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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
lek. wet. Adama Brzany

nt. ,Zastosowanie oceny immunohistochemicznej ekspresji topoizomerazy Ila
i wybranych wskaznikow proliferacji w diagnostyce histopatologicznej nowotworow

gruczohlu sutkowego kotek”

Na podstawie uchwaly Rady Dyscypliny Weteryr;aria Uniwersytetu Przyrodniczego
w Lublinie z dnia 30 czerwca 2022 r. dokonatam recenzji rozprawy doktorskiej lek. wet. Adama
Brzany pt. ,Zastosowanie oceny immunohistochemicznej ekspresji topoizomerazy Ila
i wybranych wskaznikow proliferacji w diagnostyce histopatologicznej nowotworéw gruczotu
sutkowego kotek”. Promotorem pracy jest dr hab. Wojciech Lopuszynski, prof. UP w Lublinie.
Celem recenzji jest odpowiedz na pytanie, czy rozprawa ta odpowiada wymogom stawianym
w Ustawie z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 r., Nr 65 poz. 595 z p6zn. 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 30 sierpnia 2018 r. poz. 1669).

Praca doktorska lek. wet. Adama Brzany podejmuje istotne zagadnienie dotyczace
nowotwordéw gruczotu sutkowego kotow, ktore sa czesto spotykanym problemem zdrowotnym
u tego gatunku oraz stanowig czestg przyczyng $mierci tych zwierzat. Pomimo ogodlnego
nizszego odsetka wystepowania guzow sutka kotow w poréwnaniu z psami, nowotwory
te u kotdw czesto charakteryzuje wysoki stopien ztosliwosci histologicznej oraz bardziej
agresywne zachowanie kliniczne. Nowotwory ztosliwe sutka u kotek stanowia bowiem
az blisko 90% guzow sutka u tego gatunku, u 76% kotéw ze zdiagnozowanym nowotworem
ztosliwym sutka stwierdzano przerzuty do phluc, z kolei u 93% pacjentow stwierdzono
przynajmniej jedno ognisko przerzutowe w narzadach wewnetrznych (wezly chlonne, pluca,
otrzewna, watroba) i w konsekwencji skrocenie czasu przezycia catkowitego. To z kolei

stwarza potrzebe zwigkszenia skuteczno$¢ terapii przeciwnowotworowych, tj. uzupelnienia
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leczenia chirurgicznego o inne metody leczenia onkologicznego (chemioterapia, radioterapia).
Obecnie duze nadzieje wigzg si¢ z terapig celowang molekularnie (ang. molecularly targeted
therapy) w zakresie zwigkszenia skutecznosci leczenia, jak i zmniejszenia wystgpowania
dziatlan niepozadanych oraz poprawy jakosci zycia pacjentéw onkologicznych. Niemniej
jednak w praktyce weterynaryjnej podstawa terapii farmakologicznej u pacjentow
z nowotworami jest standardowa (klasyczna) chemioterapia. Dlatego tez istnieje wiele
przestanek prowadzenia dalszych badan naukowych w zakresie oceny markerow dla
nowotworow gruczotu sutkowego kotek. Sa to z jednej strony poszukiwania wskaznikow
prognostycznych, na podstawie ktérych mozliwe byloby okreslenie potencjalnego przebiegu
i zaawansowania choroby nowotworowej, a z drugiej odkrywanie markeréw predykcyjnych
zwigzanymi z prawdopodobiefistwem wystgpienia odpowiedzi na poszczegélne schematy
przeciwnowotworowej terapii celowanej molekularnie dla konkretnego pacjenta. Poszukiwanie
molekularnych uwarunkowan etiopatogenezy nowotwor6w gruczotu sutkowego jest obecnie
jednym z gléwnych kierunkéw badan w onkologii ludzkiej — ze zrozumiatych wzgledow
prowadzi sie znacznie wigcej badan w tym obszarze, jednakze ciagly postep dokonujacy si¢
w dyscyplinie naukowej jaka jest weterynaria przyczynia si¢ do zmniejszenia luki badawczej,
jak rowniez do nowego spojrzenia na leczenie zwierzat. Praca doktorska jest lek. wet. Adama
Brzany jest rowniez takg proba poszukiwania markeréw. Zatem temat rozprawy doktorskie;j
nalezy uzna¢ za dobrze dobrany i zasadny naukowo. Ponadto jest on aktualny i niesie aspekt
innowacyjnosci w obszarze medycyny weterynaryjnej, co wynika z rozwoju metod
diagnostycznych w weterynarii, ale takze wzrastajacej swiadomosci i oczekiwan opiekundéw
zwierzat. Autor decyzje o realizacji badan przedstawionych w pracy podjal takze z nadzieja,
ze ich wyniki bedg mogly w przysziosci przyczynié si¢ do opracowania efektywnej terapii
celowanej u kotow z rakiem sutka. Ponadto prowadzone przez Autora w pracy rozwazania
wpisujg sie w nurt badan majacych znaczenie nie tylko dla patologii i onkologii weterynaryjnej,
ale rOwniez stanowig przestanke do prowadzenia badan poréwnawczych, poniewaz uzyskane
wyniki moga mie¢ odniesienie do raka piersi u kobiet. Autor trafnie wymienia w pracy
podobienstwa pomiedzy spontanicznymi nowotworami sutka kotek a rakami sutka u kobiet
odnosnie do epidemiologii, etiopatogenezy, patomorfologii, zachowania biologicznego guza
oraz zmian molekularnych w komoérkach nowotworowych wilacznie z zagadnieniami
dotyczacymi leczenia.

Przedstawiong mi do oceny rozprawe doktorskg lek. wet. Adama Brzany przeczytalam
z duzym zainteresowaniem. Praca jest napisana bardzo dobrym, starannym stylem naukowym.

Praca liczy 126 stron (w tym spis tresci, wykaz skrotow, akroniméw i nazw obcoje¢zycznych)
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i jest zredagowana w formie manuskryptu, w typowym ukladzie przyjetym dla prac
doktorskich. Skladaja sie na nig rozdzialy w kolejnosci: ‘Wstep’, ‘Cel badan’, ‘Material
i metody’, ‘Oméwienie’, ‘Wnioski’, ‘Streszczenie w jezyku polskim’, ‘Streszczenie w jezyku
angielskim’ oraz ‘Pi$miennictwo’. Uklad pracy jest czytelny i logiczny, jednakze w mojej
ocenie ‘Streszczenie’ powinno by¢ krotsze i umieszczone na poczatku pracy.

We ‘Wstepie’ liczacym 21 stron maszynopisu Doktorant dokonat przegladu aktualnej
wiedzy na temat epidemiologii i etiologii nowotworéw gruczotu sutkowego u kotéw. Kolejne
podrozdzialy ‘Wstepu® zawierajg informacje dotyczace anatomii i histologii gruczotu
sutkowego kotow, jak rowniez patomorfologie i stosowang w pracy klasyfikacj¢ nowotworow
gruczotu sutkowego kotéw (opublikowang przez Davis-Thompson DVM Foundation autorstwa
Zappulli i wsp. 2019). Dobrym zwienczeniem tego rozdziatu jest opis leczenia i rokowania
w nowotworach gruczotu sutkowego u kotek, w tym wyczerpujacy opis badanych markerow,
takich jak antygen Ki-67, topoizomeraza Il alfa (Topo Ila) oraz biatko adhezyjne
E-kadheryna, ktorych opis warto by byto zaczaé¢ od nowego akapitu i wyrézni¢ (wyttusci¢) na
poczatku tekstu. Jest to wartoSciowe autorskie zestawienie bazujace na danych
z piSmiennictwa, z ktoérego wynika, ze w odniesieniu do kotéw jak dotad brak badan
oceniajagcych poziom immunohistochemicznej ekspresji Topolla w réznych typach
histologicznych nowotworéw ztosliwych kotow w korelacji z innymi parametrami. Ta czg$¢
pracy upewnia recenzenta, ze Autor rozprawy wykazuje dobra znajomos$¢ badanej tematyki.
Calos¢ wstepu jest tak napisana, ze uzasadnia celowo$¢ prowadzenia badan przez Doktoranta
w tym zakresie i pozwolila na sformutowanie celu badan.

Celem badawczym dysertacji Doktoranta byta ocena immunohistochemicznej ekspresji
topoizomerazy Ila, antygenu Ki-67 oraz aktywnosci mitotycznej w ztosliwych nowotworach
gruczotu sutkowego u kotek w aspekcie potencjalnej mozliwosci wykorzystania wymienionych
oznaczen jako wskaznikow prognostycznych i predykcyjnych dla systemowej chemioterapii
nowotwordéw gruczotu sutkowego u kotek z zastosowaniem lekéw z grupy antracyklin. Dla
realizacji celu Doktorant przeprowadzit wieloetapowe i pracochtonne postepowanie badawcze.
W pierwszym etapie przeprowadzil ocen¢ patomorfologiczna, jak réwniez ocenil parametry
stosujgc klasyfikacje patologiczng TN. W drugim etapie ocenil aktywnos¢ proliferacyjna
komorek nowotworowych, a nastgpnie porownal uzyskane wyniki z wskaznikami
prognostycznymi w nowotworach gruczotu sutkowego kotow oraz ekspresjg E-kadheryny.
Ostatnim etapem bylo przeprowadzenie kompleksowej analizy statystycznej. Sformutowane

przez Doktoranta cele zostaly osiagnigte dzigki zastosowaniu whasciwych metod badawczych.
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W rozdziale dotyczacym materialu badawczego wykorzystanego w pracy oraz
zastosowanych metod lek. wet. Adama Brzana przejrzyscie i szczegétowo opisat sposob
pobierania i procedure histopatologiczng materiatu tkankowego, jak rowniez jego kwalifikacje
do dalszych badan. Ocena mikroskopowa oraz zastosowana procedura barwienia
immunohistochemicznego wskazuje na bardzo dobre opanowanie umiejetnosci
,warsztatowych” Doktoranta. Pewien niedosyt recenzenta budzi brak doktadniejszych danych
dotyczacych kotow oraz guzéw np. rasa kota, lokalizacja i liczba zdiagnozowanych guzow
u danej kotki, wystgpowanie przerzutow odlegtych. Cenne jest to, ze Autor przeprowadzit
ocene¢ stopnia zlosliwosci histologicznej za pomoca dwoch systemoéw: systemu starszego
opracowanego w latach 90-tych przez Elston i Ellis i zaadaptowanego dla kotow przez
Castagnaro oraz nowego systemu z 2015 wg Mills i wsp. W mojej ocenie, ciekawym bylby
komentarz o poziomie zgodnosci obu systeméw w badanych rakach sutka kotek. Doceniam,
ze Autor przeprowadzil badanie immunohistochemiczne z uwzglednieniem r6znych systemow
oceny dla markeréw. Zwracam uwagg, ze ocena liczby komorek nowotworowych wg Remmele
1 Stegner (1987) uwzglednia poziom 10% komoérek pozytywnych, zamiast 25%. W tym
przypadku nalezy poda¢ wlasciwe zrodto informacji.

Wyniki badan zostaly przedstawione w 47-stronnicowym rozdziale w sposéb logiczny
1 stanowig odpowiedz na zalozenia pracy. Zostaly one oméwione w formie opisowej oraz
przedstawione w postaci przejrzystych tabel i dobrej jakosci rycin. Ponadto Doktorant jasno
zaprezentowal wszelkie mozliwe zaleznosci uzyskanych wartosci pomig¢dzy poszczeg6lnymi
grupami i wskaznikami, przy ktorych opracowaniu zastosowano wilasciwe metody analizy
statystycznej. Na podstawie wstepnej oceny histopatologicznej zebranych nowotworéw
gruczotu sutkowego zdecydowano, ze badane bedzie 60 rakow, stad tez w moim przekonaniu,
w tytule pracy nalezaloby uscisli¢, ze badania dotycza rakéw gruczotu sutkowego kotek,
poniewaz czytajac tytut pracy odnosi si¢ wrazenie, ze dotyczy ona réwniez nowotworow
niezto$liwych, czy tez nowotworéw o réznym pochodzeniu. Cenne jest to, ze Autor
przeprowadzit szczeg6towa charakterystyke badanych rakéw nalezacych do 11 réznych typow
histopatologicznych o réznym stopniu ztosliwosci, réwniez uwzgledniajac naciekanie naczyn
limfatycznych, co odgrywa znaczaca role w progresji nowotworu.

Do walor6w pracy zaliczam wnikliwg dyskusj¢ w rozdziale ‘Oméwienie’ (chociaz lepiej
brzmiatoby ‘Dyskusja’ lub ‘Oméwienie wynikéw i dyskusja’), gdzie Autor umiejetnie
dyskutuje wyniki badan wilasnych na tle licznych doniesien weterynaryjnych,
jak i medycznych, co wskazuje na bardzo dobrg znajomos¢ opisanej problematyki. W tym

miejscu cheiatbym zwréci¢ szczegdlng uwage na staranno$é w oméwieniu poszczeg6lnych
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parametrow patomorfologicznych i immunohistochemicznych w stosunku do ich potencjatu
rokowniczego. O ile dotychczas wskazniki proliferacji i adhezji komoérek nowotworowych
gruczotu sutkowego kotek doczekaty si¢ publikacji, o tyle wyniki dotyczace oceny ekspresji
Topo Ila i jej korelacji z w/w parametrami, jak i innymi uznanymi za prognostyczne
i predykcyjne w raku sutka nalezy uznac za szczegdlnie wartosciowe z powodu braku publikacji
na ten temat.

Uzyskane w toku badan dane pozwolity stwierdzié, ze ekspresja Topo Ila moze stuzy¢
jako wskaznik aktywnosci proliferacyjnej nowotworéw zlosliwych gruczotu sutkowego
u kotek. Warto podkresli¢, ze system oceny Topo Ila zostat po raz pierwszy zastosowany przez
Doktoranta w nowotworach sutka kotow. Autor odwaznie podjal probe ustosunkowania si¢ do
rozbieznych metod oceny tego parametru w nowotworach u psow (jak dotad tylko jedna praca)
czy w nowotworach u ludzi. Przedstawiona przez Autora argumentacja jest sensowna
i poprawna. Ponadto w przeprowadzonych badaniach Doktorant wykazat istotne wigksze
wartosci Topo lla w guzach o wigkszych rozmiarach oraz w guzach, w ktorych stwierdzono
obecnos$¢ zatoréw nowotworowych w naczyniach limfatycznych. Shusznie Autor w swoich
rozwazaniach odnosi si¢ do potencjalnej mozliwosci zastosowania tego biatka jako czynnika
rokowniczego oraz pomocnego w doborze pacjentow do chemioterapii z zastosowaniem
antracyklin. Pan lek. wet. Adam Brzana wykazal si¢ umiejetnoscia krytycznej 1 wywazonej
oceny uzyskanych wynikow oraz formulowania wnioskow koncowych, zwlaszcza w sytuacji
braku mozliwosci skonfrontowania ich z danymi z pismiennictwa weterynaryjnego. Wnioski
koncowe pracy zostaly przedstawione we wlasciwy sposob, to znaczy jasno i przekonywujaco.
Dzigki pracy Doktoranta nie ma watpliwosci, ze ocena ekspresji K-67 oraz liczby figur
mitotycznych moze byé przydatha w okresleniu rokowania u kotek z rakiem sutka.
Rzeczywiscie, jak sam Doktorant zauwaza brak zalezno$ci ze stopniem ztosliwosci
histologicznej, ekspresjag E-kadheryny czy tez brak kompletnych danych o losie pacjenta
po operacji sprawia, ze potrzebne sg dalsze badania, aby uzna¢ Topo Ilo za marker wiarygodny.
Wazny jest tez wniosek, ze istnieje grupa rakdw, ktorych typ histopatologiczny nie odgrywa
duzej roli jako czynnik predykcyjny.

Rozdziat ‘PiSmiennictwo’ zawiera 223 pozycji pi$miennictwa. Cytowane prace
sg aktualne (blisko 50% stanowig publikacje z lat 2011-2022) i wskazujg na duzg znajomo$é
tematu przez Doktoranta.

Szczegdtowa analiza pracy doktorskiej ujawnia pewne niedociggniecia, ktore nie
umniejszajg jakosci przygotowanego opracowania, lecz stanowig wskazoéwki mozliwe

do wykorzystania przy przygotowywaniu publikacji:
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- w podanej przez Doktoranta klasyfikacji nowotworéw sutka kotek widnieje w pkt. 2.2.
gruczolak ztozony (str. 14), jednakze ten typ nowotworu niezlosliwego nie wystepuje
w klasyfikacji opublikowanej przez Davis-Thompson DVM Foundation autorstwa Zappulli
i wsp. 2019;
- Autor stosuje termin ‘liczba komorek z figurami mitotycznymi’ w mojej opinii
sformutowanie to powinno brzmie¢ ‘liczba figur mitotycznych’ jako bezposrednie thumaczenie
‘mitotic count — MC’ podane m.in. w systemie Mills i wsp z 2015;
- Autor postuguje sie terminem ‘sterylizacja’, chociaz jest on powszechnie stosowany
to w opinii recenzenta bardziej poprawne jest uzycie okreslenia ‘kastracja’;
- niepoprawnie uzyto okreslenie ‘dobdr naturalny’ (w rozdz. ‘Omoéwienie’ na stronie str. 85)
w odniesieniu do wyboru materiatu do badan;
- niepotrzebnie typ histopatologiczny comedocarcinoma zostal oznaczony cudzyslowiem
(w rozdziatach ‘Wyniki’, ‘Omoéwienie’);
- w opisie rycin histopatologicznych nalezy usung¢ skrét ‘ok.’, nie zostal on wyjasniony.
Zdaniem recenzenta skrot ‘ok.” jest niepotrzebny, a nawet moze wprowadza¢ w blad, gdyz
moze oznacza¢ wykaz ‘okoto’, albo, ze podane powigkszenie odnosi si¢ do okularu. Obie
Wersje sg niepoprawne;
- w wykazie piSmiennictwa publikacje tych samych autoréw z tego samego roku powinny by¢
oznaczone literami a 1 b w spisie pi$miennictwa (np. Castagnaro i wsp. 1998; Petrucci i wsp.
2021). Niekiedy wdarta si¢ niewlasciwa kolejno$¢ zapisu biorgc pod uwage porzadek
alfabetyczny (np. Biesaga 1 wsp. 2011; Cassali i wsp.; Dorn 1968; Krawczyk 1 wsp. 2017;
Kalogeraki i wsp. 2005; Vendramini i wsp. 2020), niektére publikacje sg cytowane z drobnymi
literowkami (np. Nadaf zamiast Al-Nadaf;, Huges zamiast Hughes; Grogorio zamiast Gregorio)
oraz jedna publikacja pojawia si¢ w spisie dwa razy (Matos i wsp. 2012 na str. 116 i str. 117);
- z pracy nalezy usung¢ cytowang publikacje, ktora zostata wycofana przez edytora (Shafiee
i wsp. 2013), natomiast nalezy uwzgledni¢ publikacje Ferreira i wsp. z 2019 dotyczaca m.in.
oceny statusu genu Topo Ila w guzach sutka kotek. Ferreira D, Soares M, Correia J, Adega F,
Ferreira F, Chaves R. Assessment of ERBB2 and TOP2a gene status and expression profile in
feline mammary tumors: findings and guidelines. Aging (Albany NY). 2019 Jul
12;11(13):4688-4705. doi: 10.18632/aging.102079. PMID: 31301170.

Podsumowujgc, praca doktorska zawiera wiele ciekawych i nowych wynikéw
oraz informacje o niezaprzeczalnej warto$ci merytorycznej i walorach aplikacyjnych przez
co stanowi wartosciowy wklad w rozwdj medycyny weterynaryjnej, a takze patologii

poréwnawczej. W przyszlosci wiedza uzyskana w badaniach z pewnoscig zaowocuje nowymi
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strategiami leczenia przeciwnowotworowego — najbardziej efektywnej terapii celowanej,
co byloby z korzys$cig zardwno dla onkologii weterynaryjnej, jak i ludzkiej. W S$wietle
powyzszego stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny praca doktorska pt. ,,Zastosowanie
oceny immunohistochemicznej ekspresji topoizomerazy Ila i wybranych wskaznikéw
proliferacji w diagnostyce histopatologicznej nowotworéw gruczolu sutkowego kotek”
opracowana przez lekarza weterynarii Adama Brzane, pod kierunkiem dr hab. Wojciecha
Lopuszynskiego, prof. UP w Lublinie, odpowiada warunkom okreslonym w Ustawie z dnia 14
marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. z 2003 r., Nr 65 poz. 595 z p6zn. 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 30 sierpnia 2018 r. poz. 1669). Zatem przedktadam do Rady Dyscypliny Weterynaria

Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie wniosek o dopuszczenie lekarza weterynarii Adama

- e

Izabella Dolka

Brzang¢ do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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