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Ocena rozprawy doktorskiej lek. wet. Adama Brzany

»Zastosowanie oceny immunohistochemicznej ekspresji topoizimerazy Ila i wybranych
wskaznikow proliferacji w diagnostyce histopatologicznej nowotworow gruczolu

sutkowego kotek”

Nowotwory gruczotu sutkowego stanowig 12—-17% wszystkich nowotworow
rozpoznawanych u kotdw, bez wzgledu na ple¢. Wsérdd kotek az 16-25% wszystkich
wykrywanych nowotworoéw to guzy gruczotu sutkowego, zdecydowana wigkszo$¢ z nich (85—
90%) to guzy zlosliwe, ktére czesto wykazuja agresywne zachowanie biologiczne, z
ogblnoustrojowym rozsiewem (okolo 50-90% przypadkéw) juz na wczesnych etapach
choroby, kiedy ognisko pierwotne pozostaje stosunkowo niewielkie.

W ocenie zaawansowania choroby nowotworowej, a takze okres$laniu rokowania u kotek ze
zto§liwymi nowotworami sutka duza role odgrywa stopien zaawansowania klinicznego
nowotworu. Wedhlug aktualnych danych typ histologiczny nowotworu gruczotlu sutkowego u
kotek ma mniejsze znaczenie dla rokowania. Analiza ztosliwych nowotwordéw sutka u kotow
wykazala, Ze takie parametry histologiczne, jak: naciekanie naczyn chlonnych, warto$¢
markerow proliferacji i pleomorfizm jader komoérek nowotworowych, to niezalezne czynniki
o znaczeniu rokowniczym. W ocenie potencjalnych czynnikow rokowniczych u kotoéw z
nowotworami gruczolu sutkowego stosowano tez badania immunohistochemiczne z
wykorzystaniem przeciwciat znakujacych: receptory dla hormonoéw piciowych (receptory
estrogenowe), cyklooksygenazy COX-2, produkty onkogenow (HER-2) i oceniajacych
nasilenie angiogenezy nowotworowej (receptory dla VEGF). Jednym z powszechnie
stosowanych wskaznikéw proliferacji jest Ki67. W badaniach zto§liwych nowotworéw u
kotek ustalono warto$¢ graniczng indeksu Ki67 jako czynnika rokowniczego (tzw. ,,cutoft”
>14%, czyli co najmniej 14% wykazywato jadrowa immunoekspresje¢ Ki67). Wykazano, ze u
kotek, u ktorych indeks Ki67 wynosit co najmniej 14%, zdecydowanie czesciej obserwowano
wystepowanie przerzutoéw do regionalnych wezlow chtonnych i do miejsc odlegtych (93,8%
przypadkéw). Ponadto ustalono, Ze szansa przezycia 2 lat od zabiegu resekcji raka sutka byta

zdecydowanie wyzsza u kotek, u ktérych warto$¢ indeksu Ki67 byta ponizej 14%. Leczeniem



podstawowym jest chirurgiczne usuni¢cie zmiany z szerokim marginesem tkankowym.
Uzupetnieniem zabiegu chirurgicznego jest chemioterapia.

Topoizomeraza typu Il jest jednym z enzymow regulujacych zmiany topologiczne i
strukturalne w jadrze, przez co ma bezposredni lub posredni wptyw na takie procesy jak
uporzadkowanie struktury chromatyny poprzez wigzanie petli chromatyny do szkieletu
jadrowego, transkrypcje 1 replikacje DNA, reperacj¢ uszkodzeh DNA, kondensacje¢
chromatyny w chromosomy w fazie G2/M cyklu komodrkowego i rozdzial chromosoméw
podczas mitozy oraz kondensacj¢ i fragmentacj¢ DNA podczas apoptozy. Efektywnos¢
wszystkich tych procesow zalezy w duzej czgsci od topologii DNA a zmiany w stopniu
superskrgcenia 1 superzwini¢gcia DNA oraz kondensacji chromatyny wywolane przez
hamowanie aktywno$ci topoizomerazy II np. przez maloczasteczkowe inhibitory tego
enzymu, moga modulowac ich przebieg.

DNA topoizomerazy Il jest jednym z gtownych celow molekularnych dla lekéw stosowanych
w terapii przeciwnowotworowej. Antybiotyki antracyklinowe naleza do lekow
przeciwnowotworowych cyklozaleznych, fazowo-specyficznych i maja ztozony mechanizm
dziatania, na ktory skladaja si¢: tworzenie nieprawidtowych wigzan pomigdzy zasadami
azotowymi DNA, hamowanie kluczowych enzymow syntezy DNA — topoizomerazy I i II
oraz tworzenie wolnych rodnikéw uszkadzajacych DNA. W leczeniu raka piersi znajduja
zastosowanie dwie z dostepnych obecnie antracyklin — doksorubicyna i epirubicyna.

Autorzy licznych prac wykazali, ze leczenie doksorubicyng moze wydluza¢ zycie kotek z
rakiem sutka (mediana okresu przezycia wynosi do 448 dni, a 2 lata od zabiegu przezywa do
37% kotek).

W $wietle powyzszych danych wybdr tematu pracy doktorskiej lek. wet. Adama Brzany
wpasowuje si¢ w aktualne 1 istotne zagadnienia medycyny weterynaryjne;j.

Otrzymana do oceny rozprawa liczy 126 stron, ma typowy uklad przyjety dla rozpraw
doktorskich. 17 tabel oraz 21 wykresow ilustruje wyniki przeprowadzonej analizy
statystycznej.

Wysokiej jakosci 30 mikrofotografii poprawnie ilustruje wyniki badan mikroskopowych dla
poszczegolnych typow histologicznych nowotworéw oraz wyniki wykonanych odczynow
immunohistochemicznych.

We wstepie Autor szczegdlowo przedstawia anatomi¢ i histologie gruczolu sutkowego
kota, aktualng klasyfikacje zmian rozrostowych i nowotworowych (2019), epidemiologie,
czynniki ryzyka, omawia najczestsze typy histologiczne zmian tagodnych i zto§liwych oraz

sposob okreslania histologicznej zlosliwosci zmian. Przedstawia aktualne schematy leczenia



oraz czynniki prognostyczne i predykcyjne dla nowotworéw zlosliwych gruczotu sutkowego
u kotek.

Cel pracy zostal poprawnie skonstruowany jako cztery zalozenia, ktére zostaly
zweryfikowane w modelu badawczym. Doktorant podjat si¢ oceny histopatologicznej guzow
nowotworowych gruczotu sutkowego u kotek z okresleniem typu histologicznego, stopnia
zto§liwosci histologicznej 1 stopnia zaawansowania pTN. Kolejnym zatozeniem pracy byta
ocena ekspresji immunohistochemicznej indeksu proliferacji Ki67 oraz topoizomerazy Ila.
Autor postanowit rowniez sprawdzi¢ zwigzek ekspresji badanych bialek z typem
histologicznym 1 stopniem ztosliwosci histologicznej nowotworu, stadium zaawansowania,
oraz ekspresjag immunohistochemiczng e-kadheryny. Oceniane parametry poddane zostaty
analizie statystycznej w celu wytypowania potencjalnych wskaznikéw rokowniczych i
predykcyjnych.

Do badania zakwalifikowano 70 zto§liwych nowotworow gruczotu sutkowego u kotek w
wieku 3-27 lat, 49 niesterylizowanych i1 21 sterylizowanych, w grupie bylo 26 kotek
rasowych.

Najliczniejszym typem histologicznym (60) byly raki proste (rak cewkowo-
brodawkowaty:21, rak lity:16, rak cewkowy:11) i raki przewodowe (4). W przypadkach z
obecnymi w badaniu weztami chlonnymi, byly one zajete w 5 z 9 przypadkéw, cechy
angioinwazji stwierdzono w 34,28% guzow. W klasyfikacji stopnia zaawansowania 31 guzéw
to guzy pT1, 33-pT2 1 6-pT3.

W  wynikach oceny stopnia dojrzalosci nowotworu: wysoki stopien zrdéznicowania
histologicznego guza Gl: to 5 przypadkow, $redni G2: 33 przypadki i niski stopien
zréznicowania G3: 22 guzy.

Materiat do badan immunohistochemicznych uzyskiwano z dostgpnych bloczkow
parafinowych.

Poziomy ekspresji produktow biatkowych gendow Ki67, Topo Ila i e-kadheryny oceniano
metodami immunohistochemicznymi przy uzyciu przeciwcial monoklonalnych (firmy
DAKO). W celu przeprowadzenia kontroli dodatniej wykorzystano 6 wycinkéw prawidlowe;j
tkanki gruczotu sutkowego, migdatka podniebiennego i wycinki raka piersi.

W przypadku oceny ekspresji wybranych biatek oceniano jej rozmieszczenie (jadrowa,
cytoplazmatyczna, blonowa) oraz procentowg zawarto$¢ komorek nowotworowych w
dostgpnym badaniu materiale, przy ocenie ekspresji Ki67 i Topo Ila obliczano indeks bedacy

odsetkiem komoérek w 100 komorkach nowotworowych.



W badanej grupie nowotwordw Srednia warto$¢ indeksu biatka Topo Ilo wynosita
26,17%, najmniejsza stwierdzano w raku przewodowym, najwigksza (33,62%) w raku
ptaskonablonkowym.

W badanej grupie nowotwordw Srednia wartos¢ indeksu Ki67 wynosita 28,30%,
najmniejsza stwierdzano w raku przewodowym, najwigksza w raku ptaskonabtonkowym
(48,74%).

W ocenie immunohistochemicznej ekspresji e-kadheryny za dodatniag uwazano ekspresje
btonowa, oceniano ilo§¢ komorek dodatnich oraz nat¢zenie ekspresji w skali numerycznej,
wynik koncowy stanowit iloczyn wynikéw czastkowych w skali 0-12. Najwigksza warto$¢
ekspresji e-kadheryny obserwowano w preparatach raka przewodowego, nastgpnie
cewkowego, najmniejszg w preparatach raka anaplastycznego i litego.

Przeprowadzona analiza zalezno$ci pomigdzy ekspresja badanych markerow wykazata
dodatnig korelacje¢ migdzy wartosciami indeksu ekspresji Topo Ila 1 Ki67.

W kolejnym etapie autor przeprowadzil analiz¢ pomiedzy ekspresja badanych markeréw a
typem histologicznym guza i stopniem jego zlosliwosci G, stadium zaawansowania T,
stopniem zajecia weztow chlonnych N, obecno$cig angioinwazji i liczbg figur podziatu.

W badanej grupie stwierdzono istotng zalezno$¢ pomig¢dzy ekspresja indeksu mitotycznego
Ki57 i liczbg figur podziatu a ztosliwoscig histologiczng guza i stadium jego zaawansowania
oraz angioinwazja. Ekspresja Topo Ila byla zalezna od wielko$ci guza i angioinwazji.
Badania statystyczne nie wykazaly istotnej korelacji Topo Ila z typem histologicznym
nowotworu 1 stopniem zlosliwosci (byla ona na granicy istotnosci statystycznej). Ekspresja
Topo Ila byta zréznicowana w poszczegdlnych typach histologicznych.

Dla obu badanych markeréw proliferacji: Ki67 i Topo Ila stwierdzono ujemna korelacje z
ekspresja e-kadheryny, niemniej istotno$¢ statystyczna byta tylko dla oznaczen Ki67. W
kolejnych etapach pracy analiza statystyczna przeprowadzona przez Doktoranta dotyczyta
zalezno$ci  badanych parametréw proliferacji pomigdzy poszczegdlnymi typami
histologicznymi, badania te ograniczono do grup nowotwordéw liczacych co najmniej 6
przypadkéw. W wydzielonej grupie nowotworow nie wykazano istotnych statystycznie roznic
w warto$ciach ekspresji Topo o, ekspresji Ki67 i w liczbie komoérek z figurami
mitotycznymi pomig¢dzy poroéwnywanymi typami histologicznymi nowotworow, niemniej
autor zwraca uwage na odrzucenie tych podtypow histologicznych, ktore reprezentowane byty
przez nizsza niz 6 grup¢ przypadkow.

W dyskusji Doktorant wyniki swoich badan konfrontuje z danymi z pi§miennictwa. Czyni

to w sposob interesujacy, z duza swoboda, co §wiadczy o znajomos$ci tematu i dojrzatosci



naukowej. Przy braku prac oceniajacych ekspresje Topo Ila u kotéw wyniki badan wiasnych
autor dyskutuje z pracami oceniajacymi ekspresje Topo Ila w badaniach w raku gruczotu
piersiowego u kobiet, w ktorych wigkszo§¢ autorow wykazywata prognostyczng wartos¢
ekspresji Topo Ila. Cz¢$¢ uzyskanych przez Doktoranta wynikow jest zblizona do wynikéw
prac innych autorow. Doktorant konfrontuje swoje badania takze z wynikami prac
przedstawiajacymi si¢ odmiennie do wlasnych badan. Rozbiezno$ci pomiedzy wynikami
wlasnymi a publikowanymi przez innych autorow wg Doktoranta moga wynika¢ m.in. z
liczebnosci grupy witasnej, odmiennej metodyki badan czy ograniczen wynikajacych m.in. z
braku istotnych obserwacji klinicznych. Przytoczone w dyskusji przyklady prognostycznej
wartos$ci ekspresji Topo Iloo w badaniach korelacji tego biatka z czasem remisji i przezycia u
kobiet wydaja si¢ by¢ dobra motywacja do kontynuowania przez autora podj¢tych badan i

przeprowadzenia podobnych analiz u zwierzat (w tym przypadku u kotek).

224 pozycji bibliografii stanowi podstaw¢ do rozwazan w dyskusji. Sa to pozycje gtownie
autoré6w zagranicznych z ostatnich 10 lat stanowigce przeglad prac dotyczacych
analizowanych parametréw w nowotworach gruczotu piersiowego u zwierzat i ludzi.

Wyniki badan, w konfrontacji z przegladem pismiennictwa, stanowily podstawe do
postawienia 6 wnioskow:

1. Oszacowanie immunohistochemicznej ekspresji Topo Ila moze stuzy¢ jako
wskaznik aktywnosci proliferacyjnej ztosliwych nowotworéw gruczotu sutkowego u

kotek.

2. Immunohistochemiczna ekspresja antygenu Ki67 oraz liczba komorek z figurami
mitotycznymi sg dodatnio skorelowane z wielko$cig nowotworu gruczotu sutkowego u
kotek, jego ztosliwoscig histologiczng oraz infiltracja naczyn limfatycznych
sasiadujacych z guzem przez komorki nowotworowe (uznane wskazniki rokownicze),
co posrednio wskazuje, ze moga one by¢ przydatne w prognozowaniu przebiegu

nowotworu zlosliwego gruczotu sutkowego u kotek.

3. Zrdéznicowany, zalezny od wielko$ci guza i inwazyjno$ci komoérek nowotworowych
do naczyn limfatycznych, a niezalezny od ekspresji e-kadheryny, histologicznego
stopnia ztos§liwosci i typu histologicznego nowotworu poziom ekspresji Topo Ila nie
pozwala na uznanie tego oznaczenia za wskaznik prognostyczny i implikuje potrzebe

dalszych badan z uwzglgdnieniem parametréw klinicznych.



4. Jednym z czynnikdbw mogacych wptywa¢ na odmienng odpowiedZ na leczenie
adjuwantowe nowotworéw gruczotu sutkowego u kotek z zastosowaniem lekow
rozprzegajacych funkcje Topo Ilo moze byé, uwidoczniony w przeprowadzonych

badaniach, zr6znicowany poziom tego enzymu w poszczegdlnych nowotworach.

5. Immunohistochemiczne oznaczenia ekspresji Topo Ila i antygenu Ki67 w
przypadku zlosliwych nowotwordéw gruczotu sutkowego u kotek moga stanowié
wartosciowe wskazniki predykcyjne w chemioterapii z zastosowaniem antracyklin
pod warunkiem potwierdzenia zalezno$ci pomig¢dzy poziomami ich ekspresji, a

skutecznos$cig terapii w badaniach klinicznych.

6. Brak zalezno$ci pomig¢dzy immunohistochemiczng ekspresja Topo Ila, antygenu
Ki67 i liczba komorek z widocznymi figurami mitotycznymi, a typem histologicznym
nowotworu wyklucza zastosowanie typu histologicznego jako wskaznika
predykcyjnego w chemioterapii zto§liwych nowotworéw sutka u kotek z

zastosowaniem antracyklin.

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska lek. wet. Adama Brzany zostala wykonana z
profesjonalnie i z dbatoscig o szat¢ graficzng. Napisana jest jasno i poprawnym jezykiem.
Zastosowanie w pracy wielu metod badawczych oraz umiejetno$¢ formutowania wnioskow
$wiadczy o przygotowaniu Doktoranta do dalszej pracy naukowe;.

Z obowigzku recenzenta przedstawiam uwagi dotyczace pracy lek. med. Adama Brzany:

We wstepie: omawiajac czynniki onkogenne Autor przedstawia prace badajace role wirusow
w raku gruczotu sutkowego u zwierzat, nie podajac informacji, ktére wirusy byty badane.
Brak jest w tym rozdziale prezentacji systemu TNM dla nowotworéw gruczolu sutkowego u
kotow.

Pierwsza czg$¢ rozdzialu wyniki: ,.charakterystyka badanej populacji zwierzat..” (a w
zasadzie tylko jej pierwszy akapit przedstawiajacy liczebno$¢ grupy i jej charakterystyke)
powinna by¢ zaprezentowana na poczatku rozdziatu: ,Materialy i metody” gdzie mamy
informacj¢ o tym skad i z jakiego okresu czasowego pochodzit material.

Wyniki badah i analiz statystycznych zostaly bardzo szczegdélowo opisane, niemniej (ze

wzgledu na ich ilo§¢) brakuje skréconego podsumowania wynikow.



Prezentowane mikrofotografie zawieraja podwojne przedstawienie zastosowanego
powigkszenia. Przy pasku umieszczonym na zdj¢ciu nie ma konieczno$ci prezentowania
zastosowanego powickszenia w opisie (i odwrotnie).

W pracy wystepuje kilka btedow, ktore naleza do bledéw drukarskich wymagajacych
korekcji, m.in.: Fot 8. W opisie-Rak cewkowaty- powinno by¢ rak cewkowy.

Pozycja polskoj¢zyczna w pismiennictwie: Sosinska-Mielarczyk powinna zosta¢ poprawiona:
nazwisko pierwszej autorki: Sosinska-Mielcarek (uwaga dotyczy wszystkich cytowan tej
pracy).

Powyzsze uwagi nalezy traktowac raczej jako wskazowki. Nalezy doceni¢ duzy wklad pracy
lek. Wet. Adama Brzany w przygotowanie i napisanie niniejszej rozprawy. Podkresli¢ nalezy
aktualno$¢ wybranego przez Doktoranta tematu i mozliwe implikacje kliniczno-terapeutyczne
uzyskanych wynikéw. Na wyréznienie zastuguje rozdziat ,,Omoéwienie”, w ktérym Autor
bardzo szczegotowo prezentuje wyniki wybranych prac i na ich tle ze znaczng swoboda
dyskutuje wyniki wlasne, do ktoérych podchodzi krytycznie starajac si¢ racjonalnie thumaczy¢
ich odmiennos¢, jezeli taka wystepuje.

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji praca: ,,Zastosowanie oceny
immunohistochemicznej ekspresji topoizimerazy II o i wybranych wskaznikow proliferacji w
diagnostyce histopatologicznej nowotwordéw gruczolu sutkowego kotek™ spetnia warunki
stawiane rozprawie na stopien doktora nauk medycznych — Ustawa z dnia 14.03.2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z
2003r. Nr 65 poz 595), w zwigzku z artykutem 179 ust.3 ustawy z dnia 3 lipca 2018r.
(Przepisy wprowadzajace ustawe- Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce - Dz.U. z dnia 30
sierpnia 2018 r. poz. 1669) i przedkladam Wysokiej Radzie Dyscypliny Weterynarii
Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie wniosek o dopuszczenie lek. wet. Adama Brzany do

dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Prof. dr hab. n. med. Agnieszka Korolczuk



