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Recenzja

rozprawy doktorskiej lek. wet. Joanny Bubak pt.: ,,Ekspresja SOX 10 i testyny w rakach
i gruczolakach gruczohu sutkowego u suk” wykonanej w Zaktadzie Patomorfologii i Weterynarii
Sadowej Katedry Patologii Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroclawiu pod kierunkiem

promotoréw prof. dr hab. Marcina Nowaka oraz prof. dr hab. Piotra Dziggiela.

Prezentowana ocene dysertacji doktorskiej lek. wet. Joanny Bubak pt. ,,Ekspresja SOX 10
i testyny w rakach i gruczolakach gruczotu sutkowego u suk” wydaj¢ zgodnie z uchwata Rady
Dyscypliny Weterynaria Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu z dnia 27 czerwca 2023

roku.

Staly wzrost zapadalno$ci 1 umieralno$ci spowodowany chorobami nowotworowymi
obserwowany u ludzi jak i u zwierzat sprawia, ze staja si¢ one wiodacym zagadnieniem
w patologii. Swiadczg o tym dane z réznych oérodkéw naukowych, z ktérych wynika, ze
u zwierzat, szczegolnie tych zyjacych w bezposredniej bliskosci czlowieka, gtdéwnie psow 1 kotow
liczba rozpoznawanych przypadkéw stale wzrasta. Nowotwory gruczolu sutkowego pod
wzgledem czesto$ci wystegpowania zajmuja drugie miejsce zaraz po nowotworach skory,
a u suk nalezg do najczestszych stanowiac 25-50% wszystkich diagnozowanych zmian
nowotworowych. Z kolei rak sutka jest najczeScie] wystepujacym nowotworem ziloShiwym
w populacji Zenskiej i drugim po raku pluca nowotworem pod wzgledem czgstosci zgondw.
Z powodu raka sutka umiera rocznie 685tys. kobiet. Przytoczone dane §wiadczg o skali problemu,

ktory nadal mimo wdrazania nowych metod diagnostycznych i terapeutycznych wymaga wciaz

UNIWERSYTET PRZYRODNICZY W LUBLINIE | WYDZIAL MEDYCYNY WETERYNARYJNEJ
ul. Akademicka 13, Lublin 20-950

tel. (+ 81) 445-65-65 ; e-mail: dziek.wet@up.lublin.pl

REGON 000001886 NIP 712 010 37 75




UNIWERSYTET
PRZYRODNICZY

w Lublinie

nieustannego doskonalenia i rozwoju. Szczegblnie poznanie mechanizmoéw kancerogenezy, ktore
pozwalaja lepiej zrozumie¢ proces transformacji nowotworowej 1 mechanizmy nowotworzenia
u ludzi i zwierzgt moga mie¢ istotne znaczenia rozwoju onkologii. W ostatnich latach
zaobserwowano liczne kliniczne i molekularne podobienstwa miedzy rakiem sutka u kobiet oraz
nowotworami gruczotu sutkowego u pséw. Wspolne cechy zaobserwowano w patogenezie raka
sutka u kobiet i raka gruczolu sutkowego u suk, szczeg6Olnie etiologie hormonalng, wiek
zachorowania, przebieg choroby oraz tendencj¢ do dawania przerzutow. Wielu badaczy sugeruje,
ze gruczol sutkowy psa jest dobrym modelem badania nad rakiem sutka zwtlaszcza potrdjnie
ujemnym. Dlatego tez wybor tematu pracy dotyczacego kancerogenezy guzéw sutka u psow
nalezy uznaé za bardzo trafny i aktualny. Poszukiwanie nowych markeréw, odpowiedzialnych za
poszczegblne etapy choroby nowotworowej ma istotne znaczenie nie tylko dla rozwoju medycyny
weterynaryjnej, ale takze czlowieka. Ponadto takie badania z wykorzystaniem modelu
zwierzgcego moga mie¢ znaczacy wplyw na opracowanie nowych terapii celowanych.

Dysertacja doktorska lek. wet. Joanny Bubak jest monografia zawierajgcg 89 stron i posiada
klasyczny uklad. Rozpoczyna si¢ spisem tre§ci oraz wykazem akronimow 1 symboli ulatwiajacych
poruszanie si¢ w tek$cie i czytanie pracy. Kolejnym rozdzialem jest wstep, w kiorym autorka
w sposob usystematyzowany poprzez zamieszczenie 12 podrozdzialéw obejmujgcych 18 stron,
przedstawila wszystkie niezbedne informacje zawierajace aktualng wiedz¢ dotyczaca
podejmowanej problematyki badawczej z uwzglednieniem aktualnego piSmiennictwa.
W pierwszych podrozdziatach dysertacji Doktorantka zaprezentowata epidemiologie 1 dane
statystyczne oraz wykazala podobienstwa migdzy rakiem sutka i nowotworami gruczotu
sutkowego u suk, opisata budowe anatomiczng i histologiczng gruczotu sutkowego. Nast¢pnie
scharakteryzowala etiologie, predyspozycje rasowe, przebieg kliniczny nowotworéw gruczotu
sutkowego, podatnos$¢ na terapie oraz ich histogenez¢. W kolejnych podrozdziatach Doktorantka
przedstawita klasyfikacje¢ histologiczna wg. Goldschmidta oraz klasyfikacja kliniczng TNM wg.
Owena okreSlajaca stopien zawansowania procesu nowotworowego. Najwigce] miejsca
poséwiecila kancerogenezie i przemianie nablonkowo-mezenchymalnej wyjasniajgc jej biologiczne
mechanizmy oraz znaczenie dwoch bialek bioracych udziat w tym procesie tj. testyny oraz
SOX10 bedacych wiodacym tematem badawczym. Biatko SOX 10 jest czynnikiem
transkrypcyjnym zlokalizowanym w chromosomie 23, ktory w interreakcji z innymi biatkami
bierze udzial w wielu procesach biologicznych, a takze w powstawaniu 1 rozprzestrzenianiu

nowotwordw, tym rakach sutka u kobiet. Z kolei testyna (TES) jest to biatkiem o masie 47kDa,
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ztozonym z 421 aminokwaséw, kodowanym przez gen TES zlokalizowany w miejscu wrazliwym
FRAT7G w pozycji 7931, ktore odgrywa znaczgca role w adhezji 1 mobilno$ci komorek.
Zmniejszong ekspresj¢ testyny zwigzana z utratg przez komorki wilasciwosci migracyjnych
1 inwazyjnych zaobserwowano w wielu ludzkich nowotworach ztosliwych w tym réwniez rakach
sutka. Kolejne trzy krotkie podrozdziaty autorka poswigca antygenowi proliferacyjnemu Ki-67,
receptorowi naskérkowego czynnika wzrostu HER oraz biatku filametow posrednich tj.
wimetynie, okre$lajac ich znaczenie w onkologii. Zaproponowana forma wstepu jest jak
najbardziej] poprawna i wyczerpujaca. Dzigki wprowadzeniu podrozdziatéw jest bardzo
przejrzysta, a czytelnik zostaje zaznajomiony z zagadnieniami zwiazanymi z problematyka
badawcza, stanowigca cel 1 zaloZenia pracy. Wprawdzie zmienitabym kolejno$¢ poczatkowych
podrozdzialow zaczynajac od etiologii epidemiologii i klasyfikacji guzéw gruczolu sutkowego
pdzniej modelu poroOwnawczego, ale przedstawiona przez Doktorantke forma jest rowniez
poprawna i akceptowalna. W kolejnym rozdziale Doktorantka przedstawia cztery sprecyzowane
cele pracy obejmujace oceng immunoreaktywnos$ci biatka SOX10 i TES w komorkach
nowotworowych lagodnych i zlo§liwych guzéw pochodzenia nablonkowego oraz w odniesieniu
do rasy, wieku pacjenta, stopnia ztosliwosci histologicznej guza, antygenu Ki-67, HER2 i VIM,
a takze analize pozioméw ekspresji SOX10 na poziomie mRNA w wybranych nowotworach
ztosliwych 1 tkance prawidlowej gruczotu sutkowego u suk. Jedynie drobne zastrzezenie mam do
pierwszego, niedokltadnie sprecyzowanego celu badan, w ktéorym Doktorantka ogélnie uzywa
sformulowania nowotwory zlosliwe i1 fagodne, nie zaznaczajac, ze przedmiot badan stanowia
wylacznie guzy pochodzenia nablonkowego.

Rozdzial ,,Material 1 metody” w sposob szczegolowy opisuje wszystkie procedury badawcze
obejmujace badanie histopatologiczne z ocena stopnia zlosliwosci histologicznej rakow i zajecie
naczyn krwionos$nych przez komoérki nowotworowe, badania immunohistochemiczne, real-time
PCR w reakcje PCR oraz metody statystyczne. Analizie poddano 1gcznie 77 probek tkanek
gruczohi sutkowego pséw, w tym 10 probek tkanki prawidlowe;j stanowita grupa kontrolna. Tutaj
Doktorantka charakteryzuje grupe badang z obecnoscig wszystkich ocenianych parametrow: typ
histologiczny raka, stopien histologicznej zlo§liwosci, zajecie naczyn, ekspresja wimentyny,
receptora HER2, indeks proliferacyjny (Ki-67). Moim zdaniem tabela nr V powinna by¢
umieszczona w wynikach po opisaniu metod, a nie na samym poczatku rozdzialu. W tym
podrozdziale powinna zosta¢ charakterystyka tylko grupy badanej z uwzglednieniem wieku czy

rasy psow. Przedstawienie w dysertacji opisy metodyki zostaly przedstawione bardzo dokladnie

Iy

Strona3z 6



UNIWERSYTET
PRZYRODNICZY

w Lublinie

i przejrzyscie, poniewaz kazdy oceniany antygen i parametr zostal opisany oddzielnie
w podrozdziatach. Szczegdlnie metody immunohistochemiczne oraz metoda real-time PCR
zostaly bardzo wnikliwie opisane. Tutaj chcialam podkresli¢, Ze badania majg szeroki zakres,
a glownym ich atutem jest liczba ocenianych parametrow. Kolejny rozdziat dotyczacy
uzyskanych wynikow. Otrzymane wyniki badan zostaly poddane wnikliwej analizie statystycznej
i przedstawione w formie opiséw, tabeli 1 wykresow 1 mikrofotografii. Na poczatku rozdziatu
autorka przedstawia dane dotyczace rasy pséw ze zdiagnozowanymi nowotworami zto§liwymi
i tagodnymi, a nastepnie w formie opisowej przedstawia typy histologiczne. W grupie
nowotworow ziosliwych (n=53) najwiekszy odsetek stanowit rak prosty cewkowo-brodawkowy
32,0% (n=17), nastepnie rak prosty cewkowy 28,3% (n=15), rak mieszany 24,6% (n=13), rak lity
7,5 % (n=4), rak ztozony 5,7% (n=3) i rak brodawkowato-torbielowaty 1,9% (n=1). Wsrod
nowotworow lagodnych (n=14) zdiagnozowano tylko gruczolaki proste (n=14). Tutaj chciatam
podkresli¢, ze oceny dokonano zgodnie z przyjeta przez Doktorantke klasyfikacja wg.
Goldschmidta, a nie umieszong w tekscie WHO. Odczyny immunohistochemiczne przedstawiono
w formie opisowej oraz dokumentacji fotograficznej. Doktorantka prezentuje przyktadowe
zdjecia reakeji immunohistochemicznych jednak opisy przedstawia bardzo ogoélnie, nie podajac
typu histologicznego nowotworu, co dla mnie patomorfologa ma istotne znacznie. Samo
okreslenie ,,nowotwor” czy ,rak” jest niewystarczajace. Moim zdaniem mozna by bylo wzbogacic
prace bogatsza dokumentacja fotograficzna obejmujacg takze typy histologiczne badanych
nowotworow, stopnie zlosliwosci czy angioinwazje. Kolejny, szosty rozdzial przedstawia
przejrzyste podsumowanie wynikéw dotyczacych oceny ekspresji i reaktywnosci biatka SOX10 i
testyny w badanych nowotworach. Odnotowano wyzsza immunoreaktywnos¢ biatka SOX10 w
nowotworach zlo§liwych, gldwnie raku cewkowym prostym w porownaniu do tkanki zdrowej
oraz nizsza ekspresje w tkance zdrowe] na poziomie mRNA. Zaobserwowano pozytywna
korelacje biatka SOX10 z antygenem Ki67, wimentyna oraz angioinwazja i stopniem zlosliwosci
histologicznej. Z kolei, je$li chodzi o testyng¢ zaobserwowano nizszg immunoreaktywnos¢ w
guzach zlo§liwych w poréwnaniu do zmian fagodnych, a wyzsza w gruczolaku prostym.
Uzyskane wyniki poddano dyskusji tematycznej obejmujacej 12 stron wydruku komputerowego.
Doktorantka konfrontuje wyniki wiasnych obserwacji z rezultatami uzyskiwanymi w roznych
okoliczno$ciach przez innych autoréw. Wlasnie dyskusja Swiadczy o nowatorskich walorach
pracy w medycynie weterynaryjnej, w ktorej autor w wigkszosci uzyskane wyniki odnosi do

medycyny ludzkiej.
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A fakt, ze guzy gruczotu sutkowego mogg stanowi¢ model porownawczy do rakéw sutka u kobiet
czyni jg bardziej wartosciowa.

Rozwazna interpretacja poczynionych obserwacji oparta na uzyskanych wynikach oraz
skonfrontowanie ich z cytowanymi rezultatami innych autoréw upowaznity Doktorantke do
wysunigcia trzech sformulowanych wnioskéw obejmujacych caloksztalt analizowanych badan.
Wnioski sg jasno sformulowane, jednak brakuje mi odniesienia do wieku 1 rasy psow, ktory
stanowil cel badan punkt c¢. Nie zaobserwowalam rozwiniecia tego tematu w dysertacji i dlatego
na tym etapie nasuwa mi si¢ pytanie do Doktorantki: czy wiek rasa psow mialy zwigzek
z poziomem immunoreaktywnosci i testyny i biatka SOX10 ?. Nastgpnie kolejne rozdzialty
przedstawiaja streszczenie w jezyku polskim, angielskim, bibliografie, liste 14 tabel i 15 rycin.
Wiasciwie dobrana bibliografia obejmuje 159 pozycji wylacznie anglojezycznych, ktore
w ponad 80% pochodza z ostatnich 15 lat. Z obowiazku recenzenta musz¢ zwroci¢ uwage na
pewne niewielkie niedociagniecia o charakterze stylistycznym i redakcyjnym. Doktorantka czgsto
uzywa terminu kancyrogenza wlasciwe jest okreslenie kancerogeneza. ,,Guzy listwy mlecznej”
raczej uzywamy terminu gruczotu/listwy 1 listewki mleczne wystepuja w rozwoju embrionalnym.
Dla okreslenia ekspresji biatek w badaniu immunohistochemiczym mozna stosowa¢ zamiennie
immunoreaktywno$¢, immunoekspresja , sama ekspresja zwykle dotyczy genow, chociaz tez
czgsto jest uzywana w immunohistochemii. Przedstawione uwagi w najmniejszym stopniu nie
umniejszaja jednak warto$ci merytorycznej pracy 1 mojej ogdlnej pozytywnej oceny dysertacji.
Do szczegdlnych walorow pracy interesujacy, aktualny i nowatorski temat badawczy, ktory
wpasowuje si¢ w nowoczesne trendy medycyny weterynaryjnej, bardzo przejrzysta i czytelna
forma pracy mimo licznych ocenianych parametréw. Na podstawie zaobserwowanych zaleznos$ci
nalezy podkresli¢, ze praca ma charakter rozwojowy 1 implikacyjny. Uzyskane wyniki sugerujg
konieczno$¢ przeprowadzenia dalszych badan z uwzglednieniem parametréw klinicznych takich
jak okres przezycia, obecnos¢ przerzutow odleghych, czas wolny od choroby, ktore poszerza nasza

wiedze¢ na temat roli badanych bialek w przebiegu procesu nowotworowego u pséw.
Whiosek koncowy
Reasumujac, prace doktorska autorstwa lek. wet. Joanny Bubak pt. ,,Ekspresja SOX10 1 testyny

w rakach i gruczolakach gruczohi sutkowego u suk” pod kierownictwem prof. dr hab. Marcina

Nowaka oraz prof dr hab. Piotra Dziggiela oceniam pozytywnie. PrzedloZona praca jest
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szczegOlnie wartosciowa ze wzgledu na nowatorski charakter oraz aktualno$¢ tematu
badawczego. Stwierdzam, ze przedstawiona przez lek. wet. Joanng Bubak rozprawa doktorska
spelnia wymogi i warunki okre$lone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce ustawy (Dz.U.2023.742 t.j) i wnosze o dopuszczenie Kandydata

do dalszych etapdw postgpowania doktorskiego.

dr hab. Anna Smiech , prof. Uczelni
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