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Recenzowana praca doktorska nosi tytut ,Zastosowanie techniki mikromacierzy tkankowych
w poszukiwaniu nowych markerow w rakach gruczotu piersiowego”. Zasadnicza cze$é
rozprawy jest cyklem trzech prac opublikowanych w recenzowanych czasopismach
naukowych. Zostata opatrzona wstepem, okresleniem celu pracy, streszczeniami w jezyku
polskim i angielskim oraz podsumowaniem i wnioskami. Cato$¢ tekstu liczy 36 stron.

Wstep zaczyna sie omowieniem zagadnien epidemiologicznych, ktére stanowig pewne
uzasadnienie tematu podjetych badan. Przestawiono poprawnie dane epidemiologiczne,
chociaz zabrakio jednoznacznego stwierdzenia, iz rak piersi jest najczestszym nowotworem
ztosliwym u kobiet, a tylko ‘jednym z najczesciej rozpoznawanych nowotwordw ztosliwych’.
Nastepnie zostaty scharakteryzowane biatka MCM-2 i SATB1; jest to jedynie krétkie
wprowadzenie do tego zagadnienia. Najdtuzszg cze$¢ wstepu stanowi omdéwienie techniki
mikromacierzy tkankowych TMA. Omdwienie to jest do$¢ skrotowe i niekoniecznie jest jasne
dla osoby niezapoznanej z taka technika. Doktorant jest niewatpliwie entuzjasta metody
TMA, co jest widoczne w emocjonalnym tonie wstepu, w ktérym zabrakto pewnego
wywazenia — obok zalet mikromacierzy tkankowych, powinien wymieni¢ takze ich wady. Nie
mozna uzna¢ za poprawne jezykowo stosowania — we wstepnie i w innych miejscach —
slangowego okreslenia ‘histiospoty’. Mimo tych zastrzezen wstep przedstawia zagadnienia
stosowania TMA poprawnie pod wzgledem merytorycznym. Cytowanych jest 11 pozyc;ji
bibliograficznych, z ktérych czes$¢ to artykuty starsze; sa to pozycje klasyczne dotyczace
mikromacierzy, natomiast 5 cytowanych artykutéw zostato opublikowanych w ostatnich 10
latach.

Celem pracy doktorskiej miaty by¢ analiza ekspresji wybranych  markerow
immunohistochemicznych, szczegdlnie niestosowanych rutynowo MCM-2 i SATB1 w raku
piesi przy wykorzystaniu mikromacierzy tkankowych i poréwnanie z innymi markerami
immunohistochemicznymi oraz cechami histopatologicznymi nowotworéw.

Praca , Zastosowanie techniki mikromacierzy tkankowych (TMA) w badaniach nad markerami
nowotworowymi w rakach gruczotu piersiowego” zostata opublikowana w pismie Postepy

Biologii Komérki. Czasopismo to ukazuje sie w jezyku polskim, jednak znajduje sie na Liscie
Filadelfijskiej, w ogdlnodostepnych bazach danych mozna znalezé angielskie streszczenia, a
jego impact factor wynosi 0,126. Doktorant jest pierwszym autorem tej publikacji; ma ona
charakter pracy pogladowej; praca zaczyna sie oméwieniem historii metody mikromacierzy
tkankowych oraz opisaniem podstaw tej techniki. Podobnie jak we wstepie, pojawia sie
niezbyt szczesliwe, slangowe okreslenie ‘histiospoty’. Takze nie do korica wypada sie zgodzi¢
z podanym przez autora zakresem $rednic cylindréw tkankowych (0,6-3mm); wprawdzie taki
zakres jest najczesciej spotykany (takze przez piszacego te stowa), jednak sg komercyjnie



dostepne urzadzenia spoza tego zakresu (np. 4mm). Niezbyt szcze$liwe jest okreélenie, iz
‘bloczek TMA przechodzi kolejne, typowe etapy preparatyki histologicznej’ — autor,
doskonale znajac zagadnienie ze swej praktyki badawcze] opisat w ten sposéb — mozna sie
domysdla¢ - sporzadzenie skrawkdéw, umieszczenie na szkietkach, zabarwienie itd., podczas
gdy czytelnik pozbawiony nalezytej wiedzy moze sadzi¢, iz materiat nalezy odwodnic,
przepoi¢ ksylenem, zatopi¢ w parafinie itp. Takze, wobec niewielkiej popularnosci techniki
mikromacierzy tkankowych w naszym kraju szkoda, ze nie uzupetniono tekstu materiatem
ilustracyjnym, ktéry umozliwiatby tatwiejsze zrozumienie i zwiekszat walor edukacyjny pracy.
Mimo tych niewielkich uchybiert doktorant rzetelnie przedstawit technike TMA. Nastepna
czes¢ pracy jest poswiecona wybranym markerom stosowanym w raku piersi. Wspomniano
tutaj pokrotce wszystkie markery w petni standardowe (receptory estrogenowy,
progesteronowy, HER2, Ki-67, kadheryny), markery powszechni znane, ale nie uzywane
rutynowo w raku piersi (p53, cykliny D1 i E, CD31, CD34, VEGF). Nieco wigecej miejsca
poswiecono rodzinie biatek MCM, ktdre stanowig temat badan wtasnych autora, mitozynie
oraz telomerazie. Szkoda, ze omdwienie badanych markeréw jest — zapewne z powodu
braku miejsca — skrotowe. W kolejnej cze$ci pracy autorzy wracajag do zastosowan
mikromacierzy tkankowych i do ich uzycia w badaniu markeréw nowotwordw. Nie jest dla
mnie jasne, czemu oba rozdziaty dotyczace kwestii technicznych zostaty wyodrebnione, a
pomigdzy nimi omodwiono markery badane w raku piersi; odmienna kolejnos¢ czesci
zwiekszytaby czytelnosé pracy. W odrdznieniu od czesci pierwszej oméwiono zastosowanie
mikromacierzy i niektére wady tej metody. Autorzy nie wspomnieli o typowym problemie
jakim jest utrata czesci materiatu z wykonanych preparatéw, co jest, moim zdaniem,
gléwnym argumentem przemawiajacym za uzyciem kilku cylindréw tkankowych dla kazdego
przypadku, natomiast na podstawie danych z literatury doktadnie omoéwiono kwestie
wiarygodnosci otrzymywanych wynikéw. Dla niniejszej pracy, a takze dla catej rozprawy
doktorskiej kluczowa jest cze$¢ nastepna, traktujagca o zastosowaniu mikromacierzy
tkankowych w badaniu proliferacji w raku piersi. Omoéwiono tutaj kilka publikacji
wykorzystujgcych  mikromacierze tkankowe do badan immunohistochemicznych i
hybrydyzacji in situ w raku piersi. Jedng z cytowanych prac jest ,Tissue Microarray
Technique in Evaluation of Proliferative Activity in Invasive Ductal Breast Cancer”, nastepna z
pozycji tworzacych serie publikacji w recenzowane] rozprawie doktorskiej. Jedyne
zamieszczone ilustracje pochodza witasnie z niej. W ostatnim podrozdziale autorzy ponownie
zajeli sie kwestiami technicznymi — zastosowaniem mikromacierzy w potfaczeniu z FISH. Nieco
zaskakujace jest, iz po stwierdzeniu, ze taka technika jest problematyczna, cytowane sa
prace sugerujgce wysoka wiarygodnos¢ hybrydyzacji w potaczeniu z TMA. Tekst cytuje 55
pozycji bibliografii, w tym zaréwno prace klasyczne, jak aktualne pimiennictwo; 44 prace
powstaty mniej niz 10 lat, a 29 mniej niz 5 lat przed napisaniem tekstu. Podsumowujac
oceniania praca jest wartosciowa, chociaz niezbyt uporzadkowana i skrétowa. Dtuisze
omodwienie tematu byloby znacznie bardziej ciekawe i pouczajgce, chociaz nie mogtoby sie
ukazac jako typowy artykut w czasopismie.



Praca , Tissue Microarray Technigue in Evaluation of Proliferative Activity in Invasive Ductal

Breast Cancer” ukazata sie w renomowanym miedzynarodowym pismie Anticancer Research.
Pismo to posiada impact factor 1,879. Wg bazy Web of Science praca byta 2-krotnie
cytowana przez innych autoréw. Doktorant jest jej pierwszym autorem. We wstepie
omdwiono technike mikromacierzy tkankowych oraz znaczenie ekspresji Ki-67 i MCM-2 w
raku piesi. Celem pracy byta analiza i porownanie ekspresji odczynow w kierunku Ki-67 i
MCM-2 wykonanych metodg klasyczng i z uzyciem mikromacierzy tkankowych. Badany
materiat jest stosunkowo niewielki (51 przypadkow), lecz wystarczyt do uzyskania istotnych
statystycznie wynikdw. Opis stosowanych metod jest doktadny i nie budzi zastrzezen. Mozna
jedynie zauwazy¢, iz pochodzenie materiatu okreslono w pracy jako ‘mammectomy’; jest to
okreslenie poprawne, chociaz nie w petni jasne, a czesciej uzywa sie terminu ‘mastectomy’.
Takze, w ‘metodach’ opisano ocene zaréwno liczebnosci dodatnich komoérek, jak sity
odczynu, podczas gdy w wynikach przedstawiono po prostu ekspresje odczyndow jako
odsetek dodatnich komorek; oczywiscie jest to parametr istotniejszy niz sita odczynu.
Autorzy pracy wykazali bardzo znaczne podobienstwo pomiedzy wynikami uzyskanymi za
pomocg klasycznych, duzych preparatow histologicznych i mikromacierzy. Wykazali takze
silng korelacje pomiedzy wynikami odczyndw w kierunku Ki-67 jak MCM-2, oraz pomiedzy
tymi odczynami, a stopniem zréznicowania nowotworu. W dyskusji omowiono zastosowanie
mikromacierzy tkankowych w badaniach naukowych; znaczenie uzyskanych wynikow
wtasnych; oraz problemy pojawiajace sie przy stosowaniu mikromacierzy. Cytowano tutaj
prace Kyndi i wsp. ktora dotyczyta badania receptoréw hormonalnych i HER2 w raku piersi i
w ktoérej stwierdzono wysoky zgodnos¢ pomiedzy petnymi preparatami tkankowymi i
mikromacierzami. Autorzy odnie$li sie takze do takich kwestii technicznych jak zastosowanie
techniki analizy obrazu czy uzycie cylindrow tkankowych rdznej srednicy. W pracy cytowano
37 pozycji bibliograficznych; 19 prac zostato opublikowanych w ciggu 10, a 11 w ciggu 5 lat
przed publikacja artykutu. Cytowane prace ukazaty sie w renomowanych czasopismach,
bibliografia zostata wtasciwie dobrana i przygotowana. Otrzymane wyniki sa wartosciowe i
ciekawe, a praca ,Tissue Microarray Technique in Evaluation of Proliferative Activity in
Invasive Ductal Breast Cancer” moze z powodzeniem stanowic czes¢ osiggniecia naukowego
bedacego podstawa przeprowadzenie przewodu doktorskiego.

Praca ,Expression of SATB1 protein in the ductal breast carcinoma tissue microarrays —

preliminary study” zostata opublikowana w pismie Folia Histochemica et Cytobiologica. Tutaj

takze doktorant jest pierwszym autorem. Jest to waine polskie czasopismo z zakresu
histologii i histopatologii, jego impact factor wynosi 1.08. Badanie zostato przeprowadzone
na 48 przypadkach; jest to stosunkowo niewielka liczba jak na prace przeprowadzong z
uzyciem mikromacierzy tkankowych, jednak jak zaznaczono w pracy, ma ona charakter
badania wstepnego, a uzyskano statystycznie istotne wyniki. Podobnie jak w pracy
poprzedniej, pochodzenie materiatu okreslono w pracy jako ‘mammectomy’; jest to
okreslenie poprawne, chociaz czesciej uzywa sie ‘mastectomy’; nieco brakuje wyjasnienia,
czy chodzi o zabiegi radykalne, resekcje czesciowq czy biopsje mammotoniczng, jednak ze
wzgledu na to, ze analizowane sg niemal wytgcznie cechy immunohistochemiczne,
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niedopowiedzenie nie wptywa na interpretacje wynikow. Autor powotuje sig na klasyfikacjg
WHO z roku 2003, podczas gdy w chwili gdy praca powstawata, dostepna byta nowa wersja
systemu WHO (2012), do niej wiaénie nalezatoby sie odwotaé; termin ‘invasive ductal breast
cancer pozostaje wprawdzie w praktycznym uzyciu, jednak w ambitnych publikacjach
naukowych powinien zostaé zastapiony nowszym sformutowaniem (‘invasive carcinoma of
no special type’). W pracy uzywany jest termin ‘histologic grade of malignancy’, bedacy kalka
uzywanego w niektérych polskich osrodkach okreslenia ‘stopien histologicznej ztosliwosci’;
obszaru majacego postuiy¢ do stworzenia mikromacierzy miano uzy¢ preparatow H+E
grubosci 7um; sadze, ze jest to zwykly btad pisarski i chodzi o 4um. Nie podoba mi sig
tltumaczenie nazwy jednej z afiliacji (‘Lower Silesian Oncology Center’), jednak nie zalezy to
od doktoranta, a od polityki Centrum Onkologii oraz wydawcy czasopisma. Na marginesie
mozna doda¢, ze niekiedy zdarzajg sie jeszcze bardziej dziwaczne sformutowania, jak
dostowne ttumaczenie polskiej nazwy regionu. Celem analizowanej publikacji byta ocena
relacji pomiedzy ekspresjg SATB1 z innymi markerami oraz innymi cechami raka piersi. Owe
inne przebadane markery to receptory estrogenowy, progesteronowy oraz marker Ki-67. Do
kompletu standardowych markeréw raka piersi brakuje jedynie HER2; wobec niezbyt wielkiej
préby badanej wyniki mogtyby by¢ niezbyt ciekawe, ale mam nadziejg, ze jego ocena i
poréwnanie z SATB1 jest planowana w przysztych badaniach na petng skalg. Metody
zastosowane do wykonania odczynéw i ich oceny nie budza zastrzezer; mozna jedynie
zwréci¢ uwage, iz zastosowanie poziomu odcigcia 10% dla dodatnich wynikéw odczynow w
kierunku receptoréw estrogenowego i progesteronowego nie odpowiada w petni progom
zalecanym do celéw klasyfikacji molekularnej (1% ER, 20% PR); z drugiej strony ciekawsze
mogtoby sie okaza¢ uzycie dla poréwnania z ekspresja SATB1 wiekszej liczby kategorii, lub
danych w postaci zmiennej ciagtej — co byloby wykonalne i wiarygodne skoro autorzy
dysponowali programem do komputerowej analizy obrazu. Analiza statystyczna zostata
przeprowadzona w sposdb poprawny; zastosowano wspdtczynnik korelacji Spearmana,
podczas gdy w tekscie wynikéw stosuje sig oznaczenie ‘r’, jak dla wspdfczynnika Pearsona;
wprawdzie taka pisownia jest obecnie czgsto spotykana w publikacjach, jednak uzycie
tradycyjnego oznaczenia ‘R’ podniostoby nieco czytelno$¢ wynikéw. Uzyskane dane zostaty
przedstawione w sposob krotki, jasny i zrozumialy, a otrzymana ocena statystyczna jest
wartosciowa i wypetnia zatozone cele pracy. W dyskusji oméwiono funkcje SATB1 oraz jego
role w rozwoju raka piersi; przedstawiono tez otrzymane wyniki w kontekscie danych
dostepnych w innych opublikowanych pracach. Przedstawiono sensowne i wywazone
wnioski koficowe chociaz nie uwazam, by zostato w petni wykazane, iz ‘ekspresja SATB1 ma
duze znaczenie dla rozpoznania i leczenia’ [przektad wiasny recenzental. Pracg opatrzono 39
pozycjami bibliografii; cytowane prace sa aktualne (33 z ostatnich 10 lat, z tego 27 z
ostatnich 5 lat) i dobrze dobrane. Jedyne zastrzezenie moze budzi¢ wspomniana powyzej
starsza wersja klasyfikacji WHO. W catosci prace “Expression of SATB1 protein in the ductal
breast carcinoma tissue microarrays — preliminary study” oceniam wysoko, a zastrzezenia



nie umniejszajg jej wartosci; moze ona z powodzeniem stanowic¢ czes¢ cyklu prac tworzacych
rozprawe doktorska.

W ‘Podsumowaniu i wnioskach’ doktorant pokrétce omowit wyniki zawarte w trzech

publikacjach; omdéwienie to poprawnie przedstawia owe wyniki, pewng niezrecznoscig jest
jedynie uzycie sformutowania ‘stopien ztosliwosci histologicznej G’, mogacy sugerowad
istnienie stopni zrdznicowania nowotworow oznaczanych innymi literami. Cztery
przedstawione wnioski dotyczg 1) mozliwosci zastosowania reakcji w kierunku MCM-2 dla
oceny aktywnosci proliferacyjnej; 2) zwigzku ekspresji SATB1 z agresywnoscig nowotworu; 3)
korelacji pomiedzy wynikami uzyskanymi za pomoca klasycznych preparatéw histologicznych
i mikromacierzy; oraz 4) mozliwosci praktycznego zastosowania techniki mikromacierzy.
Whnioski w tej postaci zostaly sformutowane i przedstawione dostatecznie ostroinie i
znajdujg uzasadnienie w uzyskanych wynikach. Mozina jedynie zauwazy¢, ze wniosek 2)
zostat wywiedziony na podstawie danych posrednich (zwigzek ekspresji SATB1 ze stopniem
zroznicowania i ekspresjg pozostatych markerdw) i dla zastosowan klinicznych powinien
zosta¢ umotywowanych badaniami na wiekszej grupie pacjentéw z uwzglednieniem stanu
zaawansowania oraz rzeczywistych wskainikow przezycia. Mozna zywi¢ nadzieje, ze w tym
kierunku bedga szty nastepne publikacje doktoranta.

Podsumowujac, prace doktorskg lek. Chistophera Kobierzyckiego oceniam wysoko pod

wzgledem merytorycznym; szczegolnie dotyczy to obu opracowan wynikéw witasnych autora.
Opisane powyzej zastrzezenia i watpliwosci odnosza sie gtownie do sposobdéw formutowania
i przedstawienia wynikow, natomiast same uzyskane dane sg niewatpliwie wartosciowe i
oryginalne, a wyniki uzasadniajg zastosowanie mikromacierzy tkankowych w badaniu raka
piersi. Metoda mikromacierzy tkankowych jest wysoce efektywna w uzyskiwaniu
wartosciowych wynikdw w badaniach histopatologicznych, a pozostaje zbyt mato znana i
stosowana w naszym kraju. Takie rak piersi stanowi temat o ogromnym znaczeniu
badawczym oraz potencjalnych zastosowaniach praktycznych.

Majac powyisze na uwadze sktadam wniosek do Wysokiej Rady Wydzialu Lekarskiego Uniwersytetu

Medycznego we Wroctawiu o dopuszczenie lek. Chistophera Kobierzyckiego do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.
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