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Recenzja

Otrzymana do recenzji praca doktorska jest zatytutowana , Nadekspresja
ARID1A/BAF250a w raku inwazyjnym gruczotu piersiowegd”, a jej autorem jest
lekarz tukasz Szpon. Promotorem pracy jest dr hab. Anil Kumar Agrawal, prof.
nadzw., drugim promotorem prof. dr hab. Michat Jelen, a badania przeprowadzono w
Uniwersytecie Medycznym we Wroctawiu. |

Praca dotyczy waznego i aktualnego tematu zaburzen epigenetycznych w
patogenezie i przebiegu raka piersi. Koncepcja mutacji genowych jako czynnika
prowadzacego do rozwoju raka lub wptywajacych na przebieg choroby i rokowanie
jest znana od wielu lat. Znacznie pdzniej zwrécono uwage na czynniki
epigenetyczne, a wiec te, ktore wptywajg na odczytywanie materiatu genetycznego
komorki. Nalezg do nich metylacja DNA, acetylacja, deacetylacja i metylacja
histonéw, a w koncu produkcja biatek determinujacych modelowanie chromatyny.
Te gtéwne, ale nie jedyne mechanizmy epigenetyczne wpltywaija na aktywacje
protoonkogendw czy dezaktywacje gendw supresorowych. Zjawiska te nie sg dotad
dobrze poznane w przypadku poszczegdinych nowotwordw, dlatego projekt badania
i jego temat s bardzo interesujgce i potencjalnie mogg wnies¢ nowe fakty w
badania nad patogenezg raka piersi. De facto zaburzenia ekspresji biatka BAF250a



sq efektem mutacji genu ARID1a, co jest przyktadem naktadania sie mutacji
genowych i zmian epigenetycznych. Mutacje genu ARID1a najczesciej prowadza do
zahamowania ekspresji produkowanego biatka, stad wiekszos$¢ badaczy ocenia

ekspresje biatka jako wyktadnik mutacji genu. Powyzsze rozwazania potwierdzaja
celowos¢ i aktualnos¢ tematu badan.

Przedstawiona praca ma charakter klasycznej rozprawy doktorskiej. Dzieli sie na
wstep, zatozenia i cel pracy, oméwienie materiatu i metod, wyniki , dyskusje i
wnioski. Pracg koncza streszczenia w jezyku polskim i angielskim, piSmiennictwo i
spis tabel i rycin. Liczy 52 strony tekstu, zawiera 9 rycin i 11 tabel. W pracy autor
powotuje si¢ na 72 pozycje pismiennictwa, w wiekszosci miedzynarodowego,
obejmujgcego wazniejsze pozycje z ostatnich lat. Piémiennictwo cytowane jest
wiasciwie, choc kolejnos¢ alfabetyczna spisu literatury i utrzymanie jednolitego
formatu cytacji nie jest dla autora priorytetem. Réwniez spis tabel w pozycji 2 i 3
Cytuje tg samg tabele co nie jest zgodne ze stanem faktycznym. Uktad pracy jest
przejrzysty i prawidtowy, a poszczegdine podrozdzialy utozone Sq w logicznym
porzadku. Jezyk w wigkszosci jest poprawny, a wywdd logiczny.

Przed wstepem doktorant zamieszcza spis treéci. Z obowigzku recenzenta zwracam
uwage ze mylnie podaje tytut podrozdziatu 1.6, ktdry w tekscie pracy brzmi
«Klasyfikacja histologiczna WHO" i ten tytut bytby prawidtowy. Po spisie tresci
nastgpuje spis najwazniejszych skrétéw. Ta czesé 1w'\afymaga’:aby gtebszego
zastanowienia, bo thumaczenie niektdrych ze skrétéw jest niespdjne. Na przyktad
najwazniejszy dla pracy skrét ARID1A jest Zle przettumaczony, natomiast znacznie
lepsze jego ttumaczenie znalaztem na stronie 19 w wierszu 14 i 15. Zdaje sobie
sprawg z niezwyktej trudnosci ttumaczen bardzo hermetycznych skrétéw
specjalistycznych, a i ocena jakosci thumaczenia moze by¢ bardzo subiektywna.
Natomiast powtarzajac ttumaczenie lub rozwijajac skrét w tekscie pracy, za kazdym
razem nalezy stosowac to samo brzmienie.

Autor we wstepie pracy po zwieztym uzasadnieniu wyboru tematu badan przechodzi
do omdwienia problematyki zwigzanej z rakiem piersi. Ciekawie przedstawia rys
historyczny rozpoznawania i leczenia tego nowotworu. Na stronie 7 wyraza opinie,
ze zmodyfikowana radykalna mastektomia stanowi standard postepowania w raku
piersi do chwili obecnej. Taki poglad jest pewnym naduzyciem, gdyz w chirurgii raka




piersi dazy sie od okoto 20 lat do ograniczenia interwencji chirurgicznej zaréwno w
zakresie gruczotu piersiowego jak i uktadu chfonnego. Zadne powazne zalecenia w
krajach rozwinietych nie zalecajq zabiegu Pateya czy jego modyfikacji jako
standardu. _

W podrozdziale 1.4 doktorant umieszcza biopsje aspiracyjna cienkoigtowg weztéw
chtonnych wéréd badan histopatologicznych, a powinno sie jg wymieni¢ w grupie
badan cytologicznych. Nastepujacy podrozdziat 1.5 w mojej opinii powinien by¢
poszerzony o omowienie klasyfikacji patologicznej raka piersi. Autor omawia tam
klasyfikacje kliniczng, a w tabeli 1 zatytutowanej klasyfikacja kliniczna umieszcza
klasyfikacje kliniczno-patologiczng. Zabieg ten nie jest w Zzaden sposdb
skomentowany i wprowadza czytelnika w btad.

Cze$C druga wstepu dotyczy budowy chromatyny i mechanizméw regulujacych
odczytywanie informacji genetycznej. Doktorant szczegdlnie skupia sie na roli
kompleksu SWI/SNF. Omawia w tym kontekscie role biatka ARID1A | innych
sktadowych wyzej wymienionego kompleksu. Przedstawiony stan wiedzy $wiadczy o
dogtebnym zapoznaniu sie autora z literaturg przedmiotu. Poszczegdline zagadnienia
opisuje w spos6b przemyslany i w miare Przystgpny. W tej czesci mozna dopatrzy¢
sig jedynie niewielkich niezrecznosci, jak na przyktad uzycie na stronie 21 terminu ,,
geny normalnie represjonowane przez chromatyne”. Nie wptywa to jednak na
pozytywng ocene tej czesci rozprawy doktorskiej.

Kolejna cze$¢ obejmuje zatozenia i cel pracy. Autor juz wezesniej przedstawit
zatozenia teoretyczne pracy i w czedci trzeciej podaje kilka ogdlnych stwierdzer
uzupetniajacych zatozenia. Precyzuje réwniez cel pracy, ktérym jest (cytuje): ,
zbadanie nadekspres;ji biatka BAF250A, ktdre jest integralnym cztonkiem ludzkiego
kompleksu SWI/SNF, w raku gruczotu piersiowego oraz jego zwiagzku z klinicznym
przebiegiem, cechami patologicznymi, jak réwniez okresleniem rokowania chorych na
ten nowotwor ztodliwy.”  Swiadomie Cytuje cel pracy, gdyz ma to zwiazek z kilkoma
komentarzami i pytaniami do przedstawionej pracy.

Po pierwsze wyjasnienia wymaga dlaczego autor bada nadekspresje biatka BAF250A
W nowotworze, podczas gdy dotychczasowe badania mowig ,, In human cancer,
ARID1A possesses not only features of a gatekeeper, regulating cell cycle
progression, but also features of a caretaker, preventing genomic instability ( Wu RC



iwsp Cancer Biol Ther 2014)”, czyli, ze ekspresja tego biatka ma ogdlnie rzecz
biorac dziatanie hamujace rozwdj nowotworu. Znakomita wiekszoé¢ badaczy ocenia
obnizenie ekspresji. Po drugie: jak bedzie definiowat ~nadekspresje” ?.

Kolejne pytania i uwagi beda przedstawione w kontekscie wynikéw.

Czwartg cze$¢ pracy stanowi materiat i metddy. W tej czesci autor wyczerpujaco
omawia metodyke badania immunohistochemicznego ekspresji ARID1A w
preparatach parafinowych. Kolejne kroki procedury opisane sg bardzo dokfadnie.
Natomiast watpliwos¢ budzi informacja o 92 zdrowych prébkach kontrolnych.
Doktorant nie definiuje skad pobrat materiat, czy sg to prébki z tkanek piersi
nieobjetych nowotworem od tych samych chorych, czy moze innych tkanek, czy
tkanek od innych chorych? Brak takiej informacji uwazam za niedopatrzenie.

CzeSC piata pracy rozpoczyna oméwienie wynikéw badan. Wyniki przedstawione s
w formie rozbudowanych tabel i wykreséw, a takze syntetycznie opisane. Nie wiem
jakie byto uzasadnienie dla przedstawienia tabel wytgcznie w jezyku angielskim,
skoro praca napisana jest po polsku. W tabeli 3 doktorant wskazuje tez, ze
analizowat 12 przypadkow raka nieinwazyjnego ( czyli okoto 10% badanej grupy)
podczas gdy temat pracy wyklucza takie przypadki. W badanej grupie Srednig
warto$¢ ekspresji oceniono na 79,4 %, podczas gdy w grupie kontrolnej na 64,5%.
Roznica miedzy tymi grupami byta znamienna statystycznie. Doktorant dokonat
analizy zwiqzkow statystycznych wybranych czynnikéw klinicznych z ekspresjg biatka
ARID1. Nie stwierdzono réznic w ekspresji badanego czynnika pomiedzy réznymi
grupami wiekowymi, w zaleznosci od statusu menopauzalnego czy lokalizacji guza
pierwotnego. Ekspresja ARID1A nie réznita sig réwniez pomiedzy guzami o roznej
wielkosci czy typie histologicznym. Wprawdzie autor nie poréwnuje bezposrednio
réznic pomigdzy stopniami zaawansowania wg klasyfikacji TNM, ale z
przedstawionych danych mozna wnosi¢, ze nie ma w badanej grupie réznic w
ekspresji ARID1 rdwniez miedzy stopniami zaawansowania. Pewng trudnos$¢ w
statystycznej identyfikacji réznic pomiedzy podgrupami jest nierdwnomierny rozktad
poszczegolnych czynnikéw. Przyktadowo brak jest guzéw T3, a tylko u jednej
pacjentki stwierdzono guz T4. Podobnie, wigkszo$¢ stanowig pacjentki z
zaawansowaniem weztowym NO i N1, 109 ze 119 oséb. W otrzymanym
egzemplarzu pracy nie znalaztem w wynikach danych o statusie receptorowym



guzéw. Prawdopodobnie tabele te zostaty przypadkowo usunigte, gdyz w dyskus;ji i
wnioskach autor powotuje sie na te wyniki. Réwniez nie stwierdza zaleznosci
pomigdzy ekspresjg receptoréw estrogenowych i progesteronowych a ekspresja
ARID1A. Naturalnym uzupetnieniem prezentowanych badan bytaby analiza ekspresii
ARID1A jako czynnika rokowniczego. Kilkakrdtnie poszukiwatem tej analizy, bo
przywotany wczesniej cel pracy sugerowat rozwazania o rokowaniu chorych w
kontekscie ekspresji BAF250a/ARID1A. Jednak jej brak nie dyskredytuje
przedstawianej pracy.

Doktorant w dyskusji analizuje uzyskane wyniki w kontekécie danych z literatury.
Jest to zadanie trudne, bo wiekszo$¢ wynikéw badan z literatury przedmiotu jest
przeciwstawna. Taki stan rzeczy moze wynikac z faktu, ze obnizenie ekspres;ji
ARID1A obserwowane jest u 2-6% chorych w zaleznoéci od badanej grupy. Dlatego
gtdwnie analiza w rozprawie doktorskiej dotyczyta chorych z wysokq ekspresja
ARID1A, co rzutowato na rezultaty. Autor wykazat umiejetnosé krytycznego
spojrzenia na uzyskane wyniki, ale tez potrafit znalez¢ dla nich prawdopodobne
teoretyczne uzasadnienie. Wnioski konczace prace zostaty wyciggniete logicznie i s3
sformutowane w sposdb prawidtowy.

Podsumowujac przedstawiong mi do recenzji prace stwierdzam, Ze jest to rozprawa
oOparta o intersujgce zatozenia i porusza wazny i nie do koAca zbadany problem.
Wnosi nowe informacje do stanu wiedzy nad rolg mechanizmdéw epigenetycznych w
raku piersi. W catoSci oceniam prace lekarza tukasza Szpona pozytywnie pomimo
uwag i pytan zawartych w tej recenzji. Wnoszg do Wysokiej Rady Wydziatu Lekarsko-
Stomatologicznego Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu o
dopuszczenie kandydata do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Uwazam, ze
publiczna obrona tej rozprawy bedzie wtasciwym miejscem dla przedyskutowania
poruszonych przeze mnie problemdw.
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