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Podstawe¢ formalng do wykonania recenzji rozprawy doktorskiej lek. wet. Pawta
Klimiuka stanowi pismo Przewodniczacej Rady Dyscypliny Weterynaria, prof. dr hab. Marty
Kankofer, z dnia 12 lipca 2022 r. (RD/Wet./531-9/12-13) zgodnie z uchwala Rady Dyscypliny

Weterynaria Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie z dnia 30 czerwca 2022 r.

Przedstawiong do recenzji rozprawe doktorska stanowi spojny tematycznie cykl trzech
prac oryginalnych opatrzonych wspolnym tytutem , Ocena wartosci prognostycznej i
predykcyjnej ekspresji topoizomerazy Illo. i wybranych wskaznikow proliferacji w rozlanych
chloniakach z duzych limfocytow B u psow”, opublikowanych w czasopismach naukowym o
zasi¢gu migdzynarodowym, ktory to cykl zgodnie z Ustawa z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 r. Nr
65, poz. 595 z pézn. zm.) w zw. z art. 179 ust. 3 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. (Przepisy
wprowadzajace ustawe - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce, Dz.U. z dnia 30 sierpnia
2018r. poz. 1669) moze stanowi¢ podstawe do uzyskania stopnia naukowego doktora przez

lekarza weterynarii Pawta Klimiuka.



Eaczna wartos¢ punktowa cyklu publikacji stanowigcych rozprawe doktorska wynosi
240 zgodnie z punktacjg MNiSW, za$ sumaryczny wspotczynnik wptywu (Impact Factor; IF)
wedlug bazy JCR wynosi 4,833. Wykaz publikacji stanowigcych oceniang rozprawe doktorska:

1. Klimiuk P., Lopuszynski W., Bulak K., Smiech A., Brzana A.: Study of DNA topoisomerase
Ila expression in canine lymphomas and its potential role as a marker of sensitivity to
anthracycline-based chemotherapy in dogs. Folia Histochem Cytobiol. 2020; 58(1): 46 — 53 .
DOI: 10.5603/FHC.a2020.0004

IF:1,698; Pkt MNiSW: 70

2. Klimiuk P., Lopuszynski W., Bulak K., Brzana A.: Evaluation of the Proliferative Activity
of Diffuse Large B-Cell Lymphoma (DLBCL) in Dogs with Respect to Patient Eligibility for
Anthracycline-Based Chemotherapy. Animals (Basel). 2021; 11(4): 1183. DOI:
10.3390/ani11041183

1F:2,752; Pkt MNiSW: 100

3. Klimiuk P., Lopuszynski W., Bulak K.: Predictive value of topoisomerase Ilu
immunoreactivity in canine diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL) and peripheral T-cell
lymphoma (PTCL) treated with a doxorubicin-based chemotherapy protocol. Med. Weter.
2022; 78(6): 297 — 303. DOI: 10.21521/mw.6654

1F:0,383; Pkt MNiSW: 70

Do kserokopii poszczegolnych publikacji dolaczono oswiadczenia wspotautorow,
uwzgledniajace opisowy udzial poszczegélnych oséb w przygotowaniu manuskryptow i
wykonanych badaniach. We wszystkich trzech publikacjach lek. wet Pawel Klimiuk jest
pierwszym autorem, a Jego udzial procentowy zostat okreslony na poziomie 70% w dwoch
pierwszych publikacjach oraz 75 % w trzeciej publikacji. Dolaczono réwniez o$wiadczenie
promotora pracy dr hab. Wojciecha Lopuszynskiego, prof. uczelni potwierdzajgce Jego nadzor
nad przygotowaniem pracy i potwierdzenie, ze spelnia ona warunki do przedstawienia jej w
postepowaniu o nadanie stopnia naukowego. Doktorant, jako autor pracy doktorskiej
potwierdzil w stosownym oswiadczaniu samodzielnos¢ jej napisania, a treSci w niej zawarte
nie zostaly uzyskane w sposob niezgodny z obowiazujacymi przepisami. Potwierdzil ponadto,
ze przedstawiona praca nie byla wczesniej przedmiotem procedur zwigzanych z uzyskaniem
stopnia naukowego na uczelni wyzszej, a prezentowana wersja pracy jest zgodna z zalaczona

wersja elektroniczna.



Integralng cze$¢ rozprawy doktorskiej stanowig oswiadczenia promotora pracy,
oswiadczenia autora pracy, uchwata lokalnej komisji etycznej do spraw doswiadczen na
zwierzg¢tach wyrazajagca zgode na przeprowadzenie doswiadczenia na tkankach, narzadach
zwierzgcych, spis tresci, streszczenie, abstract, kserokopia dyplomu ukonczenia studiow oraz
starannie opracowany autoreferat. Autoreferat zawiera: wykaz publikacji wchodzacych w sktad
rozprawy doktorskiej, wstep, cele pracy, material i metody, szczegbélowe przestawienie
zagadnien omawianych w pracach wchodzacych w sklad ocenianego osiagnigcia, wnioski,
piSmiennictwo, kserokopie publikacji stanowiacych podstawe rozprawy doktorskiej, oraz
oswiadczenia wspolautoréw. Calos¢ liczy 94 strony, cytowane pismiennictwo stanowig 84
pozycje. Calo$¢ napisana jest w sposob klarowny, rowniez formalna strona pracy nie budzi

zastrzezen.

Doktorant podjat si¢ bardzo ciekawej i waznej pod wzgledem klinicznym analizy

wartosci prognostycznej 1 predykcyjnej ekspresji topoizomerazy Ilo (TOPIIa) oraz zaleznosci

pomiedzy ekspresja TOPIla, a liczba komorek mitotycznych (MC) oraz ekspresja antygenu

Ki67 w chioniakach nieziarniczych u psoéw, w kontekscie okreSlenia przydatnosci tych
markeréow w opracowaniu schematu zindywidualizowanej terapii onkologicznej opartej na
lekach z grupy antracyklin. Leczenie celowane jest nowym podejsciem terapeutycznym w
onkologii, umozliwiajacym dostosowanie schematu leczenia dla indywidulanego pacjenta w
oparciu o charakterystyke genetyczna nowotworu. Opracowanie takiej terapii wymaga
wczesniejszej analizy komodrek nowotworowych, oceny ekspresji markerow o najwiekszych
wartosciach prognostycznych i predykeyjnych, a celem dzialania jest uzyskanie najlepszego
efektu terapeutycznego i zminimalizowanie efektow ubocznych terapii. Zasadne i pozadane jest
zatem poszukiwanie i analiza ekspresji nowych markeréw prognostycznych i predykcyjnych w
roznych nowotworach u ludzi 1 zwierzat. Jednym z takich markeréw jest TOPIla, kluczowy
enzym w procesie replikacji DNA ktora jest celem molekularnym jej inhibitorow, w tym
antracyklin. Silna ekspresja TOPIla jest charakterystyczna dla komoérek nowotworowych o
duzej aktywnosci proliferacyjnej. Inhibicja funkcji TOPIlo skutkuje powstaniem licznych
wigzan wewnatrz nici DNA, co doprowadza do zablokowania transkrypcji i replikacji, a
komorki z tak uszkodzonym DNA eliminowane sa nastgpnie na drodze apoptozy.
Doksorubicyna (DOX), nalezaca do grupy antracyklin i bedgca inhibitorem TOPIla jest jednym
z lekow wchodzacych w sklad monoterapii oraz terapii wielolekowej chloniakoéw
nieziarniczych u pséw. Doksorubicyna pomimo szerokiego spektrum dziatania

przeciwnowotworowego, cechuje si¢ duza toksycznoscia, a zatem mozliwos¢ okreslenia u



ktorych osobnikow stosowanie tego leku byloby korzystne z punktu widzenia planowania
terapii, a u ktorych jej zastosowanie nie przyniostoby zadowalajacych efektow wydaje sie
kluczowe w doborze optymalnego schematu leczenia oraz zminimalizowania dzialan
niepozadanych. Badania nad ekspresja TOPIla u ludzi wykazaly zaleznos¢ pomiedzy
poziomem jej ekspresji, a skutecznoscia terapii raka piersi i rozlanego chloniaka z duzych
limfocytow B (DLBCL) u ludzi. U zwierzat, do tej pory nie przeprowadzono zadnych badan w
kierunku oceny wrazliwosci poszczegolnych typow nowotworow na DOX, brak jest rowniez
publikacji opisujacych poziom ekspresji TOPIlo w nowotworach u pséw. Podjete przez

Doktoranta badania maja zatem charakter nowatorski i bardzo duze znaczenie kliniczne.

We wstepie autoreferatu Doktorant w bardzo przejrzysty, dojrzaly i1 rzeczowy sposob
wprowadza czytelnika w problematyke poruszana w dysertacji, wykazujac si¢ tez bardzo dobra
znajomoscig literatury. Prawidlowo formutuje problem badawczy zwracajac uwage na wzrost
czestotliwosci wystepowania chloniakow u psow, ewolucje klasyfikacji chioniakow w
onkologii weterynaryjnej, rodzaje diagnostyki, ocen¢ stopnia ztosliwosci chloniakéw oraz
rodzaje 1 problemy chemioterapii chloniakow u psow. W zwigzly i rzeczowy sposob
argumentuje wybor analizowanych markeréw proliferacji komoérek nowotworowych tj.

TOPIla, Ki67 i MC.

Analizowane przez Doktoranta we wstepie zagadnienia, odnoszace si¢ do obszaru

rozprawy pozwolily na bardzo precyzyjne sformutowanie gtéwnego celu badan, jakim bylo:

1. Okreslenie immunohistochemicznej ekspresji topoizomerazy Ilo. w chioniakach
nieziarniczych u pséw, ze szczegdlnym uwzglednieniem rozlanych chloniakow

z duzych limfocytow B (DLBCL).

2. Okreslenie zaleznosci pomig¢dzy ocenianymi dotychczas w chioniakach u psow
1 uznawanymi za wartosciowe wskaznikami proliferacji komorkowej,

a immunohistochemiczng ekspresja TOPIla.

3. Ocena mozliwosci wykorzystania immunohistochemicznej ekspresji topoizomerazy [la
u psow z DLBCL leczonych z zastosowaniem protokotu CHOP
do prognozowania przebiegu choroby nowotworowej i kwalifikacji pacjentow

do terapii.



Materiat do badan stanowity wezly chtonne podkolanowe pobrane od 47 pséw réznych

ras i plci w wieku od 2,5 roku do 13 lat, u ktérych na podstawie badania klinicznego
(stwierdzona limfadenomegalia) i badan dodatkowych (badania morfologiczne i biochemiczne
krwi, ocena radiologiczna i ultrasonograficzna stopnia zaawansowania klinicznego choroby,
badanie cytologiczne) rozpoznano chioniaka zlosliwego. Psy byly diagnozowane i leczone w
Klinikach ~ Weterynaryjnych ~ Wydzialu  Medycyny = Weterynaryjnej ~ Uniwersytetu
Przyrodniczego w Lublinie. Wezly chlonne pobrano operacyjnie od zwierzat niepoddanych
wezesniej terapii, u ktorych nie stwierdzono przeciwwskazan medycznych do zabiegu
operacyjnego. Na przeprowadzenie badan uzyskano zgode II Lokalnej Komisji Etycznej do
spraw doswiadczen na zwierzetach w Lublinie (uchwala nr 17/2013 z dnia 12 lutego 2013
roku). W kazdym przypadku uzyskano réwniez zgode opiekuna pacjenta na przeprowadzenie
procedury chirurgicznej. Material do badania histopatologicznego stanowily wycinki weziow
chlonnych podkolanowych pochodzace od psow, u ktérych badaniem cytologicznym
postawiono wstepne rozpoznanie chloniaka. Pobrane tkanki, przygotowane technika
parafinowsg, barwione rutynowo hematoksyling i eozyng (H&E), zostaty dalej poddane ocenie
morfologicznej i histologicznej klasyfikacji chtoniakéw opracowanej przez Valli i wsp. [2011],
uwzgledniajacej kryteria WHO. Wykonano réwniez badania immunohistochemiczne z
uzyciem przeciwcial skierowanych przeciwko biatkom: CD3, CD79a, TOPIlla, Ki-67. We
wszystkich reakcjach immunohistochemicznych stosowano podwojny uklad kontroli tj.
kontrole ujemng i dodatnig. Na podstawie oceny ekspresji czgstek CD3 oraz CD7%a w
komorkach nowotworowych chloniaki sklasyfikowano jako T i B komérkowe. Do iloSciowej
oceny immunohistochemicznej ekspresji antygenu Ki-67 wykorzystano system komputerowo
wspomaganej analizy obrazu mikroskopowego. Przy powiekszeniu obiektywu 40x obliczono
indeks bedacy odsetkiem komorek dodatnich w 500 komorkach nowotworowych. Do oceny
immunohistochemicznej ekspresji TOPIlo. zastosowano bardzo ciekawy, autorski,
dwuetapowy schemat umozliwiajacy wykazanie obecnosci bialka i jego stezenia w komorce.
W kazdym z etapéw oceny preparatow histologicznych dokonywalo dwoch niezaleznych
patomorfologdéw. W pierwszym etapie zastosowano pigciopunktows, ilosciowa oceng jadrowej
ekspresji TOPIlo. w komorkach nowotworowych zaproponowang przez Remmele i wsp. [1987]
dla oceny ekspresji receptorow estrogenowych. W drugim etapie w oparciu o uzyskang w etapie
pierwszym liczbe punktow oraz podzial zaproponowany przez Hajduk [2009] okreslano
stopien immunohistochemicznej ekspresji TOPIla. Szczegélowy opis obu etapow oceny
immunohistochemicznej ekspresji TOPIla umieszczono w rozdziale Ocena ilosciowa

badanych parametréw/Zastosowane metody badawcze/Material i metody autoreferatu oraz w
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Materialach i Metodach publikacji stanowigcych rozprawe doktorska. Liczbg komorek z
figurami mitotycznymi oceniano w preparatach barwionych hematoksylina i eozyng w 10
losowo wybranych polach widzenia z uzyciem okularu 10x o Srednicy pola widzenia (FN) 22
mm i powiekszeniu obiektywu 40x (oceniana powierzchnia wynosita 2,37 mm?). Uzyskane
wyniki poddano analizie statystycznej przy uzyciu programu StatisticaPL 9.1 (StatSoft, Polska)
oraz odpowiednich testow statystycznych.

Material i metody zostaty szczegdtowo opisane w publikacjach stanowiacych rozprawe
doktorska, jak rowniez w rozdziale Material i metody autoreferatu. Metodyka badan zostata
bardzo dobrze dobrana, co umozliwilo osiagniecie celéw wyznaczonych w pracy. Na
podkreslenie zastuguje rowniez rozlegtos¢ przeprowadzonych badan, ich pracochtonnos¢, a w

zwigzku z tym duza liczba otrzymanych wynikow.

Wyniki badan nad immunohistochemiczna ekspresja TOPIla w chloniakach u psow, ze
szczegdlnym uwzglednieniem rozlanych chtoniakéw z duzych limfocytéow B (DLBCL), jako
potencjalnego wskaznika mogacego mie¢ zastosowanie do okreslenia wrazliwosci na
chemioterapie z zastosowaniem lekow z grupy antracyklin zostaly szczegélowo opisane i
przeanalizowane w pierwszej, prezentowanej w cyklu publikacji oraz w rozdziale V
autoreferatu. Uzyskane wyniki wykazaly, ze wsrod chloniakow nieziarniczych u psow
wiekszos$¢ stanowig chloniaki z limfocytow B. Najczgsciej diagnozowanym chtoniakiem byt
chloniak DLBCL, w dalszej kolejnosci, chloniak z obwodowych komorek T blizej nieokreslony
(PTCL-NOS), chloniak typu Burkitta, chloniak strefy brzeznej (MZL), chtoniak
limfoblastyczny T-komérkowy (T-LBL) oraz chioniak strefy T (TZL). Srednia wieku psow
wyniosta 7 lat (od 4 do 14 lat). Dominowaly psy rasowe, z czego najwigksza grupe stanowily
owczarki niemieckie i boksery. Nie stwierdzono predylekcji ptciowej. Wsréd chioniakow B-
komorkowych dominowaly te ze $rednig ekspresja TOPIla (41,18%), natomiast w grupie
chloniakéw T-komorkowych 46,15% stanowily chloniaki z niska ekspresjg TOPIlo. Wsrod
chloniakéw T-komérkowych nie odnotowano przypadkow z wysoka immunohistochemiczna
ekspresja tego biatka. W najliczniej reprezentowanej grupie chloniakow DLBCL przewazaly
chloniaki o $rednim i wysokim poziomie ekspresji TOPIlo. Zroznicowana ekspresja TOPIla
stwierdzona w przeprowadzonych badaniach w réznych rodzajach chioniaka u psow, pomimo
dominacji chtoniakéw B-komoérkowych ze $rednim i wysokim poziomem, nie upowaznia
jednak do stwierdzenia, ze typ histologiczny i fenotyp chloniaka determinujg poziom ekspresji
TOPIla. W oparciu o wyniki przeprowadzonych badafh nalezy uzna¢, ze w przypadku

chloniakéw z niska ekspresja TOPIla bezzasadne jest stosowanie lekow z grupy antracyklin.



Przeprowadzone badania wskazujg natomiast, ze ocena ekspresji TOPIla moze sta¢ si¢ waznym
wskaznikiem predykcyjnym w doborze optymalnego schematu terapii w przypadku
chloniakow nieziarniczych u psow.

W drugiej pracy stanowigcej cz¢s$¢ rozprawy doktorskiej oraz w rozdziale V7 autoreferatu
przedstawiono wyniki badan nad oceng aktywnosci proliferacyjnej DLBCL u psow w aspekcie
kwalifikacji pacjentow do terapii z zastosowaniem lekow cytostatycznych z grupy antracyklin.
Okreslano typ chloniaka, poziom ekspresji TOPIla, Ki67 oraz MC. Wykazano, ze w grupie
chioniakéw rozlanych z duzych limfocytéw typem najczesciej wystepujacym jest typ
centroblastyczny (DLBCL-CB). Nie zaobserwowano istotnych statystycznie roznic w ekspresji
Ki67 w obu podtypach DLBCL tj. w centroblastycznym (CB) i immunoblastycznym (IB).
Wsrod chloniakow DLBCL dominowaty te o umiarkowanej i wysokiej ekspresji TOPIla, nie
zaobserwowano natomiast istotnej statystycznie roznicy w ekspresji TOPIla pomi¢dzy typem
centroblastycznym i immunoblastycznym. Wartos¢ MC byla istotnie statystycznie wyzsza w
typie DLBCL-CB w poréwnaniu z typem DLBCL-IB. W przeprowadzonych badaniach
stwierdzono, ze wigkszym wartosSciom MC odpowiadaly wigksze wartosci indeksu antygenu
Ki67. Podobnie wigkszemu poziomowi ekspresji TOPIla. odpowiadaly wigksze wartosci MC.
Uzyskane w tym badaniu wyniki wskazuja, ze ocena aktywnosci proliferacyjnej komorek
chloniaka DLBCL, a w szczegdélnosci poziomu ekspresji TOPIla moglaby znalezé
zastosowanie w diagnostyce jako wskaznik doboru psow do terapii z zastosowaniem
schematow zawierajacych antracykliny.

W trzeciej pracy stanowiacej czg¢s¢ rozprawy doktorskiej oraz w rozdziale VII
autoreferatu przedstawiono wyniki badan nad ocena wartosci prognostycznej i predykcyjnej
oznaczania immunohistochemicznej ekspresji TOPIla w DLBCL 1 PTCL u pséw leczonych
protokotem chemioterapii zawierajacym doksorubicyng. Materiat do badan stanowily wycinki
wezlow chlonnych podkolanowych pobrane przed zastosowaniem terapii, okreslano dalej typ
chioniaka i poziom ekspresji TOPlla. Psy objete badaniem obserwowano od momentu
rozpoczecia terapii do Smierci lub przez co najmniej 12 miesigcy. Pierwszej oceny skutecznosci
terapii dokonywano 7 dni od rozpoczecia leczenia, a nastgpnie co 3 miesigce lub przed
podaniem kolejnej dawki lekéw cytostatycznych. Okreslano czas przezycia wolny od wznowy
(ang. progression-free survival, PFS), calkowity czas przezycia (ang. overall survival, OS),
odpowiedz na leczenie ktora definiowano jako calkowita odpowiedz na leczenie (ang. complete
remission, CR - zmniejszenie do rozmiaréw tizjologicznych wszystkich dostepnych do badania
fizykalnego obwodowych wezlow chtonnych) lub czesciowa odpowiedz na leczenie (ang.

partial remmision, PR - przynajmniej 30% zmniejszenie si¢ rozmiaréw weztéw chtonnych w
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porownaniu do ich wielkosci przed rozpoczeciem terapii). Oceniano rowniez progresje choroby
(ang. progression disease, PD) w przypadku powigkszenia si¢ o przynajmniej 30% dostepnych
do badania wezldéw chlonnych w poréwnaniu do ich wielkosci z poprzedniego badania
klinicznego lub pojawienia si¢ nowych zmian. U wszystkich psow z grupy badawczej uzyskano
odpowiedz na leczenie, jednak byla ona najlepsza u pséw z DLBCL u ktorych catkowitg remisje¢
osiggnieto u 57,14% osobnikéw. W grupie psow z PTCL u zadnego zwierzecia nie uzyskano
catkowitej remisji, w grupie tej zarowno czas przezycia wolny od progresji, jak i Srednia czasu
przezycia byly nizsze w poréwnaniu do pséw z DLBCL. Immunohistochemiczna ekspresje
TOPIIo stwierdzono we wszystkich przypadkach z grupy badawczej. W grupie chloniakow
DLBCL najliczniejsze byty przypadki z wysoka, a nast¢pnie z umiarkowana ekspresja TOPIla.
W grupie psow z PTCL dominowaly osobniki z umiarkowang ekspresja TOPIla. W grupie
psow z DLBCL z wysoka ekspresja TOPIla u 87,50% zwierzat uzyskano catkowita odpowiedz
na leczenie, natomiast w grupie ze staba i umiarkowana ekspresja TOPIlo u 83,33% psow
uzyskano odpowiedz czesciowa i tylko u jednego psa odpowiedZ catkowita na zastosowana
chemioterapie. Sredni czas przezycia wolny od progresji oraz $rednia czasu przezycia w
przypadku chloniaka DLBCL byly wyzsze przy wysokiej ekspresji TOPIlo w poréwnaniu z
przypadkami ze stabg i umiarkowang ekspresja tego bialka. Uzyskane w tym badaniu wyniki
wskazuja, ze immunohistochemiczna ocena ekspresji TOPIla w chloniakach DLBCL u psow
moze by¢ pomocna w doborze optymalnej metody chemioterapii, a tym samym moze stanowic
czynnik predykcyjny w przypadku zastosowania schematow terapeutycznych zawierajacych
leki z grupy antracyklin.

Na podstawie wynikéw przeprowadzonych badan Doktorant w rozdziale Wnioski
autoreferatu oraz w konkluzjach publikacji, formutuje uzasadnione i trafne najwazniejsze
wnioski. Sformulowane wnioski maja istotne znaczenie poznawcze oraz wazny aspekt
kliniczny, poniewaz ukazuja zwiazek pomiedzy ekspresja TOPIlo, typem histologicznym i
fenotypem chtoniakoéw nieziarniczych, a skutecznoscia terapii onkologicznej opartej na lekach
z grupy antracyklin. Mianujg zatem poziom ekspresji TOPIlo nowym czynnikiem
prognostycznym i predykcyjnym terapii onkologicznej chloniakow nieziarniczych u psow, co
moze by¢ istotne w opracowaniu schematu terapii zindywidualizowanej dajacej najlepszy efekt
terapeutyczny i minimalne efekty uboczne. Podkresli¢ nalezy zatem nowatorski charakter

przeprowadzonych badan.

Reasumujgc, nalezy stwierdzi¢, ze przedstawione cele pracy zostaly osiagniete, a

opublikowanie prac oryginalnych w czasopismach o stosunkowo wysokim wspotczynniku



wplywu swiadczy o ich znacznej wartosci naukowej i wysokim poziomie merytorycznym. Ze
wzgledu na to, ze przedstawiona do recenzji praca doktorska jest dobrze opracowana, a wyniki
badan zostaty opublikowane, podlegaty wi¢c merytorycznym recenzjom, po zapoznaniu si¢ z

niniejszym autoreferatem przedstawiam jedynie kilka komentarzy:

1. W rozdziale Wst¢p autoreferatu na stronie 15, w ostatnim zdaniu drugiego akapitu,
Doktorant uzyl sformulowania ,.chloniako-bialaczka” odnoszac sie do stanu w ktorym w
przebiegu chloniaka dochodzi do zajgcia szpiku kostnego i pojawienia sie komorek
nowotworowych we krwi obwodowej. W tym przypadku bardziej wlasciwe jest uzycie

okreslenia faza leukemiczna/biataczkowa chloniaka.

2. W rozdziale Wstgp autoreferatu na stronie 17, w pierwszym akapicie, Doktorant
popelnij btad podczas cytowania publikacji Valli i wsp. [2011] odnoszacej sie do najnowszej
klasyfikacji chloniakow opartej o wytyczne Swiatowej Organizacji Zdrowia. Klasytikacja ta
wyréznia wiele typow i podtypow chltoniakéw i biataczek u psow, a nie jak to Doktorant napisat
,»,0 glownych typdw chloniaka”. Autorzy cytowanej publikacji w swoich badaniach opisali
natomiast szczegélowo 6 najczesciej wystepujacych podtypoéw chloniakéw u pséw. Mysle
Jednak, ze popelniony przez Doktoranta blad moégt by¢ wynikiem nieprawidlowego

przetlumaczenia oryginalnego tekstu i nie byt on zamierzony.

3. Wrozdziale Wstgp autoreferatu na stronie 20, w pierwszym akapicie, Doktorant opisat
sposob oceny aktywnosci mitotycznej komorek w chloniakach, jako ,liczbe komorek z
widocznymi figurami podzialu mitotycznego, ktéra oceniana jest najczesciej w 10 losowo
wybranych polach widzenia z uzyciem obiektywu 40x”. Podobng informacje mozna znalezé w
rozdziale Material i metody/Zastosowane metody badawcze/Ocena ilosciowa badanych
parametréw na stronie 28, w rozdziale VI autoreferatu na stronie 36, oraz w drugiej publikacji
wchodzacej w sktad rozprawy doktorskiej, na stronie 69 (Material and Methods), gdzie ,.Liczbe
komorek z figurami mitotycznymi oceniano w preparatach barwionych hematoksylina i eozyna
w 10 losowo wybranych polach widzenia z uzyciem okularu 10x o $rednicy pola widzenia (FN)
22 mm i powigkszeniu obiektywu 40x (oceniana powierzchnia wynosita 2,37 mm?)”. Chociaz
w tej samej publikacji podana jest tez $rednia wartos¢ figur podziatu mitotycznego z 10 pol
widzenia. Tymczasem wedlug obowiazujacej klasyfikacji chtoniakéw i biataczek u psoOw, na
ktora zreszta réwniez powoluje si¢ Doktorant, aktywnosé mitotyczng komorek
nowotworowych oceniamy w jednym polu widzenia przy powigkszeniu obiektywu 40x,
wybierajac pole o najwyzszej aktywnosci podzialowej. Mozna réwniez podaé¢ wartosé srednia,
wyliczong np. z 10 pél widzenia (w przypadku gdy $rednica jednego pola widzenia Wynosi
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0,237 mm? przy powigkszeniu 40x). Taki sposéb liczenia figur podziatu mitotycznego jest
wazny, poniewaz na nim min. opiera si¢ klasyfikacja stopnia ztosliwosci chloniakéw. Stosujac
inng metodyke oceny aktywnosci mitotycznej komorek chloniaka, mozna blednie
sklasyfikowac stopien jego zlosliwosci. Doktorant powinien zatem doprecyzowa¢ zastosowany
sposob oceny aktywnosci mitotycznej komoérek nowotworowych i ewentualnie dokonac

reklasyfikacji stopnia ztosliwosci badanych chioniakow.

4. W rozdziale Wst¢p autoreferatu na stronie 20, w pierwszym akapicie, Doktorant
sformutowal zdanie: ,,W badaniach immunohistochemicznych komoérki nowotworowe DLBCL
wykazuja silng dodatnig reakcje z przeciwcialem CD79a, oraz nieznaczna reakcje z
przeciwcialem CD3”. Tymczasem w przypadku chloniakéw komorki nowotworowe wykazuja
ekspresj¢ markerow dla limfocytow B lub T, lub nie wykazuja ekspresji zadnego z tych
markerow. Stwierdzenie zatem, ze komorki nowotworowe DLBCL wykazuja nieznaczng
reakcje z przeciwcialem CD3 jest stwierdzeniem blednym, poniewaz mowa jest tu
najprawdopodobniej o CD3 dodatnich nienowotworowych, towarzyszacych limfocytach T.
Natomiast jesli Doktorant rzeczywiscie uzyskal ekspresje obu tych markeréw w komorkach
chloniaka DLBCL, to moze by¢ to wynik nieprawidlowych procedur barwien

immunohistochemicznych.

5. W autoreferacie wystepuja réwniez nieliczne, drobne uchybienia gramatyczne i

stylistyczne, ktore jednak nie maja wplywu ma wartos¢ merytoryczng pracy.

Podsumowujac, lek. wet. Pawel Klimiuk wykonal bardzo interesujaca prace badawcza, o
duzej warto$ci merytorycznej, a najwazniejsze wnioski wynikajace z przeprowadzonych badan
majg istotne znaczenie zardwno poznawcze, jak i kliniczne. Przedstawiona do recenzji praca
doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, potwierdza bardzo dobra
wiedze w zakresie poruszanej problematyki oraz umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia

badan naukowych.

Stwierdzam zatem, ze rozprawa doktorska Pana lek. wet. Pawla Klimiuka pt. ,, Ocena
wartosci prognostycznej i predykcyjnej ekspresji topoizomerazy Ilo i wybranych wskaznikow
proliferacji w rozlanych chloniakach z duzych limfocytow B u psow” w pelni spelnia
wymagania okreslone w Ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz stopniach 1 tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 r. Nr 65, poz. 595 z pozn.
zm.) w zw. z art. 179 ust. 3 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. (Przepisy wprowadzajace ustaw¢ -

Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce, Dz.U. z dnia 30 sierpnia 2018r. poz. 1669), stawiane
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kandydatom ubiegajacym si¢ o nadanie stopnia naukowego doktora. Przedkladam zatem
Radzie Dyscypliny Weterynaria Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie wniosek o
dopuszczenie lek. wet. Pawla Klimiuka do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Z uwagi na szeroki zakres przeprowadzonych badan, ich wysokg wartos¢ merytoryczna,
oraz wyrozniajacy si¢ aspekt praktyczny uzyskanych wynikoéw wnosze o przyznanie Panu lek.

wet. Pawlowi Klimiukowi stosownej nagrody/wyrdznienia.

JA/OM OJY“"DCEQ Omﬂj OIa‘

Olsztyn, dnia 29 wrze$nia 2022r. dr hab. Iwona Otrocka-Domagala, prot. uczelni
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