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Imie¢ i nazwisko

Anna Smiech

1. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/artystyczne z podaniem nazwy,
miejsca i roku ich uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej

22.06.1992 r. — tytut lekarza weterynarii, Wydzial Medycyny Weterynaryjnej, Akademia
Rolnicza w Lublinie.

19.03.1993 r. — Prawo wykonywania zawodu lekarza weterynarii wydane przez Lubelska

Okregowa Izbe Lekarsko-Weterynaryjna.

22.03.2001 r. — stopien doktora nauk weterynaryjnych, Wydzial Medycyny Weterynaryjnej,
Akademia Rolnicza w Lublinie. Rozprawa doktorska pt. ,Zastosowanie metod
immunohistochemicznych w diagnostyce roznicowej i histogenezie nowotworow gruczotu
mlekowego u suk”. wykonana w Katedrze Anatomii Patologicznej Wydzialu Medycyny
Weterynaryjnej Akademii Rolniczej w Lublinie — Promotor Prof. dr hab. Zbigniew Nozdryn-
Plotnicki.

2. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach

naukowych/artystycznych

01.10.1993 r. — asystent w Katedrze Anatomii Patologicznej, Wydzial Medycyny

Weterynaryjnej, Akademia Rolnicza w Lublinie.

01.05.2001 r. do chwili obecnej — adiunkt w Katedrze i Klinice Choréb Wewnetrznych
Zwierzat, Zaklad Patomorfologii 1 Weterynarii Sadowej Uniwersytetu Przyrodniczego

w Lublinie, wezesniej w Katedrze Anatomii Patologicznej
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3. Wskazanie osiggniecia wynikajacego z art. 16 ust.2 ustawy z dnia 14
marca 2003 r. o stopniach naukowych tytule naukowym oraz o stopniach
I tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.).

3.1. Jednotematyczny cykl publikacji:
Badania epidemiologiczne i analizy molekularne w nowotworach komoérek tucznych u psow
Publikacje wchodzace w sklad osiagniecia naukowego:

3.1.1. Smiech A, Slaska B, Lopuszynski W, Jasik A, Szczepanik M, Wilkotek P. Canine mast
cell tumours — an epidemiological study according to the histological malignancy grade. Polish
Journal of Veterinary Sciences 2017,20,455-465.

IF = 0,839; 20 pkt. MNiSW

Wktad w autorstwo: 80% - opracowanie koncepcji badan, zaplanowanie badan,
okreslenie celu badan, zebranie materiatu, wspotudzial w wykonaniu analiz, interpretacja
uzyskanych wynikow badan, napisanie wstepnej wersji manuskryptu, korekta manuskryptu

autor korespondencyjny.

3.1.2.8miech A, Slaska B, Lopuszynski W, Jasik A, Bochynska D, Dgbrowski R.
Epidemiological assessment of the risk of canine mast cell tumours based on the Kiupel two-

grade malignancy classification. Acta Veterinaria Scandinavica 2018, 60:70.
IF =1,497; 35 pkt. MNiSW

Wkiad w autorstwo: 80% - opracowanie koncepcji badan, zaplanowanie badan,
okreslenie celu badan, zebranie materiatu, wspotudzial w wykonaniu analiz, reklasyfikacja
histologiczna guzow z komorek tucznych, interpretacja uzyskanych wynikéow badan, napisanie

wstepnej wersji manuskryptu, korekta manuskryptu -autor korespondencyjny.

3.1.3. Smiech A, Lopuszynski W, Slaska B, Bulak K, Jasik A. Occurrence and distribution of
canine cutaneous mast cell tumour characteristics among predisposed breeds. Journal of
Veterinary Research 2019, 63, DOI:10.2478/jvetres-2019-0002.

IF =0,811; 20 pkt. MNiSW
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Wktad w autorstwo: 80% - opracowanie koncepcji badan, zaplanowanie badan, oraz
okreslenie celu badan, ocena histopatologiczna, interpretacja uzyskanych wynikow badan,

napisanie wstgpnej wersji manuskryptu, korekta manuskryptu, autor korespondencyjny.

3.1.4. Smiech A, Slaska B, Surdyka M, Grzybowska-Szatkowska L, Lopuszynski W, Rozanska
D. Identification of additional mitochondrial DNA mutations in canine mast cell tumours. Acta

Veterinaria Scandinavica 2016,58:28.

IF =1,472; 30 pkt. MNiSW

Wktad w autorstwo: 60% - opracowanie koncepcji badan, zaplanowanie badan,
okreslenie celu badan, analiza histopatologiczna, interpretacja uzyskanych wynikow badan,

napisanie wstepnej wersji manuskryptu, korekta manuskryptu autor korespondencyjny.

3.1.5.Smiech A, Slaska B, Bownik A, Grzybowska-Szatkowska L, Dutka J, Lopuszynski W.
Heteroplasmic mutations and polymorphism in the CYB gene of mitochondrial DNA
in canine mast cell tumours. In Vivo 2019, 33, 57-63.

IF =1,116; 20 pkt. MNiSW

Wkiad w autorstwo: 60% - opracowanie koncepcji badan, zaplanowanie badan,
okreslenie celu badan, analiza histopatologiczna, interpretacja uzyskanych wynikow badan,

napisanie wstepnej wersji manuskryptu, korekta manuskryptu, autor korespondencyjny.

Laczna punktacja 5 prac wchodzacych w sklad jednotematycznego cyklu publikacji,
zgodnie z rokiem opublikowania, wynosi:

—wyg listy czasopism punktowanych MNiSW- 125 pkt.

— sumaryczny Impact Factor (IF) wedhug listy Journal Citation Reports (JCR) —5.735

* W przypadku prac przyjetych do druku, lub ktére ukazaly si¢ drukiem w roku 2019 punkty MNiSW oraz

warto$¢ IF podano za rok 2018.

Fotokopie publikacji oraz oSwiadczenia wspolautorow, okreslajace
indywidualny wklad kazdego z nich w powstanie pracy znajdujq si¢ w

zalaczniku nr 61 7.
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3.2. Omoéwienie celu naukowego prac i osiagnietych wynikéw wraz z oméwieniem ich
ewentualnego wykorzystania

Od momentu podjecia pracy w Katedrze Anatomii Patologicznej Wydziatu
Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie do chwili obecnej
moje zainteresowania naukowe skupiajg si¢ gldownie wokot onkologii weterynaryjnej. Jest
to zwigzane ze stale wzrastajaca liczbg diagnozowanych nowotworéw u zwierzat zyjacych
w bezposredniej bliskosci cztowieka, przede wszystkim u psow (1, 13, 15, 20, 21, 79). Dane
statystyczne wskazujg, ze 50 % psoéw, ktore dozyty 10 lat umiera z powodu nowotwordéw (1,
15). W obrebie tego gatunku najczesciej diagnozowane sg nowotwory skory, wsrod ktorych
7%- 21% stanowig guzy z wywodzace si¢ komorek tucznych (7, 21,76). Nowotwory komorek
tucznych (ang. Mast Cell Tumours, MCT) charakteryzuja si¢ r6znorodnym przebiegiem
klinicznym. Moga one pojawia¢ si¢ w formie niewielkich odgraniczonych pojedynczych lub
mnogich guzkoéw, naciekaé okoliczne tkanki, a takze dawac przerzuty do weztow chtonnych i
narzagdow wewnetrznych (6, 14, 36, 49, 50). Pomimo licznych badan nad wylonieniem
czynnikow okreslajagcych prawdopodobny przebieg choroby najwazniejszym wskaznikiem
prognostycznym pozostaje nadal stopien zroéznicowania histologicznego (4,18, 28, 29,30, 31,
33, 42, 53, 54, 56, 58,78). Warunkuje on nie tylko roznorodny obraz morfologiczny guzow
11ich potencjat przerzutowy oraz zwigzane z tym rokowanie, ale rowniez odpowiedz na leczenie
(7, 14, 34,49). Na podstawie oceny stopnia zlosliwosci mozemy =z duzym
prawdopodobienstwem przewidzie¢ zachowanie biologiczne danego nowotworu (58). Do 2011
roku jedynym uzywanym systemem roznicowania stopnia zlo$liwosci mastocytom byta
trojstopniowa skala wg. Patnaika i wsp. opublikowana w 1984 roku, ktéra wyodrg¢bniata guzy
dobrze zréznicowane, posrednio i nisko zréznicowane okreslane w literaturze odpowiednio
jako GI, GII, GllI (52). Klasyfikacja ta opierala si¢ na ocenie i zestawieniu cech
mikroskopowych takich jak: glgbokos$¢ nacieku nowotworowego, zré6znicowanie komorek i
jader, obecno$¢ ziarnisto$ci metachromatycznych, wystgpowanie komorek wielojadrowych
oraz ognisk martwicy i obrzeku. Ze wzgledu na heterogenny charakter guzow (61) o posrednim
stopniu zrdéznicowania oraz nieprzewidywalny przebieg Kliniczny, Kiupeli wsp. (35)
zaproponowali nowy dwu stopniowy system oceny zlo§liwosci wyrdzniajacy stopien niski
(ang.low-grade) oraz wysoki (ang. high-grade). Nowa klasyfikacja oparta jest na morfologii
jadra komoérkowego oraz liczbie figur podziatlu mitotycznego. Do mastocytom o wysokim

stopniu zlosliwos$ci wiacza si¢ zmiany, w ktorych stwierdza si¢ co najmniej 7 figur podziatu
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mitotycznego, 3 komorki wielojadrzaste, 3 komoérki o dziwacznym jadrze (ang. bizzare) w 10
hpf oraz 10 % komorek z jadrem dwukrotnie powigkszonym (karyomegalia). Wszystkie inne
guzy nie spehiajace tych kryteriow zaliczane sg do niskiego stopnia ztosliwosci (35). Zgodnie
z nowym systemem oceny, guzy o wysokim stopniu zlosliwosci cechujg si¢ bardziej
agresywnym przebiegiem, sklonnos$ciag do wznowy i przerzutow oraz krotszym czasem
przezycia. Sredni czas przezycia ksztaltuje si¢ w granicach 4 miesiecy dla guzow MCT o
wysokim stopniu ztosliwosci oraz 2 lata dla guzow MCT o niskim stopniu zlosliwosci (35).
Pomimo przeprowadzenia klinicznych badan poréwnawczych skali Patnaika i1 Kiupela
najczesciej do oceny guzoéw z komorek tucznych patolodzy uzywaja obu skal jednoczesnie
(57,62). Jak wynika z danych z piSmiennictwa najwigksze ryzyko zachorowania na
mastocytom¢ wystepuje u bokserow, ale czgsto wymieniane sg rOwniez shar-pei, rodezjany,
mopsy, wyzly weimarskie, beagle oraz labrador i golden retrievery (2,15). Pomimo wykazania
predyspozycji rasowych niewiele jest informacji dotyczacych powigzania danej rasy z
klinicznym przebiegiem nowotworu. Dotychczasowe raporty potwierdzily wystepowanie
guzow z komorek tucznych o bardziej tagodnym przebiegu u bokserow i mopsoéw (43,48). U
golden retrieverow stwierdzono pojawienie si¢ guzow rozsianych, a u shar-pei o bardziej o
agresywnym charakterze i czgsto w mlodym wieku (14, 45). Nowotwory te wystgpujg W
kazdym wieku najczesciej jednak miedzy 7,5 a 9 rokiem zycia i nie stwierdza si¢ predylekcji
plci (14, 47, 50, 76). Najczgsciej wystgpuja na tutowiu (50-60%), konczynach (25-40%) oraz
glowie i szyi (10%)(76). Z kolei do gorzej rokujacych lokalizacji nalezy okolica kroczowa,
pachwinowa, okolodbytowa oraz polgczenia skorno-sluzéwkowe (6, 14, 19, 47, 59, 76).
Dotychczasowe badania epidemiologiczne najcze$ciej obejmowaty ocene ryzyka wystgpienia
mastocytomy u poszczegdlnych ras pséw zamieszkujgcych dany region geograficzny.
Przedstawiono zachorowalnos¢ na ten rodzaj nowotworu W zalezno$ci od wieku psa, pici, masy
ciala, oraz u psow poddanych zabiegowi kastracji oraz sterylizacji (3, 38, 48, 60, 73,77, 79, 82).
Tylko w jednym raporcie okreslono ryzyko wystgpienia guzow komorek tucznych o réznym
stopniu zréznicowania z uwzglednieniem rasy, pici i wieku (48). Nalezy podkresli¢, ze do
chwili obecnej nie przeprowadzono szerszych badan epidemiologicznych obejmujacych
wystepowanie guzéw komorek tucznych psow na terenie Polski. Brak w pi§miennictwie prac
epidemiologicznych  obejmujacych stopien zlosliwosci histologicznej, ktory jest
najwazniejszym czynnikiem rokowniczym stanowity inspiracje do podjecia tej tematyki
badawczej. Analizy postanowilam przeprowadzi¢ w oparciu o skalg Patnaika (52) i Kiupela
(35) uwzgledniajac takie parametry jak ras¢ wiek i wielkos¢ psow, ple¢ oraz lokalizacje guza.

W dalszym etapie zdecydowalam dokladnie przesledzi¢ przebieg kliniczny nowotworu w
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rasach, u ktorych stwierdzitam zwigkszone ryzyko wystapienia guzow komorek tucznych.
Takie badania nie byly jeszcze dotad wykonywane a uzyskane wyniki pozwola dokladnie;j
pozna¢ biologi¢ nowotworu i a przysztosci stanowi¢ inspiracje do badan genetycznych.
Koncentrujac si¢ na guzach komorek tucznych u psow drugi aspekt mojej pracy naukowej
stanowily byly badania molekularne. Mimo, ze po raz pierwszy nowotwor ten zostal opisany w
1905. etiologia jego nie jest do konca wyjasniona (36). Dotychczasowa wiedza dotyczaca
zaburzen w materiale genetycznym guzow z komorek tucznych skupiala si¢ przede wszystkim
na DNA jadrowym (ang. nuclear DNA, nDNA). Potwierdzono wystepowanie mutacji c-kit w
obrebie eksonu 11 w 30% nowotworéw z komodrek tucznych (16, 40, 74,75, 81).
Zidentyfikowano takze rzadziej wystgpujace mutacje w eksonie 8,9 (39). Wystegpowanie tych
mutacji tylko w niektorych mastocytomach Il i 111 stopnia sugeruje, ze w etiologii biorg udziat
rowniez inne czynniki. Wraz z rozwojem technik biologii molekularnej coraz cze¢sciej
przypisuje si¢ mitochondriom udziat w procesie kancerogenezy. Mitochondria posiadaja
wilasny genom, ktéry odznacza si¢ wyzsza zmienno$cig w stosunku do genomu jadrowego.
Czestos¢ mutacji mitochondrialnego DNA
(ang. Mitochondrial DNA, mtDNA ) jest ponad 10-krotnie wigksza w porownaniu do DNA
jadrowego (nDNA) (9,10,22,65). Badania ostatnich lat dokumentujg znaczaca rolg
polimorfizméw i mutacji mitochondrialnego DNA w patogenezie wielu choréb u ludzi w tym
robwniez nowotworowych (9, 10, 22, 24). Mutacje w mtDNA powodujg synteze
nieprawidlowych biatek komplekséw fosforylacji oksydacyjnej, uposledzenie oddychania
komorkowego, zaburzenia produkcji ATP oraz wzmozong produkcje reaktywnych form
tlenu (22,64). Z genomem mitochondrialnym zwigzane jest zjawisko heteroplazmii. Kazda
komorka zawiera od setek do tysiecy kopii mtDNA. Jesli w komorce obecny jest zarowno
zmutowany jak i normalny dziki mtDNA wowczas mowimy o heteroplazmii. Wystepowanie
tylko jednego typu mtDNA (zmutowanego lub normalnego) przemawia za homoplazmig (9,
22, 65). Z reguty wigkszo$¢ zmian w obrebie sekwencji nukleotydowych mtDNA w komorkach
nowotworowych ma charakter homoplazmatyczny, aczkolwiek w pojedynczych przypadkach
odnotowuje si¢ rowniez heteroplazmig (10, 22, 65, 66, 67). Pojawiac si¢ ona moze na poczatku
procesu nowotworowego, kiedy komorki moga zawiera¢ zmutowane oraz dzikie kopie
mtDNA. Dopiero kolejne podziaty zmutowanych komoérek prowadza do homoplazmii. Coller
i wsp. (8) sugeruje, ze homoplazmia jest wynikiem przypadkowej segregacji mitochondriow
podczas podzialow. W kolejnych podziatach moze przetrwac heteroplazmia lub tez moze
wystagpi¢ homoplazmia w wyniku dryfu genetycznego (22). Ze wzgledu na dryf, eliminowane

sa rzadkie warianty mtDNA. Nalezy podkresli¢, ze wzajemne proporcje migdzy zmutowanyma
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dzikim mtDNA moga ulega¢ réznym nasileniom podczas podzialdw prowadzac do zmian
fenotypu komorkowego (17). Mutacje i polimorfizmy identyfikowane sa wzdhuz calego
genomu mitochondrialnego, jednak do najbardziej interesujacych obiektow badan nalezy petla
D. Jest ona jedynym hiperzmiennym niekodujacym fragmentem mtDNA zlozonym z ok. 1100
par zasad. Jest to obszar gdzie zachodzi inicjacja transkrypcji i replikacji mtDNA. Zmiany w
tym rejonie moga wplywac¢ na zmiang efektywnosci replikacji DNA poprzez modyfikacje
wigzan aktywatoréw i czynnikow transkrypcyjnych (9,10,22,65). Pgtla D znana jest jako
siedlisko mutacji i polimorfizmow, ktorych wystepowanie odnotowano w wielu nowotworach
u ludzi, migdzy innymi w raku zoladka prostaty, ptuc, nerki, tarczycy i glejaku
wielopostaciowym (27, 32, 44, 69, 70). Intensywne badania prowadzono takze na przykladzie
raka sutka u kobiet (37, 55, 71). Zaobserwowano powigzanie wystgpienia mutacji z
parametrami klinicznymi. Stwierdzono ze liczba mutacji w petli D moze by¢ wskaznikiem
zlego rokowania (26,37). Kuo i wsp. (37) udowodnili, ze pacjentki z dwoma lub wicksza liczbg
mutacji majg istotnie nizsze przezycie w porownaniu do tych z jedng mutacjg. Z kolei badania
Igmana i wsp. (26) pozwolity ustali¢ wzorce polimorfizméw specyficznych dla raka sutka,
ktore moga predysponowac¢ do rozwoju nowotworu. Polimorfizmy moga réwniez wplywac na
procesy fizjologiczne w komorkach oraz transformacj¢ nowotworowg (11, 22, 23).Nie mozna
tez wykluczy¢ rowniez polimorfizmow specyficznych dla danej haplogrupy jako czynnikow
rozwoju nowotworoéw, stad przy okresleniu mutacji i polimorfizméw wskazane jest okreslenie
haplotypow badanych osobnikow (9). Wiedza na temat wystepowania mutacji i polimorfizmow
w rejonie petli D mMtDNA w nowotworach u zwierzat jest bardzo uboga. Do chwili obecnej
udokumentowano obecno$¢ mutacji i polimorfizméw w guzach sutka oraz nowotworach glowy
i konczyn u psoéw (5, 63, 66, 67 ). U podstaw choréb mitochondrialnych leza zaburzenia
funkcjonowania i biogenezy sktadnikow fancucha oddechowego. Jednym z biatek tancucha
oddechowego jest cytochrom b. Jest to integralne biatko blonowe bedace podjednostka
kompleksu I11. Bierze on udziat w regulacji aktywnosci oksyreduktazy, przenoszeniu jonéw
metalu oraz transporcie elektronowym fancucha oddechowego (80). Odnotowano zwigzek
mutacji w genie kodujacym cytochrom b (CYB) z niektorymi howotworami wystepujacymi u
czlowieka tj.: czerniakach, guzach sutka i rakach pecherza moczowego (12, 51, 72) oraz psa
(68). U psow badania takie wykonano na nowotworach glowy szyi i koficzyn (68). Stan wiedzy
dotyczacy onkogenomiki mitochondralnej u ludzi jest stosunkowo dobrze udokumentowany
(23, 24, 27, 32, 41,44, 46, 55, 69, 70, 71, 72). Niestety nie mozna tego potwierdzi¢ W
odniesieniu do medycyny weterynaryjnej, a gtdéwnie chor6b nowotworowych diagnozowanych

u psow. Do chwili obecnej brak w piSmiennictwie $wiatowym jakichkolwiek raportow
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opisujacych wystepowanie mutacji i polimorfizméw w przedstawionych dwoch fragmentach
mtDNA tj.: genie cytochromu b oraz w rejonie petli D w nowotworach z komoérek tucznych
psOéw. Fakt ten stanowit zache¢te do podjecia tego rodzaju badan. Niewyjasniona etiologia oraz
réznorodny obraz kliniczny guzéw z komoérek tucznych wptynety na moje zainteresowania
naukowe tym rodzajem nowotworu. Nalezy doda¢, ze badania podloza genetycznego guzow
komorek tucznych moga mie¢ istotne znaczenie w diagnostyce oraz opracowaniu strategii

terapeutycznych.
3.3. Cel naukowy osiagniecia badawczego:

Tematyka cyklu publikacji wchodzacych w sklad prezentowanego osiggnigcia
naukowego dotyczy badan epidemiologicznych oraz molekularnych nowotworéw komorek
tucznych u psoéw. Jednym z gldéwnych celow mojej pracy byla analiza epidemiologiczna
populacji psow zamieszkujacych Polske, u ktorych wystapity guzy z komodrek tucznych oraz
ocena ryzyka rozwoju mastocytom u pséw pod katem wykorzystania danych w prognozowaniu
choroby nowotworowej. Zostaly okre§lone zalezno$ci pomiedzy rasg, wiekiem, picig,
wielkoscig psa, lokalizacjg anatomiczng guza a stopniem ztosliwosci wg dwustopniowej skali
Kiupela (35) i Patnaika (52). Kolejnym celem badan byto wskazanie ras predysponowanych do
rozwoju tego nowotworu oraz ocena w obrebie samej rasy wspoltistniejgcych czynnikow w
oparciu wiek, pte¢ lokalizacje guza oraz stopnien histologicznej ztosliwosci wg skali Kiupela
(35). Z kolei gtéwnym celem badan molekularnych byta identyfikacja mutacji 1 polimorfizméow
w dwoch fragmentach mitochondrialnego DNA tj. genie cytochromu b oraz rejonie petli D oraz
okreslenie zwigzku z procesem transformacji nowotworowej w nowotworach komorek

tucznych u psow.

3.3.1. Opis poszczegolnych prac wchodzacych w sklad osiggniecia naukowego wraz z

omoéwieniem wynikow:

Praca 3.1.1. Smiech A. i wsp.: “Canine mast cell tumours — an epidemiological study
according to the histological malignancy grade”. Polish Journal of Veterinary Sciences
2017,20,455-465.

Celem pracy bylo okreslenie zalezno$ci miedzy stopniem zlosliwosci guza wg.
trojstopniowej skali Patnaika (52), a wiekiem, plcia, rasg i wielkoscig psa oraz lokalizacja
zmiany nowotworowej. Badaniem objeto 263 psy roznych ras oraz mieszancow ze stwierdzong

mastocytomg. Preparaty do oceny mikroskopowej zabarwiono rutynowo hematoksyling i
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eozyng oraz bigkitem toluidyny. Analiza histopatologiczna zostata dokonana w oparciu o
klasyfikacje WHO z uwzglednieniem 3 stopniowej skali zlo§liwosci wg. Patnaika (25,52).
Prawdopodobienstwo wystgpienia poszczegdlnych stopni ztosliwosci GI, GII, GIII ustalono
postugujac si¢ metoda najmniejszych kwadratow (ang. least-squares means, Ism+se (Standard
error)). Przeprowadzone analizy wykazaty wigksze prawdopodobienstwo pojawienia si¢ guzow
z komorek tucznych w stopniu Gl u pséw rasy buldog francuski, w mtodym wieku 2-6 lat, w
okolicy glowy, szyi, tulowia oraz konczyn. Mastocytomy o posrednim zroéznicowaniu GlI
wykazaly wigkszg tendencje do wystgpienia u takich ras jak boksery, dobermany, jamniki,
owczarki i setery, u pséw starszych wieku 7-16 lat i lokalizacjg w okolicy moszny. Z kolei guzy
niskozréznicowane GIlII przedstawiaja wigksze prawdopodobienstwo wystgpienia u psow
najstarszych w wieku 11-16 lat, w okolicy pachowej, oraz u shar—pei. Nie stwierdzono
zalezno$ci migdzy stopniem zlosliwosci guza a plcig oraz wielkoscig psow. Badania
potwierdzity ze stopien zréznicowania oparty na klasyfikacji Patnaikajest SciSle zwigzany z

rasg, wiekiem oraz lokalizacja.

Praca 3.1.2. Smiech A i wsp.: “Epidemiological assessment of the risk of canine mast
cell tumours based on the Kiupel two-grade malignancy classification”. Acta Veterinaria
Scandinavica 2018, 60:70.

W kolejnej pracy przeprowadzono analiz¢ epidemiologiczng ryzyka rozwoju guzow
komorek tucznych u psow w odniesieniu do innych nowotwordéw skory w oparciu o nowag
dwustopniowg skale Kiupela (35). Ocenie poddane zostaty takie parametry jak rasa, wiek, pteé,
wielkos$¢ oraz lokalizacja anatomiczna guza. Analizg objgto 492 psy 77 roznych ras oraz psow
nierasowych ze stwierdzong mastocytomg skorng, wyselekcjonowane na podstawie oceny
histopatologicznej z 2763 przypadkow nowotworow skory psow, zdiagnozowanych w latach
2003 — 2016 w Katedrze Anatomii Patologicznej UP w Lublinie. Ocena histopatologiczna
guzow z komoérek tucznych zostala dokonana w oparciu o klasyfikacje WHO (25) z
uwzglednieniem dwustopniowej skali ztosliwosci wg. Kiupela (35). Guzy zgromadzone przed
rokiem 2011 ocenione wg skali trojstopniowej Patnaika (52) zostaly poddane reklasyfikacji.
Ryzyko wystgpienia nowotworu z komdrek tucznych dla poszczegdlnych ras, ptei, wielkosci,
lokalizacji oraz przedzialdéw wiekowych zostato okreslone na podstawie oceny ilorazu szans
(ang. odds ratio, OR), a grup¢ kontrolng stanowily psy z nowotworami skory. W celu
oznaczenia OR i jego 95% przedziatu ufnosci zostala wykonana analiza regresji logistycznej.
Przeprowadzone badania wykazaly najwigksze ryzyko wystapienia mastocytomy 0 Wysokim

stopniu zlosliwosci u shar-pei (OR:28,18), american staffordshire terrierow (OR:3,016) oraz
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wyztow weimarskich (OR:6,453). Z kolei ryzyko pojawienia si¢ guzéw 0 niskim stopniu
zlo§liwosci stwierdzono u pigciu ras tj.: bokserow (OR:6,724), mopséw (OR:6,130),
labradorow (OR:2,721), buldogow francuskich (OR:1,999), a takze u american staffordshire
terrierow (OR:2,623). Zaobserwowano zwigzek wystapienia poszczegdlnych stopni
zroznicowania z wiekiem oraz lokalizacjg anatomiczna nowotworu. W okolicy pachwiny (OR
:17,691) 1 pachy (OR:6,309) uzyskano wickszy wspodtczynnik OR dla guzow bardziej
zlosliwych. Z kolei na tulowiu stwierdzono wigksze ryzyko pojawienia si¢ guzow o bardziej
tagodnym charakterze (OR:1,744). Ryzyko pojawienia si¢ mastocytomy wysoce zltosliwej w
porownaniu do psow najmlodszych wzrastalo z wiekiem osiggajagc maksimum u psow
najstarszych w wieku 11-16 lat (OR:9,555). W przypadku guzow o niskim stopniu wigksze
ryzyko zachorowan wystgpito u miodszych psow w wieku 4-6 lat (OR:8,541). U samic
(OR:1,389) odnotowano wicksze ryzyko wystgpienia mastocytomy o niskim stopniu
zlosliwosci (OR:1,431) w porownaniu z samcami. Udowodniono ze, $rednie rasy sg bardziej
narazone na wystapienie guzoéw z komorek tucznych zarowno o niskim (OR:3,475) jaki i
wysokim stopniu ztosliwosci (OR:1,712) niz mate psy. Przeprowadzona analiza statystyczna
wykazata zaleznos$ci miedzy rasa, wiekiem, anatomiczng lokalizacja, plcia, wielkoscig i
stopniem ztos$liwosci mastocytoéw wg dwustopniowej skali Kiupela oraz potwierdzita ztozony
biologiczny charakter tego nowotworu. Dzigki niej uzyskano nowe wyniki badan dotychczas

nie opisane w piSmiennictwie weterynaryjnym.

Praca 3.1.3. Smiech A. i wsp.: “Occurrence and distribution of canine cutaneous mast
cell tumour characteristics among predisposed breeds”. Journal of Veterinary Research 2019,
63, DOI:10.2478/jvetres-2019-0002.

Kolejna praca stanowi rozszerzenie i kontynuacje poprzednich analiz, a glowny jej
temat badan koncentruje w obrebie samych ras. Celem niniejszej pracy bylo uzyskanie
informacji dotyczacych powigzania badanej rasy z klinicznym przebiegiem nowotworu. W
pierwszym ectapie badan wskazano rasy predysponowane do rozwoju MCT,
a nastepnie oceniono wspotistniejace czynniki ryzyka w oparciu o stopnien histologicznej
ztosliwosci wg skali Kiupela, wiek, pte¢ oraz lokalizacj¢ guza. Badania przeprowadzono na
550 psach ze zdiagnozowang mastocytomg wyselekcjonowanych 3107 osobnikow z
nowotworami skory w oparciu o jednoczynnikowa analizg regresji logistycznej. Wyodrgbniono
sze$¢ ras zamieszkujacych Polske o zwigkszonym ryzyku wystapienia mastocytomy tj.: shar—
pei (OR: 6,045), bokser (OR: 5,004), american staffordshire terrier (OR: 2,662), labrador
retriever (OR: 2,433 ), buldog francuski (OR: 2,026) oraz golden retriever (OR:1,692), ktore
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nastgpnie poddano kolejnym analizom. Ryzyko wystagpienia stopni zlosliwosci u
poszczegolnych ras ksztattowalo si¢ podobnie jak w pracy 3.1.2. Dodatkowo odnotowano u
psOw rasy golden retriever tendencje do wystgpienia guzow o niskim stopniu zlosliwosci (OR:
1,949). Labradory wykazaty wicksze ryzyko do rozwoju MCT w mlodszym wieku 4-6 lat (OR:
2,686), z kolei boksery (OR: 2,956 ) i buldogi francuskie (OR: 9,429 ) w starszym wieku 7-10
lat. U buldogow francuskich (OR: 4,680), american staffordshire terrierow (OR: 2,520) oraz
labradorow (OR: 1,948) odnotowano zwigkszone wystapienia nowotworu na tulowiu. U zadnej
zbadanych sze$ciu ras nie stwierdzono predylekcji do rozwoju guza w odniesieniu do pici.
Przeprowadzone analizy wykazaty, ze w niektorych rasach oprdcz stopnia zroznicowania guza
istotng role odgrywaja takie czynniki jak wiek oraz lokalizacja nowotworu. Zaobserwowane
roznice w przebiegu klinicznym w obrebie ras sugeruja obecnos¢ czynnikow genetycznych w
etiologii guza. Z tym zagadnieniem zwigzany jest drugi etap mojej pracy poswiecony analizom
molekularnym w nowotworach komoérek tucznych u pséw. Obecnos¢ mutacji somatycznych i
polimorfizow w mitochondrialnym DNA udokumentowana w licznych nowotworach u ludzi a
tylko w pojedynczych doniesieniach u psow sklonita mnie do podjgcia tej tematyki. Ocena
defektu genomu mitochondrialnego w obrgbie petli D oraz genu cytochromu b w guzach

komorek tucznych u psow stanowit przedmiot moich kolejnych badan.

Praca 3.1.4. Smiech A. i wsp.: “Identification of additional mitochondrial DNA

mutations in canine mast cell tumours”. Acta Veterinaria Scandinavica 2016, 58:28.

Petla D jest regionem mMtDNA odpowiedzialnym za transkrypcje, replikacj¢ oraz cata
organizacje genomu mitochondrialnego. Jest uznawana za najbardziej wysoce polimorficzny
obszar mitochondrialnego DNA (9,10,22,65). Celem pracy bylo identyfikacja mutacji,
polimorfizméw oraz haplotypdéw w rejonie petli D w guzach komorek tucznych oraz okreslenie
zwigzku z procesem transformacji nowotworowej. Badaniem objeto 17 pséw ze stwierdzong
mastocytomg. W analizach porownawczych uwzglednione zostaty sekwencje MtDNA
wyizolowanego z tkanki chorobowo zmienionej, tkanki zdrowej (skéra bez zmian
nowotworowych) oraz krwi, jako tkanki kontrolnej, ktory zostal podany ocenie jako$ciowo —
ilosciowej. Materiat genetyczny postuzyt do amplifikacji wybranych fragmentéw mtDNA
technikg PCR. Amplikony zostaly zsekwencjonowane. Otrzymane sekwencje nukleotydowe
badanych fragmentow mtDNA poddano analizie z wykorzystaniem programow
bioinformatycznych. Ocena histopatologiczna zostata dokonana w oparciu o klasyfikacje WHO
z uwzglednieniem trojstopniowej skali ztosliwosci wg. Patnaika (52) oraz dwustopniowej skali

Kiupela (35). Uzyskane wyniki wykazaty wystepowanie mutacji somatycznych w siedmiu
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pozycjach petli D u 47 % badanych pséw. Wigkszo$¢ zmian byta homoplazmatyczna. Tylko u
2 osobnikow zaobserwowano wystepowanie heteroplazmii. U jednego osobnika odnotowano
wystapienie heteroplazmii we krwi i guzie w pozycji m.C15815C/T u drugiego — tylko w guzie
w pozycji m.C15912T/C oraz m.C16025T/C. Mutacje w pozycjach m.16003 i m.15912
mtDNA wystepowaly z najwigksza czestoscig (odpowiednio u okoto 35% 1 24% psow).
Zaobserwowano wystepowania mutacji W loci: m.15912 i m.16003 mtDNA u psoéw
sze$cioletnich 1 starszych w poréwnaniu z psami najmlodszymi. Najczes$ciej wystepujacym
haplotypem w kazdej z badanych tkanek byt haplotyp A18 i stanowit 41.7% w tkance zdrowe;j
1 krwi. W tkance nowotworowe] wystepowat w przypadku 41.2% guzéw. W przypadku
wszystkich psow, u ktorych wystgpity mutacje, nastgpita zmiana haplotypu MtDNA.
Wystepowanie polimorfizméw w stosunku do sekwencji referencyjnej psa odnotowano w
siedmiu pozycjach sekwencji petli D u 94% psow z MCT (m.T15800C, m.C15814T,
m.T15815C, m.C15912T, m.C15955T, m.A16003G, m.T16025C). Polimorfizm w pozycji
m.C15955T petli D wystapit u 35% osobnikow. Nie stwierdzono zwigzku miedzy
wystgpieniem mutacji a picig i stopniem zlosliwosci nowotworéw. Wykonane 0znaczenia
wykazaly wysoka frekwencje wystgpienia mutacji i polimorfizméw w rejonie petli D w guzach
komorek tucznych, co moze wskazywac na niestabilno$¢ genetyczng mtDNa w tym rejonie 1
zwigzek z procesem nowotoworzenia. Przeprowadzone analizy nalezg do badan pionierskich,
dlatego tez wyjasnienie doktadnej roli i znaczenia funkcjonalnego mutacji i polimorfizméw w

rejonie petli D nowotworach komoérek tucznych wymaga kolejnych obserwacji.

Celem badan, ktorych wyniki zostaly przedstawione w pracy 4.1.5. (Smiech A. i wsp.:
“Heteroplasmic mutations and polymorphism in the CYB gene of mitochondrial DNA in canine
mast cel tumours* byta identyfikacja mutacji i polimorfizméw w genie cytochromu b w guzach
komorek tucznych oraz okre$lenie zwigzku z procesem transformacji nowotworowe;.
Cytochrom b jest jednym z biatek tfancucha oddechowego podjednostka kompleksu I11 (80).
Mutacje 1 polimorfizmy w genach kodujacych biatka podjednostki tancucha oddechowego
wplywaja na zmiang metabolizmu komorki 1 w konsekwencji moga powodowac transformacje
nowotworowg (9,10,22,65). Badaniem objeto 34 psy roznych ras i psy nierasowe, u ktorych
zdiagnozowano mastocytome. W analizach porownawczych uwzglednione zostaty sekwencje
mtDNA wyizolowanego z tkanki nowotworowej oraz krwi. Ocena histopatologiczna zostata
dokonana w oparciu o klasyfikacje WHO z uwzglednieniem trojstopniowej skali ztosliwosci
wg. Patnaika oraz dwustopniowej skali Kiupela (25,35,52). Odnotowano wystepowanie mutacji

w dwunastu pozycjach nukleotydowych we krwi i/lub tkance guza badanych osobnikow.
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Heteroplazmiczne mutacje odnotowano w siedmiu z dwunastu pozycji nukleotydowych
(m.14527T/C, m.14634C/T, m.14674C/T, m.14780C/T, m.14972A/C, m.15010C/T,
m.15032A/C) u 86% osobnikow. Zaobserwowano odwrotng zalezno$¢ liczby mutacji ze
stopniem zlos§liwosci guza wg skali Kiupela, wiecej mutacji wystgpito w guzach o niskim
stopniu. Wystepowanie polimorfizméw we krwi pséw z mastocytoma W stosunku do sekwencji
referencyjnej psa, odnotowano w 14 pozycjach CYB genu u 91% badanych pséw. Z najwicksza
czestoscig pojawily si¢ polimorfizmy w dwoch pozycjach m. C14634C/T oraz m.C14674C/T.
Zaobserwowano polimorfizmy specyficzne dla pici. Polimorfizmy w pozycjach m.14474 oraz
w pozycji m.15010 wystapity tylko u samic, z kolei polimorfizm m.14972 pojawit si¢ wylacznie
u ps6w. Ponadto polimorfizmy w pozycjim.15010C/T m.15032A pojawity si¢ tylko w guzach
o niskim stopniu zlosliwosci. Wystepowanie heteroplazmii odnotowano w przypadku 91%
psOw w jednej do czterech pozycji nukleotydowych w sekwencji genu cytochromu b. Wysoka
frekwencja mutacji, polimorfizmow i heteroplazmii w opisanym fragmencie mtDNA wskazuje
na jego znaczacg role w procesie nowotworzenia. Najbardziej zakasujaca jest wysoka
czestotliwo$¢  heteroplazmii, do tej pory nie odnotowana w piSmiennictwie.
Heteroplazmatyczne mutacje i polimorfizmy wystapity u wiekszo$ci badanych psow. By¢ moze
ma to zwigzek z poczatkiem procesu nowotworowego. Przemawia za tym rowniez fakt, ze
wiecej mutacji wystgpito w guzach o niskim stopniu zlosliwosci. Wzajemne proporcje miedzy
zmutowanym, a dzikim mtDNA mogg ulega¢ réznym nasileniom podczas podziatdow
prowadzac do zmian fenotypu komorkowego. Ekspresja fenotypowa ma znaczenie kliniczne 1
wplywa na wystgpienie objawdéw chorobowych (8). Czy réznorodny obraz kliniczny guzéw z
komorek tucznych ma zwigzek z heteroplazmia nie mozna jednoznacznie odpowiedziec.
Konieczne jest przeprowadzenie dalszych badan z uwzglednieniem przebiegu klinicznego
guza. Oprocz zjawiska heteroplazmii uzyskano bardzo interesujace wyniki dotyczace
sekwencji genu cytochromu b. Wystepowanie wigkszej liczy mutacji w guzach o niskim
stopniu zlosliwosci, polimorfizméw zwigzanych z plcig czy niskim stopniem zlosliwosci.

Znaczenie ich nie jest do tej pory wyjasnione i stanowi inspiracj¢ do kolejnych obserwacji.
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Whioski z przeprowadzonych badan

1. Wystgpowanie guzow z komorek tucznych o stopniu zréznicowania wg trojstopniowej
skali Patnaika jest $cisle zwigzane z rasa, wiekiem oraz lokalizacja.

2. Ryzyko rozwoju guzéw z komoérek tucznych w oparciu o skalg dwustopniowa Kiupela
zalezy od rasy, wieku, lokalizacji oraz pici i wielkosci.

3. Zwickszone ryzyko wystgpienia mastocytomy o niskim stopniu zlosliwosci
zaobserwowano u labradoréw i golden retrieveréw, a takze bokserow i ras nim spokrewnionych
tj.. mopsow, buldogow francuskich, american staffordshire terrierow.

4. Shar-pei to rasa obarczona najwigkszym ryzykiem wystgpienia guzow 0 wysokim
stopniu ztosliwosci. Do tej grupy nalezg takze wyzly weimarskie oraz american staffordshire
terriery. Wystgpowanie zar6wno guzow o niskim i wysokim stopniu zlosliwosci U
american staffordshire terrierow moze mie¢ zwigzek z pochodzeniem filogentyczym.

5. Okolice pachy, pachwiny sg bardziej narazone na wystgpienie mastocytomy o wyzszym
stopniu ztosliwosci. Z kolei tulow jest miejscem gdzie lokalizujg guzy o bardziej tagodnym
przebiegu.

6. Ryzyko pojawienia si¢ mastocytomy o wysokim stopniu zto§liwosci w poréwnaniu do
pséw najmlodszych wzrasta wraz z wiekiem osiggajac maksimum u osobnikéw najstarszych w
wieku 11-16 lat. W przypadku guzow o niskim stopniu wigksze ryzyko zachorowan wystgpuje
u mtodszych pséw w wieku 4-6 lat.

7. U suk w porownaniu z sSamcami istnicje wigksze ryzyko rozwoju mastocytomy o niskim
stopniu ztosliwosci wg skali Kiupela.

8. Psy $rednich ras sg bardziej narazone na wystgpienie zarowno guzow o niskim jak i
wysokim stopniu zlosliwosci w poréwnaniu do matych ras.

9. Wyodrebniono 6 ras predysponowanych do rozwoju guzéw z komorek tucznych
zamieszkujacych obszar Polski tj. shar —pei, bokser, american staffordshire terrier, labrador
retriever, buldog francuski oraz golden retriever. Przebieg kliniczny tego nowotworu w
wszystkich sze$ciu ras zwigzany jest ze stopniem zrdéznicowania. U niektorych z nich zalezy
réwniez od wieku i lokalizacji.

10.  Wysoka zmienno$¢ genetyczna sekwencji genu cytochromu b i petli D w guzach
komorek tucznych wskazuje na niestabilno$¢ genetyczng mitochondrialnego DNA w tych

rejonach i zwigzek z procesem nowotworzenia.
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11.  Odnotowane po raz pierwszy homoplazmiczne i heteroplazmiczne mutacje i
polimorfizmy w sekwencji genu cytochromu b sa zwigzane z wystgpowaniem nowotworow
komorek tucznych psow.

12.  Stwierdzone mutacje i polimorfizmy wystepujace z duza czgstoscig w badanych
fragmentach mitochondrialnego DNA w przyszio$ci moga by¢ czynnikami prognostycznymi

tego typu nowotworow u psow.

4. Charakter aplikacyjny przeprowadzonych badan/wykorzystanie wynikow

prac

Wykonane analizy epidemiologiczne pozwolily dokfadniej pozna¢ biologiczny
charakter guzow z komorek tucznych u psow. Uzyskano nowe informacje o zlozonej naturze
tego nowotworu, ktore nie byty publikowane w pi$miennictwie. Dzigki tym badaniom mozemy
oszacowa¢ wystepowanie mastocytomy o ré6znym stopniu zrdznicowania histologicznego w
zaleznosci od rasy, wieku czy lokalizacji co ma rowniez istotne znaczenie dla lekarzy
klinicystow. W przysziosci uzyskane dane moga stanowi¢ podstawe do wykonywania badan
przesiewowych w kierunku wykrywania tego nowotworu. Badania molekularne pokazaty nowe
spojrzenie na etiologi¢ tego guza, ktora to chwili obecnej skupiata si¢ wokot genomu
jadrowego. Sg to jedyne badania dotyczace genomiki mitochondrialnej w guzach komorek
tucznych u psOw opisane w pismiennictwie $wiatowym. Analiza podloza molekularnego
szczegdlnie z udziatem mitochondrialnego DNA moze przyczyni¢ si¢ do petnego zrozumienia
mechanizméw onkogenezy 1 W konsekwencji opracowania skutecznych metod
diagnostycznych i terapeutycznych. Polimorfzmy i mutacje wystepujace z duza czesto$cia
moga zosta¢ wykorzystane w przysziosci jako czynniki prognostyczne stuzace do

przewidywania choroby nowotworowej u psow.
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5. Oméwienie pozostalych osiggnie¢ naukowo-badawczych

Od poczatku pracy uczestniczytam aktywnie w dzialalnosci dydaktyczno-klinicznej, co po
pewnym czasie umozliwito mi sprecyzowanie swojego profilu naukowo-badawczego. Stale
wzrastajgca liczba diagnozowanych nowotworéw sprawila, ze onkologia weterynaryjna
stanowi obecnie gldwny przedmiot moich zainteresowan. Badania moje skupiaja si¢ wokot
diagnostyki patomorfologicznej oraz oceny wskaznikoéw prognostycznych w nowotworach
u zwierzat. Z kolei drugi temat z tego zakresu obejmuje genomik¢ mitochondrialng i jadrowsa
w nowotworach u psow. Inne moje prace badawcze zwigzane sa z diagnostyka
anatomopatologiczng chordb zakaznych i chorob skory u zwierzat oraz patologiag uktadu
rozrodczego. Wykorzystanie kapsaicyny w alternatywnej terapii przeciwnowotworowej
W weterynarii oraz prace doswiadczalne o réznorodnym profilu to nast¢pne zagadnienia ktore

odnoszg si¢ mojej dziatalnosci naukowe;.

5.1. Dorobek naukowy przed uzyskaniem stopnia doktora nauk weterynaryjnych

Badanie histopatologiczne nowotwordw stanowi podstawowy element postepowania
diagnostycznego. Postgp jaki dokonano w ostatnich latach dzigki wprowadzeniu metod
immunohistochemicznych umozliwia nie tylko doktadne rozpoznanie danego guza, ale rowniez
zastosowanie odpowiedniej strategii terapeutycznej. W celu poglebienia wiedzy dotyczacych
metod immunohistochemicznych, ktore w  medycynie czlowieka w latach
90-tych byly juz powszechnie stosowane nawigzalam wspolprace z Uniwersytetem
Medycznym w Lublinie, gdzie odbytam staz w Katedrze Patomorfologii Klinicznej z zakresu
technik immunohistochemicznych. Wiedze jaka zdobytam na stazu oraz szkoleniach z zakresu

immunohistochemii wykorzystatam w swojej pracy badawczej. Roznice w pogladach autorow
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odnos$nie histogenezy guzéw gruczolu sutkowego u suk sklonily mnie do podjecia badan,
ktorych celem bylo immunohistochemiczna ocena reaktywnosci tych guzow ze szczegdlnym
uwzglednieniem komoérek miopeitelialnych. Pierwsze pilotazowe wyniki swoich badan
przedstawitam w formie autoreferatu na konferencji naukowej w Olszynie w 1997 pt.:
Onkologia weterynaryjna postepy w diagnostyce i terapii oraz XI Kongresie PTN'W w Lublinie
w 2000 roku. Zakonczeniem powyzszego etapu badan bylo uzyskanie w 2001 na Wydziale
Medycyny Weterynaryjnej AR (obecnie UP) tytulu doktora nauk weterynaryjnych na
podstawie dysertacji doktorskiej pt. ,Zastosowanie metod immunohistochemicznych w
diagnostyce roznicowej i histogenezie nowotworow gruczotu mlekowego u suk”, ktora zostata
opublikowana w Polish Journal of Veterinary Sciences w 2002 roku. W tym okresie
nawigzalam rowniez wspolprace z Katedra 1 Klinikg Rozrodu Zwierzat UP w Lublinie z ktorg

opublikowali§my wspolne prace dotyczace patologii uktadu rozrodczego u suk.

Wyniki badan zostaty przedstawione w nastepujacych publikacjach:

1. Krakowski L, Lopuszynski W, Smiech A. Przypadek zasniadu groniastego u suki.
Medycyna Weterynaryjna 1996, 52, 125 — 126.

2. Wawron W, Piech T, Wierzchowski P, Smiech A. Przypadek migéniaka
gladkokomérkowego trzonu szyjki macicznej u suki. Magazyn Weterynaryjny1998,
7, 326 — 328.

3. Kusy R, Smiech A, Wrona Z. Wspoélistnienie btoniaka ziarnistego jajnika i ropomacicza
u suki. Zycie Weterynaryjne1999,74, 437 — 439.
4, Smiech A, Lopuszynski W, Nozdryn—Plotnicki Z. Studies on histogenesis of mixed

tumours of the mammary gland in bitches. Polish Journal of Veterinary Sciences 2002, 5, 217-
222.

Wyniki badan z tego okresu byly prezentowane rowniez na konferencjach w formie referatow

1 posterow:

1. Gladysz — Gacek K, Taszkun I, Smiech A. Chtoniak zto$liwy u psa — opis przypadku.
Materiaty X Kongresu PTNW Wroctaw, 156, 1996.

2. Smiech A, Nozdryn — Plotnicki Z, Lopuszynski W. Diagnostyka guzéw gruczohu
mlekowego u suk z zastosowaniem metod immunohistochemicznych. Materiaty 1 Konferencji

Naukowej pt.: Onkologia weterynaryjna postepy w diagnostyce i terapii. Olsztyn, 94-99, 1997.
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3. Smiech A. ldentyfikacja komérek mioepitelialnych w guzach mieszanych gruczotu
mlekowego u suk w oparciu 0 zastosowanie techniki immunohistochemicznej. Materiaty XI
Kongresu PTNW Lublin. Annales UMCS, 200, 2000.

4. Nozdryn — Plotnicki Z, Lopuszyfiski W, Smiech A. Nowotwory zwierzat domowych w
materiale badan Katedry Anatomii Patologicznej AR w Lublinie w latach 1960 — 1999.
Materiaty XI Kongresu PTNW Lublin. Annales UMCS, 170, 2000.

5.2. Dorobek naukowy po uzyskaniu tytulu doktora nauk weterynaryjnych

5.2.1. Diagnostyka patomorfologiczna i ocena wskaznikéw prognostycznych nowotworow

u zwierzat

W kolejnych latach nadal kontynuowatam badania oparte na wykorzystaniu technik
immunohistochemicznych w rozpoznawaniu nowotworo6w u psoOw. Swoja wiedze
ugruntowatam podczas pobytu na miesiecznym stazu w Instytucie Patologii Weterynaryjnej na
Uniwersytecie w Giessen (Niemcy). Techniki immunohistochemiczne wykorzystalam w
diagnostyce roznych nowotworow u psow miedzy innymi guzow zotadka, mig$niakomigsaka
pecherza moczowego, chioniaka jelita biodrowego oraz guzow histiocytarnych. Dzieki
przeprowadzonym analizom, doktadnie zr6znicowano rozrosty nowotworowe oraz postawiono
jednoznaczne rozpoznanie z uwzglednieniem histogenezy. Czynniki prognostyczne w
nowotworach gruczolu sutkowego suk, okreslajagce rokowanie i przebieg choroby
nowotworowej naleza do kolejnego kregu moich zainteresowan naukowych. Czes$¢ prac zostata
wykonana w ramach projektu badawczego finansowanego ze srodkéw MNiSW nr N308 004
31/0655 pt. ,,Ocena ztosliwos$ci i biologicznej agresywnosci nowotwordw gruczotu sutkowego
u suk”, ktorego bylam wykonawca. Wykorzystujac mozliwosci jakie daja techniki
immunohistochemiczne i histochemiczne dokonano oceny ekspresji proliferacyjnego antygenu
jadrowego (PCNA) oraz parametrow regionéw organizatorow jaderkowych (AgNORS) w
nowotworach gruczotu sutkowego u suk. Badania udokumentowaty, ze §rednia warto$¢ indeksu
PCNA byla wyzsza w grupie nowotworoOw zto$liwych w pordwnaniu ze zmianami
dysplastycznymi 1 niezlosliwymi, natomiast wartosci parametréw AgNORs byly nizsze w
guzach niezto§liwych w stosunku do nowotworow ztosliwych. Z kolei w innej pracy za pomoca
badan immunohistochemicznych udokumentowano obnizenie ekspresji E-kadheryny w
zto§liwych guzach sutka w poréwnaniu do tkanki prawidlowej i nowotwordéw tagodnych.

Oznaczanie wartosci indeksu PCNA, wartosci parametrow AgNORS oraz E-kadheryny w
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nowotworach gruczolu sutkowego moga by¢ przydatne w prognozowaniu przebiegu
nowotworu oraz stanowig cenne uzupetnienie badania histopatologicznego. Kolejng prace
wykonano z Katedrg i Klinikg Rozrodu Zwierzat UP w Lublinie. Na podstawie dwuletniego
okresu obserwacji po zabiegu operacyjnym mastektomii ustalono ze warto$ciowymi
czynnikami prognostycznymi jest srednica guza oraz typ histologiczny. Wczesne wykrycie i
usuniecie guza, kiedy jego rozmiary nie przekraczaja 3 cm istotnie zmniejsza ryzyko dalszego
rozwoju choroby. Z kolei w kooperacji z Katedra Anatomii i Patologii Porownawczej
Uniwersytetu w Cordobie (Hiszpania) dokonano analizy porownawczej ekspresji kalponiny i
biatka p63 jako markera komodrek mioepitelialnych guzow gruczotu sutkowego u suk.
Uzyskane wyniki badan potwierdzity, ze p63 jest bardziej swoistym markerem tych komorek
w poréwnaniu z kalponing. Odkrycia te sugeruja, ze analiza immunohistochemiczna
przeprowadzona za pomocg p63 moze by¢ cennym dopehieniem rutynowych badan
histologicznych nowotworoéw sutka z komponentg mioepitelialng. Kontynuujaca zainteresowan
nad czynnikami prognostycznymi jest kolejna publikacja dotyczaca angiogenezy w
nowotworach jamy ustnej u pséw. Wsrdd badanych guzdéw najwigksze nasilenie procesu
angiogenezy zaobserwowano w raku ptaskonabtonkowym, co moze wigzaé si¢ z szybkim
ryzkiem rozwoju ognisk przerzutowych. W dwoéch innych pracach udokumentowano po raz
pierwszy przypadek mie$niakomiesaka jelit u jaszczurki agamy brodatej oraz opisano
zastosowanie rynoskopii jak cennej metody diagnostycznej w rozpoznawaniu nowotworow
jamy nosowej u psow. W Kkolejnej pracy opartej na wspolpracy miedzywydzialowej
uniwersyteckich  jednostek  weterynaryjnych o profilu  anatomo—patologicznym
przeprowadzono epidemiologiczng oraz histologiczng analize¢ nowotworéw gruczolow
potowych-apokrynowych u psow =z terenu Polski. Badania wykazaly najwigksza
zachorowalno$¢ u psOw rasy mieszanej oraz owczarkoéw niemieckich, w wieku miedzy 8. a 14.
rokiem Zzycia, a miejscem najczgstszej lokalizacji byla klatka piersiowa oraz konczyny

przednie.

Wyniki powyzszych badan zostaty opublikowane w nast¢pujacych publikacjach:

1. Lopuszynski W, Szczubiat M, Nozdryn-Plotnicki Z, Smiech A. Ocena aktywnosci
proliferacyjnej nowotworéw gruczolu mlekowego u suk na podstawie ekspresji
proliferacyjnego antygenu jadrowego (PCNA) Medycyna Weterynaryjna 2002, 58, 275-280.
2. Lopuszynski W, Szczubiat M, Smiech A. Ocena parametroéw regionéw organizatorow
jaderkowych (NORs) w nowotworach gruczotu mlekowego u suk. Medycyna Weterynaryjna
2003, 59, 416-420.
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3. Szczubiat M, Dabrowski R, Smiech A, Lopuszynski W, Wawron W, Kusy R,
Iwanicki R. Przydatno$¢ wybranych czynnikdéw klinicznych w prognozowaniu przebiegu
nowotworow ztosliwych gruczotu sutkowego u suk. Medycyna Weterynaryjna 2004, 60, 160-
164.

4. Balicki I, Smiech A, Komsta R, Brodzki A, Lopuszynski W. Nowotwory zotadka
psoOww $wietle badan klinicznych, histologicznych i immunohistochemicznych. Medycyna
Weterynaryjna 2004, 60, 602-606.

5. Sobczynska —Rak A, Polkowska I, Smiech A, Silmanowicz P. Przypadek chtoniaka
zlosliwego jelita biodrowego u psa. Medycyna Weterynaryjna 2008, 64, 889-892.

6. Sobczynska—Rak A, Polkowska I, Smiech A, Sobolewska E. Angiogenesis in malignat
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5.2.2. Genomika jadrowa i mitochondrialna w nowotworach u psow

U podstaw kancerogenezy leza nieprawidlowosci w strukturze i ekspresji materiatu
genetycznego, dlatego tez wyjasnienie podloza molekularnego rozwoju nowotwordw moze
przyczyni¢ si¢ do pelnego zrozumienia mechanizmoéw, ktore sterujg procesem transformacji
nowotworowej i skutkujg rozwojem guza. Najnowsze doniesienia naukowe potwierdzaja
powigzanie mutacji stwierdzanych w genomie jadrowym jak réwniez mitochondrialnym z
procesem onkogenezy. Z zwiazku z tym wspolnie z prof. dr hab. Brygida Slaska kierownikiem
Pracowni Genetyki Og6lnej i Molekularnej UP w Lublinie podjetam nowatorskie badania
molekularne majce na celu identyfikacj¢ zaburzen w genomie mitochondrialnym i jagdrowym
w réznych nowotworach u psoéw. W pierwszej wspolnej pracy dokladnie przesledzono oraz
poréwnano mutacje wystepujace w jadrowym i mitochondrialnym DNA u nowotworach u ludzi
1 pséw. Stwierdzono, ze z medycznego punktu widzenia choroby genetyczne u ludzi i pséw sa
podobne co umozliwia testowanie nowych podej$¢ terapeutycznych, szczegolnie w przypadku
mutacji dotyczacych gendow ortologicznych. Pragng nadmienié, ze praca ta zostala przez Zarzad
Glowny Polskiego Towarzystwa Nauk Weterynaryjnych uznana za wybitng monografi¢ z
zakresu nauk weterynaryjnych ogloszong w czasopismie Medycyna Weterynaryjna w roku
2013. Pojedyncze reporty dotyczace genomiki mitochondrialnej u pséw stanowity inspiracje
do podjecia badan z zakresu tej tematyki. Dwie publikacje obejmowaly tematyke poswiecong
petli D. Jest to jedyny niekodujacy region mitochondrialnego DNA, w ktorym zachodzi
inicjacja transkrypcji i replikacji. Celem pierwszych badan byta identyfikacja roznic w
sekwencji nukleotydowej w guzie, tkance prawidlowej oraz krwi i okreslenie zwigzku z
r6znymi typami nowotworow wystepujagcymi u psow. Odnotowano mutacje typu substytucja w
sekwencji petli D w 62,5% analizowanych nowotwordéw pochodzenia nablonkowego oraz w
25% guzach mezenchymalnych. Heteroplazmie we krwi oraz tkance guza zaobserwowano w
przypadku raka ptaskonablonkowego oraz raka typu ,,comedo”. Jednocze$nie stwierdzono, ze
transwersje w pozycji A15586GI G15627A w nowotworach nablonkowych oraz A15643Gl
A15639G w guzach mezenchymalnych moga stanowi¢ polimorfizmy przyczyniajace si¢ do
rozwoju guza. Drugie badania dotyczyly nowotworow u psow wystgpujace w roznych
lokalizacjach. Najwigcej mutacji w rejonie petli D mtDNA odnotowano w nowotworach z ok.
glowy i szyi (28,57%), natomiast najwigcej polimorfizméw w guzach z ok. konczyn (58,33%).
Heteroplazmi¢ zaobserwowano w przypadku raka gruczoldw potowych zlokalizowanego na
konczynach. Powyzsze analizy molekularne potwierdzity, wysoka zmienno$¢ genetyczna w

obszarze petli D w komoérkach nowotworowych, co wskazuje na niestabilno$¢ genetyczna
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mitochondrialnego DNA w tym rejonie i zwigzek z procesem nowotworzenia. Celem kolejnych
badan byla identyfikacja polimorfizméw 1 mutacji mitochondrialnego genu ND4 oraz
okreslenie zwigzkow pomigdzy wystepowaniem zmian molekularnych w mtDNA oraz cech
fenotypowych owczarkéw niemieckich ze zdiagnozowanymi nowotworami. Gen ND4 (NADH
dehydrogenase subunit 4) koduje podjednostke 4 kompleksu dehydrogenazy NADH (ang.
Nicotinamide Adenine Dinucleotide Hydrogen) wchodzacej w skfad tancucha oddechowego.
Analizg objeto 25 psow rasy owczarek niemiecki. Mutacje i polimorfizmy ND4 odnotowano w
jedenastu pozycjach nukleotydowych u potowy badanych owczarkéw niemieckich. W jednym
przypadku u psa ze stwierdzonym kostniakomigsakiem wykryto heteroplazmi¢ we krwi.
Odnotowano wyzsze prawdopodobienstwo wystgpienia mutacji w guzach narzadow
wewnetrznych 1 plciowych niz guzach sutka. Przeprowadzone analizy wykazaly, ze
identyfikowane mutacje i polimorfizmy moga by¢ wynikiem adaptacji komérki do zmian

zachodzacych w srodowisku podczas kancerogenezy.
Wyniki powyzszych badan zostaty opublikowane w nastepujacych publikacjach:

1. Slaska B, Grzybowska-Szatkowska L, Surdyka M, Bugno-Poniewierska M, Smiech A.
Nuclear and mitochondrialna mutation in human and canine tumours. Medycyna
Weterynaryjna 2013, 69, 195-202.

2. Slaska B, Grzybowska-Szatkowska L, Surdyka M, Nisztuk S, Rézanska D, Rozanski
P, Smiech A, Orzelski M. Mitochondrial D-loop mutations and polymorphisms are connected
with canine malignant cancers. Mitochondrial DNA,2014,18, 238-243

3. Slaska B, Surdyka M, Brodzki A, Nisztuk S, Gurgul A, Bugno-Poniewierska M,
Smiech A Rézanska D, Orzelski M. Mitochondrial D-loopmutationcan be deteced in sporadic
malignat tumours in dog. Bulletin of the Veterinary Institute in Pulavy 2014, 58, 631-637.

4, Slaska B, Grzybowska-Szadkowska L, Bugno-Poniewierska M, Gurgul A, Smiech A,
Rozanska D, Dudka J. Relevance of molecular changes in the ND4 gene in German Shepherd

dog tumours. Polish Journal of Veterinary Sciences2016, 19, 461-469.
5.2.3. Diagnostyka patomorfologiczna choréb zakaznych zwierzat i chorob skory

Choroby skory podobnie jak nowotwory stanowig wazny kierunek moich zainteresowan
naukowych. Aby udoskonali¢ swoja widz¢ z dermatopatologii odbylam tygodniowy staz w
Wyzszej Szkole Weterynaryjnej W Lyonie, gdzie zapoznatam si¢ ze diagnostyka histologiczna
choréb skory. Od poczatku swojej dzialalno$ci intensywnie wspdlpracuje z Zakladem

Diagnostyki i Dermatologii Weterynaryjnej UP w Lublinie. Efektem naszej wspdlnej pracy jest
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6 monografii dotyczacych choréb skéry psow i kotéw. Ponadto jestem wspotautorem 40 prac
w czasopismach z listy B (wykaz w zalaczniku nr 4). Najbardziej interesujace prace z tej
tematyki dotycza syndromu Ehlers-Danlosa u kotow, rozsianych cyst mieszka wlosowego u
american staffordshire terriera oraz wapnicy miejscowej u pséw. Syndrom Ehlers-Danlosa jest
rzadko wystgpujaca chorobg genetyczna, zwigzang z zaburzeniami w syntezie kolagenu. Na
podstawie przeprowadzonych analiz stwierdzono ze pomocnym narzgdziem w postawieniu
petnego rozpoznania oprdcz badan klinicznych jest obliczanie wskaznika rozciggalnosci skory,
badanie histologiczne oraz mikroskopia eletronowa. Kolejna praca poswiecona rzadkiej
chorobie skory o podlozu genetycznym dotyczyta mieszkow wlosowych. Rozsiane torbiele
mieszkow wlosowych zdiagnozowano u 7 letniego american staffordshire terriera.
Wprowadzona metoda terapeutyczna w postaci niskich dawek isotretinoiny przyczynita si¢ do
zmniejszenia nasilenia objawow klinicznych az do catkowitego zatrzymania choroby. Temat
nastepnych badan dotyczyt miejscowej wapnicy u psow. Opisano 16 przypadkow wapnicy
skory 1 2 z okolicy jezyka. Najwigcej zmian zdiagnozowano u owczarkdw niemieckich.
Wystepowaly gldownie w wieku 2-5 lat, a lokalizacja dotyczyta przede wszystkim konczyn. W
kolejnych pracach udokumentowano rzadko wyst¢pujace choroby zakazne wystepujace u
réznych gatunkow zwierzat. Przedstawiono sporadycznie wystepujacy W Polsce przypadek
dermatofilozy wywotywanej przez Dermatophilus congolensis. Choroba ta pojawia si¢ gtownie
w cieptym klimacie, a za jej rozprzestrzenianie odpowiedzialne sg stawonogi. Opisane w pracy
przypadki dotycza 8 sztuk bydta mlecznego z rejonu Lubelszczyzny. W przeprowadzonych
badaniach opisano procedury diagnostyczne oraz postgpowanie lecznicze, ktore nie wptywaja
na zaburzenia produkcji mlecznej. W terapii miejscowej pozytywne rezultaty uzyskano po
zastosowaniu preparatow jodowych. Celem nastepnego badania bylo wyizolowanie,
zidentyfikowanie i scharakteryzowanie beztlenowych bakterii z ogniska naturalnego zakazenia
u lisow srebrzystych, charakteryzujacego si¢ objawami sepsy i enteropatii krwotocznej. U
wszystkich martwych lisow stwierdzono zmiany w jelicie cienkim w postaci martwicowego
zapalenia oraz zwyrodnienie narzadow migzszowych. Przeprowadzone analizy potwierdzity,
ze bakterie wyizolowane z narzadow nalezaty do gatunkow typu C i typu A Clostridium
perfringens wytwarzajacych toksyny alfa i beta. W innej pracy po raz pierwszy
udokumentowano zapalenie wsierdzia u kurczat brojlerow wywolane koagulazododatnim
gronkowcem  Staphylococcus simulans. Widoczne w badaniu histopatologicznym
konglomeraty bakterii przylegajace do ptata zastawki mitralnej zostaly doktadnie

zdiagnozowane za pomocg analiz molekularnych oraz badan bakteriologicznych.
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Wyniki powyzszych badan zostaly opublikowane w nastepujacych publikacjach:

1. Szczepanik M, Golynaski M, Wilkotek P, Popiel J, Smiech A, Pomorska D, Nowakowski H.:
Ehlers-Danlos Syndrome (Cutaneus Astenia) —Report of three cases in cats. Bulletin of the
Veterinary Institute in Pulavy 2006, 50, 609-612.

2. Szczepanik M, Wilkotek P, Adamek £, Smiech A, Taszkun I, Kalisz G. Successful control
of disseminated follicular cysts in a dog with low dose isotretinoin. Canadian Veterinary Journal
2018, 59, 1213-1215.

3. Stec A, Szczepanik M, Gotynski M, Kurek 1., Mochol J, Smiech. Dermatofiloza w hodowli
bydta mlecznego na terenie Lubelszczyzny. Medycyna Weterynaryjna 2005,61, 290-292.

4. Lojszczyk —Szczepaniak A, Orzelski M Smiech A. Canine calcinosis circumscripta.
Medycyna Weterynaryjna 2008, 64, 1377-1400.

5.Jarosz L, Gradzki Z, Smiech A, Kalinowski M. Haemorhagic enterotoxemia by Clostridium
perfringens type C and typ A in silver foxes. Polish Journal of Veterinary Sciences 2014, 17,
185-186.

6. Stepien-Pyéniak D, Wilczynski J, Marek A, Smiech A, Kosikowska U, Hauschild
T.Staphylococcus simulans associated with endocarditis in broiler chickens. Avian Patholology
2017, 46, 44-51.

5.2.4. Patologia ukladu rozrodczego zwierzat

Wzrost zainteresowania hodowla koni sprawia, ze szczegdlnie znaczenia nabieraja
problemy zwigzane z reprodukcja. Majac ten temat na uwadze wykonano badania, ktorych
celem bylo ustalenie przyczyn uniemozliwiajacych uzyskanie potomstwa od klaczy w sezonie
hodowlanym. Przeprowadzone analizy wykazaty, ze czestotliwo$¢ wystgpowania wczesnego
zamierania zarodkéw oraz ronien u klaczy jest dodatnio skorelowana z nasileniem zmian
patologicznych wykrytych badaniem cytologicznym, bakteriologicznym i histologicznym
macicy. Kolejne prace z tej dziedziny koncentrowaty si¢ w obrebie uktadu rozrodczego suk. W
jednej z nich dokonano oceny klinicznej i histologicznej nowotworéw jajnika oraz wykazano,
ze pomimo niskiej zachorowalno$ci nowotwory te stanowia ciekawa grupe ze wzgledu na
réznorodno$¢ form histologicznych oraz przebieg kliniczny. Najczesciej diagnozowanym

typem nowotworu okazal si¢ bloniak ziarnisty (62,5%) w dalszej kolejnosci wystepowat
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gruczolakotorbielak (18,7%), gruczolak brodawkowaty (12,5%) oraz potworniak (6,25%).
Badania potwierdzily, ze wczesne rozpoznanie guza umozliwia skuteczng interwencje
chirurgiczna, ktora w 80% skutkuje pomys$lnym rokowaniem. Kolejne badania dotyczyty oceny
przydatnosci pomiaru biatka c-reaktywnego jako wskaznika nat¢zenia procesu zapalnego w
przypadku torbielowatosci jajnikow u suk. Przeprowadzone analizy wykazaty, ze oznaczanie
poziomu biatka CRP jest wiarygodnym elementem laboratoryjnej diagnostyki Klinicznej
umozliwiajacym okre$lenia natezenia procesu zapalnego. Ostatnia praca z tej grupy dotyczyla
osobnika meskiego posiadajacego niedorozwiniete pracie oraz szczatkowy napletek. Badania
cytogenetyczne i analizy molekularne wykazaty prawidtlowy zestaw chromosomow, typowy
dla plci meskiej — 78, XY obecnos¢ gendéw ZFY (w chromosomie Y) i ZFX w chromosomie X
oraz prawidlowg sekwencje genu SRY. Przedstawiony przypadek zaliczony zostat do grupy
zaburzen rozwoju pici (DSD) na poziomie zaburzen plci fenotypowej niezwigzany z

aberracjami chromosomow piciowych ani mutacjami genu SRY.
Wyniki powyzszych badan zostaty opublikowane w nastgpujacych publikacjach:

1. Kusy R, Bochniarz M, Smiech A, Wawron W. Proba okreslenia przyczyn zaburzen
ptodnosci u klaczy. Medycyna Weterynaryjna. 2001, 57 562-566.

2. Kusy R, Smiech A, Eopuszynski W, Szczubiat M, Dabrowski R, Krasucki J, Wawron
W. Kliniczna 1 histologiczna charakterystyka nowotworow jajnikéw u suk. Medycyna
Weterynaryjna 2005, 6, 775-780.

3. Wdowiak A, Dudziak A, Szczubiat M, Kusy R, Bochniarz, Smiech A, Tvarijonaviciute
A, Dabrowski R. Przydatno$§¢ pomiaru bialka C-reaktywnego w ocenie nat¢zenia procesu
zapalnego w przebiegu torbielowatosci jajnika u suki (Role of C-reactive protein determination
to assay the inflammatory process in the course of ovarian cysts in female dogs). Medycyna
Weterynaryjna 2018, 74, 731-735.

4, Rozanska D, Szczerbal |, Stachowiak M, Debiak P, Smiech A, RézanskiP, Orzelski M,
Zylinska B, Switoniski M, Slaska B. Penile hypoplasia and rudimentary prepuce in a dog (78,
XY; SRY-positive): a case report. VeterinarniMedicina2016, 61,279-287.

5.2.5. Wykorzystanie kapsaicyny w terapii przeciwnowotworowej u psow

W ostatnim czasie w medycynie ludzkiej wiele uwagi poswigca si¢ zastosowaniu

kapsaicny w leczeniu nowotworéw. Kapsaicyna (trans-8-metylo-N-wanilino-6-nonenamid)
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jest organicznym zwiazkiem z grupy alkaloidow, uzyskiwanym z roslin z rodziny Capsicum.
Stosunkowo duze jej ilosci znajduja si¢ w owocach ré6znych odmian papryk, a sam zwigzek
odpowiedzialny jest za pikantny smak tego warzywa. W ostatnim okresie wzrosto rowniez
zainteresowanie wykorzystaniem tej substancji w leczeniu alternatywnym - nowotworow U
zwierzat. Bedac cztonkiem zespolu badawczego zajmujacego si¢ kaspaicyng uczestniczytam w
badaniach dotyczacych wptywu podawania wyciggu habanero (Capsicum chinense Jacquin) na
przewdd pokarmowy i stan narzagdow migzszowych u szczurow. Uzyskane wyniki potwierdzity
wysoki stopien bezpieczenstwa badanej substancji niewykazujacej szkodliwego wplywu na
oceniane narzady tj. zoladek, jelita watrobe i nerki. Z Kolei wstepne obserwacje kliniczne
przeprowadzone na 50 psach z réznymi nowotworami potwierdzity, ze ekstrakt z papryki
habanero zawierajacej kapsaicyne wykazuje korzystne dzialanie na r6zne nowotwory u psow
zwlaszcza raki gruczohi sutkowego o niskim stopniu zlosliwosci G1 oraz jest dobrze
tolerowany przez zwierzeta. Badania in vitro na liniach nowotworowych, DAN (fibroblasty
izolowane z kostniakomigsaka) 1 D-17 (komorki nablonkowe) wykazaly wiekszo$¢ skutecznos¢
ekstraktu z papryczek na komorki nowotworowe niz czystej kapsaicyny. Istotnie statystycznie
silniejsze dziatanie przeciwnowotworowe obserwowano po wprowadzeniu do hodowli
ekstraktu w stezeniu 50 uM i wyzszym. W innej pracy potwierdzono korzystne dziatanie
ekstraktu z papryczek habanero na pierwotne nowotwory watroby zdiagnozowane u starszych
pséw. Stwierdzono, ze podawanie tego preparatu u pséw z pierwotnymi guzami watroby
istotnie wydluza czas zycia zwierzat w poréwnaniu do zwierzat grupy kontrolnej nie
otrzymujacych zadnego leczenia (178,6 dni vs 76,5 dni). ,Badania nad aktywnoscig
przeciwnowotworowg suszu z papryczek habanero, zawierajagcego kapsaicyng w warunkach in
vitro oraz in vivo u psoOw” stanowily przedmiot rozprawy doktorskiej lek. wet. Dagmary

Gadomskiej, w ktorej sprawowatam funkcje promotora pomocniczego.
Wyniki badan zostaly opublikowane w nastepujacych publikacjach:

1. Gotynski M, Balicki I, Lutnicki K, Smiech A, Adamek L, Szczepanik M, Wilkolek P,
Brodzki A, Adaszek L. Systemic and local effects of intragastric administration of the habanero
fruit (Capsicum chinense Jacquin c.v.) in rats. Journal of Physiology and Pharmacology 2015,

66, 259-265.

2. Adaszek L, Stabczynska O, Lyp P, Gadomska D, Zigtek J, Rozanska D, Orzelski,

Smiech A, Staniec M, Krasucka D, Winiarczyk S. Comparison of the in vitro anticancer effect
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of habanero pepper extract containing capsaicin with that of pure capsaicin in selected dog
neoplastic cell lines. Turkish Journal of Veterinary Animal 2018,42, 243-250.

3. Debiak P, Gadomska D, Smiech A, Zigtek J, Lyp P, Lojszczyk-Szczepaniak A,
Winiarczyk S. Adaszek L. Effectiveness of capsaicin containing dried habanero pepper extract
in the treatment of primary hepatic cancer in geriatric dogs. Medycyna Weterynaryjna 2018,

74, 765-771.

5.2.6. Badania do$wiadczalne z wykorzystaniem diagnostyki histo-anatomopatologicznej

Jedna z wykonanych prac doswiadczalnych przeprowadzona zostata na fermie norek, w
celu okreslenia wptywu dodatku plazmy w okresie przygotowania do rozrodu na zmiany
anatomo- 1 histopatologiczne oraz immunohistochemiczne narzadow wewngtrznych.
Badaniami objeto cztery grupy zwierzat wsrod ktorych jedna grupa stanowita kontrolg. Grupy
doswiadczalne otrzymywaly wraz z karmag dodatek 0,5%, 1,5%, 2,5% plazmy wolowo-
wieprzowej w dziennej dawce karmy. Badaniom histo-anatomopatologicznym oraz
immunohistochemicznym poddano wycinki watroby, nerek, wezla chtonnego, §ledziony, jelita
wszystkich grup. Zmiany morfologiczne o réznym stopniu nasilenia zaobserwowano w
narzadach wszystkich grup dos$wiadczalnych. Najbardziej zawansowane zmiany
histopatologiczne i immunohistochemiczne obserwowano w grupie pobierajacej 1,5% plazmy
co moze mie¢ zwigzek z reakcja immunologiczng organizmu. Celem kolejnego badania byta
ocena wplywu niedoczynnosci tarczycy indukowanej metizolem u szczuréw na parametry
clastograficzne i morfologiczne jader. Przeprowadzone analizy wykazaly, ze stosunek
elastycznos$ci napietej Sciany moszny badanej okolicy do tkanki jadra (ELX-T-RAT) oraz
wyrazona w procentach sztywno$¢ napietych tkanek w okreslonym obszarze jadra (ELX-T%
HRD) byty statystycznie nizsze u szczurow doswiadczalnych w porownaniu z grupa kontrola.
Z kolei stopien spermatogenezy, srednica kanalikow, masa ciata i1 jader przedstawialy wyzsze
statystycznie istotne wartosci w grupie doswiadczalnej. Przeprowadzone analizy wykazaty, ze
zmiany parametréw elastograficznych jader moga wynikaé z zaburzen wtérnych
spowodowanych niedoczynnoscig tarczycy. Przydatno$¢ elastografii jest godna uwagi
szczegblnie w przypadku oceny funkcji jader u pacjentow z niektorymi zaburzeniami
metabolicznymi. W kolejnej pracy podjeto probe analizy ekspresji kinaz RIPK-1 i RIPK-3,
czasteczek wiaczonych w szlak nekroptozy, a nastgpnie pordwnania procesu obu rodzajow
programowanej $mierci, apoptozy i nekroptozy, w nowotworowych i nienowotworowych
komorkach owalnych (KO) izolowanych z doswiadczalnie indukowanego HCC u szczuréw. W

poréwnaniu do nienowotworowych KO, ekspresja RIP-1 1 RIP-3 w komoérkach
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nowotworowych nasilata si¢ juz od 72 godziny inkubacji, a w ostatnich dwoch tygodniach
inkubacji byla najsilniejsza. Zmianom tym towarzyszyt niski procent komorek apoptotycznych.
Uzyskane w pracy wyniki wskazuja, ze nekroptoza moze by¢ alternatywng droga
programowanej S$mierci ,,apoptotycznie” opornych komoérek owalnych izolowanych od

szczurow z HCC.
Wyniki powyzszych badan zostaly opublikowane w nastgpujacych publikacjach:

1. Nowakowicz-Debek B, Smiech A, Zon A, Bis-Wencel H, Ondrasovicova O, Wlazto £,
Whnuk W. Tissue pathomorphology and immunohistochemistry in mink (Neovision vison) fed
blood plasma supplemented diet in the period of preparation for breeding. Bulletin of the
Veterinary Institute in Pulavy2012,56, 393-39.

2. Gotynski M, Dgbiak P, Golynska M, Mysliwiec E, Szkodziak P, Kalisz G, Smiech A,
Lutnicki K. Elastographic and morphological testicular changes in hypothyroidism- an
experimental study. Journal of Veterinary Research, 2018, 62, 347-352.

3. Wojcik M, Bobowiec R, Lisiecka U, Smiech A.Expression of receptor interacting
protein 1 and receptor interacting protein 3 oval cells in a rat model of hepatocarcinogenesis.
Experimental and Therapeutic Medicine 2018, 15, 4448-4456.
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5.3.Bibliometryczne podsumowanie osiagni¢¢ naukowych
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Publikacje bedace wynikiem realizacji powyzszych tematow wraz z pelnym wykazem

opublikowanych przeze mnie prac naukowych, dokladnymi informacjami o
osiagnieciach dydaktycznych oraz dzialalnosci popularyzujacej nauke znajduja sie¢ w

zalaczniku nr 4 do wniosku o przeprowadzenie postepowania habilitacyjnego.
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