
przyznanych przez NIO im. M. Sktodowskiej-Curie w Warszawie.

Spis tresci monografii Jest szczegdtowy i wyczerpujacy, z wlasciwymi odnosnikami
do stron. Streszczenie w Jezyku polskim i angielskim stanowi ustrukturyzowany
informatywny tekst. Autor przedstawit takze szczegdlowy wykaz skrétéw stosowanych w
dysertacji. Tekst pracy ilustrowany jest licznymi rycinami i schematami autorstwa wlasnego
lub zaczerpnietymi z literatury. Obecne sg jedynie nieliczne biedy literowe i edytorskie.
Przydatne w czytaniu sa umieszczone na korncu monografii wykazy: tabel (praca zawiera 17
czytelnych tabel zbiorczych) oraz rycin (20 rycin z opisowymi tytutami). Rozprawa napisana
Jest staranna polszezyzng z zachowaniem ptynnosci tekstu i przejrzystosci prezentowanych
danych.

Wstep pracy liczy 26 stron i podzielony zostal na podrozdziaty, w ktérych dokonano
szezegotowej charakterystyki klinicznej, radiologiczne;j, histologicznej i molekularne;j
badanego typu nowotworu - guza olbrzymiokomérkowego kosci. We wstepie podkresiono
trudnosci diagnostyczne dotyczace nowotworéw kosci, koniecznosgé Scistej wspotpracy pato-
klinicznej i bezwzglednej korelacji z obrazem radiologicznym. Zdobycie gruntownego
do$wiadczenia w rozpoznawaniu zwlaszcza guzéw rzadkich lub o nietypowej prezentacji
klinicznej mozliwe jest w referencyjnym osrodku specjalistycznym z Wzorcows wspodtpraca
zespotowa. Doktorant porusza takze problematyke leczenia badanego typu guza kosci,
uwzgledniajge aspekty chirurgiczne oraz omawiajac dostepna od kilku lat nowoczesng terapie
denosumabem - przeciwciatem monoklonalnym skierowanym przeciwko RANKL.
Denosumab zapobiegajac interakcji RANKL/RANK hamuje powstawanie, aktywacje i
przezycie osteoklastow, zmniejszajgc w ten sposéb resorpcje kosci. Terapia podejmowana
jest w przypadku Znacznego zaawansowania guza, nawrotu lub stadium przerzutowego.

W kolejnym podrozdziale Wstepu autor omawia zwiezle biatka histonowe — ich
strukture, warianty, modyfikacje posttranslacyjne oraz kodujace je geny. Biatka te powinny
by¢ szerzej omowione pod wzgledem funkcjonalnym ze wzgledu na temat dysertacji
odnoszacy sie do mutacji genu kodujgcego biatka histonowe.

Przeglad pismiennictwa dotyczacy mutacji genu H3F3A w nowotworach zostat
przeprowadzony w sposéb merytoryczny i klarowny. Nalezy podkresli¢, ze historia tych

badat ma dopiero kilka lat. W 2012 roku mutacje H3F34 opisano w glejakach u dzieci, a w
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2013 r. w guzie olbrzymiokomérkowym kosci wykazano mutacje punktowe w kodonie 34
H3F34 p.Gly34Trp (97% przypadkéw) i p.Gly34Leu. W grupie innych guzéw kosci podobne
zmiany stwierdzono poza tym gtdwnie w niewielkich podgrupach kostniakomiesakow
wysokiego stopnia ztosliwosci histologicznej. Mutacje H3F3B wystepuja natomiast w
chrzgstniakach zarodkowych. Zmiany w genach kodujacych biatka histonéw H3.3 rzadko
dotyczg innych nowotworéw czlowieka. Doktorant wyjasnia postulowang rol¢ mutacji
H3F34, polegajaca na zaburzeniach regulacji epigenetycznej, zmianie transkrypcji pewnych
genow, deregulacji dojrzewania, réznicowania i proliferacji komérek. W guzie
olbrzymiokomérkowym dochodzi m.in. do nadekspresji biatka RANKL zwiazanej z wtérg
osteoklastogenezg i nadekspresji TP63.

W dalszej czesei doktorant wspomina o dostepnosci komercyjnych przeciwciat
wykrywajacych mutacje genu H3F34. Warto byloby szerzej skomentowac przeciwciala
wykrywajace biatka bedace efektem mutacji onkogennych, ze wzgledu na ich uzytecznosé
we wspdtczesnej patomorfologii i onkologii. W ostatniej czesci wstepu doktorant komentuje
krotko metody wykrywania mutacji punktowych, odnoszac si¢ kilkakrotnie do ceny tych
badan. Nalezy podkresli¢, ze Wstep pracy jest napisany interesujaco i merytorycznie
poprawnie, ujawnia wysoka wiedze doktoranta i doglebne zrozumienie poruszanych
zagadnien naukowych w obszarze patologii guzow kosci.

Rozdzial Zalozenia i cele pracy badawczej. W rozdziale tym umieszczono cele i
Jjasno sformulowane hipotezy badawcze. Celem glownym pracy doktorskiej byta ocena
przydatnosci oznaczen mutacji H3F34 w diagnostyce réznicowej guza
olbrzymiokomérkowego kogci. Lek. Michat Wagrodzki wyodrebnit cel teoretyczno-
poznawczy jakim byla ocena czutosei i specyficznosci wykrywania mutacji genu H3F3A przy
zastosowaniu sekwencjonowania bezposredniego metoda Sangera oraz badania
immunohistochemicznego. Drugim celem byt cel praktyczny polegajacy na opracowaniu
nowych algorytmow diagnostycznych w badanym typie nowotworu. Hipoteza 1. ,,Guzy
olbrzymiokomoérkowe kosci charakteryzujg sie obecnoscig mutacji genu H3F3A”nie wymaga
weryfikacji, bowiem od kilku lat ww. mutacja to ustalona i typowa cecha molekularna tych
nowotworéw.,

Material i metodyke badawezg opisano wiasciwie i wyczerpujgco. Umieszczono
informacje o zgodzie Komisji Bioetycznej NIO W Warszawie na prowadzenie badan. Materiat
do badan pochodzit od 210 pacjentéw z guzami kosci, w tym 116 z guzem
olbrzymiokomérkowym i 94 z innymi zmianami olbrzymiokomérkowymi (kostniakomiesaki,

ziarniniaki olbrzymiokomorkowe, torbiele tetniakowate, chrzestniaki zarodkowe, guzy
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brunatne i inne), diagnozowanych i leczonych w referencyjnym osrodku klinicznym Klinice
Nowotworéw Tkanek Migkkich, Kosci i Czerniakow NIO w Warszawie. 123 probki
pochodzily z biopsji gruboigtlowych wykonanych w ww. o$rodku. 87 przypadkéw (materiat z
biopsji otwartych, gruboigtowych i wyltyzeczkowania guza), nadestanych do konsultacji,
pochodzito z roznych 39 osrodkéw w Polsce. Badania doktorskie prowadzono w latach 2015-
2019, w okresie 2015-18 gromadzono material tkankowy 1 poddawano go szczegdlowej ocenie
histopatologicznej, a w okresie 2018-19 przeprowadzono badania immunohistochemiczne i
molekularne oraz analize statystyczng. Material tkankowy z NIO przeprowadzano w
odczynniku oxfordzkim i/lub EDTA w celu optymalnego odwapnienia z minimalizacjg
degradacji materialu genetycznego guza. U czesci pacjentow z NIO powtarzano biopsje w
przypadku zbyt matej iloSci materiatu do badanh molekularnych. We wszystkich przypadkach
dysponowano wynikami badan radiologicznych i wywiadem klinicznym oraz krotkg
obserwacja pooperacyjng, badz po leczeniu denosumabem. Material na podstawie korelacji
radiologiczno- histopatologiczno- klinicznych i molekularnych podzielono na dwie grupy: guzy
olbrzymiokomorkowe kosci (GCTB) i na inne zmiany olbrzymiokomérkowe kosci (non-
GCTB). Taki perfekcyjny dobor grupy badawczej i kontrolnej podnosit informatywnosc i
znamienno$é uzyskanych wynikéw. Jednakze istotna czg$¢ danych z Rozdziatu 3 dysertacji,
ktére do precyzyjnego wyodrebnienia grup badawczej i kontrolnej pozyskano w efekcie
szczegdlowych analiz i badan opisanych w metodach, powinna znaleZ¢ si¢ w rozdziale Wyniki.
Autor kazdorazowo podaje doktadne kryteria wlaczenia probek do badan molekularnych oraz
zastosowane odczynniki i szczegblows, zgodna z dobra praktyka laboratoryjng, metodyke
wykonania analiz. W analizie wykorzystano samodzielnie zaprojektowane startery genow
H3F34, H3F3B, GNAS8 i GNASY. Badania te wykonano przy uzyciu nowoczesnej aparatury
i odczynnikéw komercyjnych wysokiej klasy. Zastosowano typowe i zindywidualizowane
metody izolacji DNA. Przeprowadzono sekwencjonowanie bezposrednie DNA, w oparciu o
sekwenator kapilarny ABI Prism 3130 (Applied Biosystems). Interpretacje wynikow wykonano
manualnie analizujgc fluorogram w programach Chromas lub FinchTV, w oparciu o Sciste
kryteria oceny. Kolejnym elementem badan molekularnych byty badania metodg FISH
oceniajace rearanzacje genu USP6/TRE17 (sonda typu break-apart) oraz status MDM?2 (sonda
MDM2/CCP12). Doktorant podal szczegotowy protokot badania FISH i1 kryteria jego oceny
dla analizowanych genéw, dokonywanej przez dwoéch niezaleznych —diagnostow.
Przeprowadzano tez statystyczng analize zgodnosci oceny odczynéw pomigdzy badaczami.
Kolejny etap badan stanowila analiza immunohistochemiczna odczynéw wg opracowanej

procedury, z przeciwciatem anty-histon H3.3 G34W (RM263), oraz H3.3 K36M (RM193)
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(Biosciences). Ocen¢ odczynéw przeprowadzato dwéch niezaleznych badaczy w skali
procentowej w odniesieniu do komérek jednojadrowych.

Analiza statystyczna uzyskanych wynikéw badan zostata wykonana przy uzyciu
programu IBM SPSS Statistics 23.0.0.2. Zastosowano whasciwe testy statystyczne, postuzono
si¢ wykresami dobrze wizualizujacymi uzyskane wyniki.

Rozdzial Wyniki, stanowi 16 stron manuskryptu, doktorant przedstawit w spos6b
bardzo uporzadkowany i logiczny, umieszczajac wykresy i tabele. Wysokiej jakosci odczyny
immunohistochemiczne ukazuje umieszczona w zataczniku obszerna dokumentacja
fotograficzna z adekwatnymi szczegétowymi opisami. Czulo$é i specyficznosé¢ dla mutacji
H3F34 w grupie GCTB w badanej grupie wyniosta 100%, przy czym w 114/116 przypadkow
ujawniono typowa najczesciej wystepujaca substytucje p.Gly35Trp (G35W).

W badaniach immunohistochemicznych, stwierdzono czuto$é i specyficznogé odczynu
biatka p.Gly35Trp H3.3 odpowiednio w 95,2% i 100% przypadkach GCTB. Zgodnos¢ oceny
IHC pomigdzy obserwatorami byta bardzo wysoka. Przeprowadzono takze poréwnanie
aktywnosci mitotycznej dla GCTB klinicznie latentnych i agresywnych, wykazujac istotna
zaleznos¢ aktywnosci mitotycznej z agresywnym przebiegiem guza. Zaleznosci aktywnosci
mitotycznej od agresywnosci radiologicznej GCTB wg skali Campanacci natomiast nie
stwierdzono. Ostatnig krotkg czes¢ wynikow stanowi podrozdziat dotyczacy odsetka zmiany
rozpoznania w materiale nadestanym do konsultacji w NIO w Warszawie. Poza danymi
numerycznymi nie ma jednak szczegétowych informacji na temat typéw zmienianych
rozpoznan histologicznych, co miatoby istotng wartos¢ dydaktyczng. W wynikach nie
pokazano tez podstawowych danych pato-klinicznych badanych przypadkéw GCTB. Nie ma
charakterystyki wyodrgbnionej grupy guzéw po leczeniu denosumabem oraz podgrupy
wtornych ztosliwych guzéw olbrzymiokomérkowych. Do kryteriéw wiaczenia do grupy non-
GCTB nalezaty wyniki badan molekularnych, ktérych nie zaprezentowano w pracy. Czes¢ z
ww. informacji, ktére powinny by¢ ujete w wynikach, pojawia sie w dyskusji.

W rozdziale Dyskusja autor przeprowadzit krytyczng analize metodologii i
omowienie wynikéw wiasnych, odnoszac si¢ szczegétowo do dostepnej literatury tematu.
Bardzo cenng czg$¢ tego rozdziatu stanowi oméwienie aspektow histopatologicznych,
swiadczaca o doswiadczeniu i profesjonalizmie doktoranta. Wysoko oceniam tez rozwazania
poswigcone procedurom opracowania / odwapnienia materiatu kostnego w kontekscie badan
molekularnych i imfnunohistochemicznych. Uszczegotowienie procedur odwapniania
materiatu tkankowego ma duza warto$¢ praktyczng i edukacyjng. Oméwienie wynikéw

molekularnych wskazuje na zgodnos¢ uzyskanych wynikéw z dostepnymi publikacjami w
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zakresie czestosei 1 typu mutacji H3F3A w GCTB oraz efektywnosci jej detekeji
immunohistochemicznej. Wazng obserwacjg, zbiezng z piSmiennictwem jest to, ze centralne
ziarniniaki olbrzymiokomdrkowe twarzoczaszki sg zmianami molekularnie i klinicznie
odmiennymi od GCTB i w kosciach twarzoczaszki nie obj¢tych chorobg Pageta wystepuja
niezmiernie rzadko. W tekscie pojawia si¢ informacja o wystepowaniu mutacji H3F3A w 9/13
przypadkéw GCTB po leczeniu denosumabem, nie ma jednak danych w jakim odsetku guzy
te wykazywaty mutacje¢ przed leczeniem.

W omoéwieniu wynikéw oznaczen immunohistochemicznych z przeciwciatem anty-
histon H3.3 G34W autor podkresla fakt sredniej i silnej ekspresji w jednojadrowej populacji
komérek nowotworowych z wysoka mediang komoérek wybarwionych (60%).
Immunoreaktywnos$¢ dotyczyta 95% przypadkéw GCBT i odnotowano wysoka zgodnos¢
miedzy oceniajgcymi badaczami. Kompletny brak reakcji IHC z przeciwcialem anty-histon
H3.3 G34W w zmianach non-GCTB $wiadczy o swoistosci i przydatnosci tego przeciwciala
w rutynowej pracy diagnostycznej. Nalezy jednak uwaznie odnosi¢ si¢ do odczynow
przeprowadzonych w ztym technicznie materiale i pamigta¢ o mozliwosci braku reaktywnosci
w przypadkach GCTB z inng substytucjg w genie histonu H3F3A. Doktorant dodaje takze, ze

reakcja IHC moze by¢ heterogenna w guzach o réznorodnym utkaniu ze zmianami

wstecznymi, czy z komponentem torbielowatym lub remodelingiem po leczeniu. Zdaniem
recenzenta, w oparciu o przedstawione badania doktorskie i dane z literatury, dodatni odczyn
IHC z przeciwciatem anty-histon H3.3 G34W w zmianie olbrzymiokomorkowej kosci o
typowej lokalizacji jest wystarczajacym potwierdzeniem rozpoznania GCTB. Molekularne
potwierdzenie mutacji wobec tak swoistego narzedzia IHC winno by¢ zarezerwowane z
przyczyn organizacyjnych i kosztowych dla przypadkéw niejednoznacznych.

Wazne tresci zawiera cze$¢ dyskusji poswiecona analizie odsetka rozbieznosci
diagnostycznych i zmienionych rozpoznan z innych o$rodkéw. Autor komentuje trudnosci
patomorfologow z osrodkow nie referencyjnych we wspolpracy pato-klinicznej w diagnostyce
guzow kosci — dostarczanie skierowan na badanie patomorfologiczne bez danych z wywiadu
klinicznego 1 opisu radiologicznego zmiany, brak spotkan multidyscyplinarnych. Ponadto role
odgrywa do$wiadczenie diagnozujacych patomorfologoéw, jakos¢ nadsytanego materiatu
diagnostycznego i niski dostep do badan dodatkowych w guzach ukiadu kostno-
szkieletowego. Kolejnym czynnikiem wplywajagcym na jako$¢ rozpoznan w zmianach
olbrzymiokomérkowych jest brak okreslonych wiarygodnych kryteriow histopatologicznych
ztosliwosci 1 agresywnosci GCTB. Wedtug czgsci autordéw, zgodnie z wynikami pracy

doktorskiej, pomocne moze by¢ oznaczanie indeksu mitotycznego w kontekscie catosei
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obrazu morfologicznego i klinicznego. Reasumujac, istnieje zatem bezwzgledna koniecznosé
ustawicznej edukacji zardbwno ortopedow jak i patomorfologow w zakresie postgpowania
diagnostycznego guzoéw kosci oraz funkcjonowanie o$rodkow doskonatosci i referencyjnych.

Badania Doktoranta majg wysoka warto$¢ poznawcza, sa jednymi z nielicznych, tak
kompleksowymi analizami w grupie guzéw olbrzymiokomérkowych Oméwienie wynikow
pokazuje rozlegla wiedzg w obszarze badawczym oraz dojrzalos¢ naukowg autora. Dyskusja
przeprowadzona zostata precyzyjnie z wlasciwym wykorzystaniem pismiennictwa.
Bibliografia jest wlasciwie dobrana, zawiera 147 pozycji, gtéwnie z ostatnich lat, jednak
obejmuje tez znaczgce publikacje historyczne. W wykazie prace ujeto w kolejnosci
pojawiania w tekscie. Forma zapisu pozycji nie zawsze jest jednolita, np. poz.147.

Whioski sformulowano w postaci pieciu punktéw korespondujacych z celami pracy.
Tre$¢ wnioskéw miejscami zawiera elementy wynikéw. Wniosek mowiacy o koniecznosci
wiagczenia oznaczania statusu H3F34 do algorytmu diagnostycznego jest bardzo wazny.
Podobnie wniosek dotyczacy wlasciwego opracowania materialu kostnego.

Podsumowujgc stwierdzam, ze cato$¢ rozprawy doktorskiej lek. Michata Piotra
Wagrodzkiego pt. ,,Ocena przydatnosci statusu mutacji genu H3F34 w diagnostyce guza
olbrzymiokomorkowego kosci” stanowi wspdtczesne, oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego w dziedzinie nauk medycznych, w dyscyplinie medycyna, wykazuje wysokg
0go6lng wiedze teoretyczng i doswiadczenie w pracy specjalistycznej Kandydata oraz Jego
wnikliwo$¢ i umiejetnosci prowadzenia réznorodnych metodycznie prac naukowych.

Przedstawiona dysertacja spetnia ustawowe (w Ustawie o stopniach i tytule
naukowym) i zwyczajowe wymagania stawiane rozprawom doktorskim, majgc powyzsze na
uwadze wnioskuje do Wysokiej Rady Naukowej Narodowego Instytutu Onkologii im. Marii
Sktodowskiej-Curie — Pafistwowy Instytut Badawczy w Warszawie o dopuszczenie lek.

Michata Piotra Wagrodzkiego do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Prof. dr hab. Ewa Izycka-Swieszewska
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