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RECENZIA

rozprawy doktorskiej lek. wet. Joanny Bubak pt. ,Ekspresja SOX-10 i testyny w rakach i
gruczolakach gruczotu sutkowego u suk”.

Podstawg prawng przygotowania recenzji jest uchwata Rady Naukowej Dyscypliny
Weterynaria Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu z dnia 27 czerwca 2023 roku i
pismo Przewodniczacego Rady Naukowej Dyscypliny Weterynaria UP we Wroctawiu, prof. dr
hab. Wojciecha Nizanskiego, z dn. 27 czerwca 2023 roku.

Rozprawa doktorska lek. wet. Joanny Bubak zostata przygotowana w Zaktadzie
Patomorfologii i Weterynarii Sgdowej Katedry Patologii Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej
Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu pod kierunkiem Promotoréw, prof. dr hab.
Marcina Nowaka i prof. dr hab. Piotra Dziegiela z Katedry Morfologii i Embriologii Cztowieka
Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroctawiu.

Onkologia weterynaryjna jest dziedzing medycyny weterynaryjnej, ktéra rozwija sie powoli i
z oporami. Pomimo tego, ze zwykle medycyna weterynaryjna czerpie z rozwoju réwnolegtej
dyscypliny medycznej, to tutaj przeplyw wiedzy i metodologii leczenia jest dosy¢ powolny.
Onkologia medyczna jest dziedzing dynamicznie sie rozwijajgcy, ale stosowane w niej
metody leczenia sg niezwykle drogie, obarczone licznymi skutkami ubocznymi, a efekty
leczenia jeszcze czesto niepewne. Wzrost skutecznosci leczenia w onkologii medycznej jest
wynikiem stosowania lekéw dopasowanych do molekularnych mechanizméw ludzkich
komérek nowotworowych, co utrudnia ich bezposrednie zastosowanie u gatunkéw innych
niz cztowiek (nie méwiac juz o kosztach takiego leczenia). Z drugiej strony, onkologia
medyczna rozwingfa metody diagnostyki, ktére pozwalajg na poczatkowym etapie leczenia
dobrac leki i metody, ktére niosg najwieksza szanse na powodzenie terapii. Dlatego tez
onkologia weterynaryjna jest dziedzing, ktdéra, pomimo szerokiego rozpowszechnienia
choréb nowotworowych u zwierzat towarzyszacych, jest polem dziatania nielicznych lekarzy
weterynarii. W wigkszosci wypadkéw zdiagnozowanie nowotworu u psa czy kota powoduje
podjecie decyzji o eutanazji, czesto préb gtebszej diagnostyki. Tylko nieliczni wiasciciele
zwierzgt towarzyszacych decydujg sie na mniej lub bardziej kosztowng diagnostyke, a jeszcze
mniej na jeszcze kosztowniejszg terapie chemioterapeutykami czy promieniowaniem
jonizujgcym.  Nieposledni  wptyw na podjecie decyzji o terapii, szczegdlnie
chemioterapeutykami, maja rokowanie i spodziewane efekty niepozadane, ktére moga, z




punktu widzenia etycznego, sktania¢ do podjecia decyzji o eutanazji. Po co mamy przedtuzaé
zycie psa o 3-4 miesigce, jesli dalej bedzie dotkniety objawami rozwijajacej sie choroby i
jednoczednie doznawac bedzie skutkéw ubocznych chemioterapii.

Jednak, pomimo tego dosy¢ pesymistycznego wstepu, nalezy bardzo docenia¢ prace naszych
kolegdw, ktéorzy pomimo nie najjasniejszych obecnie perspektyw, kontynuujg prace w
dziedzinie onkologii weterynaryjnej. Jedli oni ulegliby zniecheceniu to onkologia
weterynaryjna przestataby sie rozwijac. Jedynie uporczywe prowadzenie badan w zakresie
diagnostyki i terapii pozwoli zebra¢ wiedze i doswiadczenie, ktére pozwolg na szersze i
skuteczniejsze wprowadzenie diagnostyki i terapii w onkologii weterynaryjnej.

| do tego nurtu nalezy oceniana tutaj rozprawa doktorska. Doktorantka postanowita
przeprowadzi¢ badania nad ekspresjg dwdch substancji, SOX-10 i testyny w réznego rodzaju
nowotworach gruczotu sutkowego u suk, majgc nadzieje na okreslenie wartosci
prognostycznej zmian ekspresji tych substancji w komérkach nowotworowych. Badania
Doktorantki opierajg sie o klasyczne metody histopatologiczne rozszerzone o metody
immunohistochemicznej oceny poziomu ekspresji SOX-10 i testyny w tkankach badanych
guzdéw nowotworowych oraz okreslaniu proliferacyjnych cech guzéw poprzez ocene poziomu
ekspresji substancji znanych z tego, ze ich poziom ekspresji zwigzany jest ze stopniem
ztodliwosci, czy inwazyjnosci komdrek nowotworowych: Ki-67, HER2 i wimentyny.
Doktorantka wzbogacita swoje wyniki o niezwykle wazne badania ilociowe poziomu
ekspresji badanych immunohistochemicznie substancji na poziomie mRNA metodg PCR w
czasie rzeczywistym i Western Blot.

Recenzowana praca doktorska ma klasyczny uktad. Sktada sie ze szczegétowego spisu tresci,
wykazu skrétéw, wstepu (19 stron), sformutowania celu pracy, opisu materiatéw i metod (13
stron), opisu wynikéw (17 strony), podsumowania wynikéw, dyskusji (8 stron), opisu
wyciggnietych wnioskéw (1 strona), streszczenia w jezyku polskim i angielskim i spisu
pismiennictwa liczacego 159 numerowanych pozycji. Praca zawiera bardzo liczne tabele i
ryciny.

Rozprawa doktorska jest dobrze wykonana, jednak Doktorantka nie ustrzegta sie btedéw i
potknig¢, czasami wigkszych, czasami mniejszych, ktére jednak nie rzutujg na merytoryczna
wartos¢ dysertacji.

Na pierwsze btedy moina sie natkng¢ w Wykazie skrotow, gdzie Doktorantka niezbyt
szczeSliwie przettumaczyta na jezyk polski niektdre nazwy angielskojezyczne, np. BL
przettumaczono jako podtyp podstawny raka piersi, podczas gdy w nazwie
angielskojezycznej nic o raku piersi sie nie méwi, czy HMG (high mobility group), ktérego to
skrotu nie nalezy uzywac¢ w oderwaniu od stowa protein(s), czyli biatko/a. Podobnie, stowa w
niektérych wyrazeniach angielskojezycznych nalezatoby pisaé z uzyciem tacznika, jak np.
epitelial-mesenchymal transition. Ale, sg to btedy i potkniecia mato istotne.

W bardzo obszernym Wstepie Doktorantka omawia ogdlne podtoze anatomiczno-
fizjologiczne gruczotu sutkowego suki, jego nowotworzenia, klasyfikacje nowotwordéw
gruczotu sutkowego, klasyfikacje stopnia zaawansowania guzéw gruczotu sutkowego i jej
podstawy biologiczne, jak réowniez omawia biologie substancji, ktérych ekspresje bada w



swojej pracy doktorskiej. Wstep jest bogato ilustrowany tabelami (4) i rycinami (3), ktére
utatwiajg zrozumienie tych nietatwych zagadnierr. Wstep dostarcza solidnej porcji wiedzy
opartej o przeglad dobrze dobranej literatury.

Doktorantka we Wstepie nie ustrzegta sie niestety pewnych btedéw. Opisujgc sposdb
stopniowania nowotworow sutka twierdzi, Ze jego elementem jest liczenie figur
mitotycznych w polu widzenia, podczas gdy figury te liczy sie w kilku polach widzenia,
ktorych liczba jest uzalezniona od powiekszenia, obejmujacych tacznie 2.37 mm
kwadratowego (chociaz w opisie metodyki Doktorantka stosuje poprawng metode liczenia
figur mitotycznych). Doktorantka stosuje tez w niektérych miejscach btedne nazewnictwo
nowotwordow.

Tekst mogtby by¢ napisany z wiekszg dbatoscig o stylistyke i kontrole bteddw literowych, czy
interpunkcje. Doktorantka nie ustrzegta sie rowniez pewnych skréotéw myslowych, jak np. na
stronie 21, w wierszu 6 pisze, ze ,niski poziom testyny koreluje”, podczas gdy lepiej napisac
»niski  poziom ekspresji testyny koreluje”. Generalnie, mozna przypuszczaé, ze
przygotowywanie rozprawy doktorskiej przyspieszyto w pewnym momencie, aby zdazy¢ z jej
ztozeniem przed ostatnim posiedzeniem Rady Dyscypliny przed sezonem urlopowym, co
odbito sie pewnie na starannosci w przygotowaniu tekstu. Z wazniejszych niedociagnied,
ktore zauwazytem we Wstepie, musze wymieni¢ jeszcze, ze klasyfikacja Goldschmidta nie
jest juz klasyfikacja najnowszg i obowigzujacg. Na stronie 24 (wiersze 3-4) Doktorantka
niepotrzebnie przytacza petne nazwy angielskojezyczne dodajgc do nich jeszcze skroty
objasnione w Wykazie skréotéw. Wreszcie, Doktorantka, na szczeécie rzadko, stosuje
wymiennie wyrazenie ,rak gruczotu piersiowego” z prawidtowym wyrazeniem ,rak gruczotu
sutkowego”.

Doktorantka przedstawita 4 dobrze sformutowane cele.

W rozdziale Materiaty i Metody znajduje sie 9 tablic ukazujgcych materiat badawczy, kryteria
oceny barwienn histologicznych i immunohistochemicznych (w czeéci jest to autorskie
opracowanie Doktorantki) oraz niektdére szczegéty metodyki reakcji PCR w czasie
rzeczywistym.

Metodyka jest przedstawiona w sposdb poprawny. Do tego rozdziatu odnoszg sie réwniez,
niestety, wczesniejsze uwagi dotyczace strony edytorskiej i stylistycznej. Jednak, mozina
zauwazy¢ w tej czesci istotniejsze btedy i braki. Doktorantka stwierdza, ze prébki tkanek
pochodzg z archiwum macierzystego Zaktadu. Nie wspomina jednak jak prébki byty
przechowywane (jako bloczki parafinowe?) ani jak stare byty prébki? O tym, ze tkanki byty
przechowywane jako bloczki parafinowe mozina sie dowiedzie¢ dopiero z dalszego opisu
metodyki, gdzie w opisie barwieri immunohistochemicznych opisano krok odparafinowania.
Na stronie 31 (wiersze 11-12) Doktorantka wspomina, ze ocena barwien
immunohistochemicznych zostata przeprowadzona przez niezaleznych patologéw. Mozna
tylko przypuszczaé, ze tych niezaleznych patologdw byto dwoch, jak wspomniano na stronie
29 (wiersz 7). Troche humorystycznie brzmi stwierdzenie Doktorantki, ze probki tkanek
prawidtowych pobrano ,od psoéw, ktére ulegty $Smierci w wyniku wypadku
komunikacyjnego”. Tu mam od razu pytanie, czy te probki tez byty przechowywane w



archiwum Zaktadu, czy byly pobrane na potrzeby pracy doktorskiej? Jako naukowca
zajmujgcego sie biologia molekularng zaskoczyt mnie brak informacji jak oznaczano stezenie
RNA (jak przypuszczam catkowitego RNA, a nie mRNA) uzywanego w syntezie cDNA przed
oznaczeniami z wykorzystaniem PCR w czasie rzeczywistym?

Podsumowujac, uwazam jednak, ze wszystkie procedury badawcze zostaty przeprowadzone i
opisane poprawnie, zgodnie z obowigzujgcymi i szeroko stosowanymi standardami. Nawet,
jesli mam osobiste obiekcje co do niektérych metod, to nie zmienia to faktu, ze s3 one
powszechnie stosowane.

Doktorantka przedstawia wyniki jasno i zwiezle wspomagajac sie 18 mikrofotografiami, 4
tabelami i 5 wykresami. Przedstawiono rowniez przyktadowe fotografie prazkéw uzyskanych
w metodzie Western Blot.

Nie mam zastrzezen do sposobu oceny preparatéw histologicznych, barwien
immunohistochemicznych i wynikéw ilosciowych metody qPCR i Western Blot (chociaz tutaj
mam osobiste obiekcje). Tylko Doktorantka i dwaj niezalezni patolodzy widzieli preparaty
immunohistochemiczne i histologiczne i nalezy im ufa¢, ze dobrze wykonali swoje zadanie.
Mam natomiast pewne zastrzezenia co do strony edytorskiej. Na stronie 34 (wers 4) i w
opisie tabeli VIl Doktorantka wspomina o skali Remmele i Stegner, natomiast na stronie 51 i
52 omawiajac ekspresje testyny wspomina o skali Remmele. Na stronie 35 w opisie tabeli VI
Doktorantka wspomina o interpretacji ekspresji SOX-10 wedtug Ali i wsp. (157), natomiast na
stronie 44 wspominajac o ich klasyfikacji raz nie podaje pozycji literatury (wers 5), a w wersie
14 podaje cytowanie ,Ali i wsp. (2022)” co jest niezgodne z zasadami cytowania zrodet
przyjetymi w ocenianej rozprawie.

Po omdwieniu uzyskanych wynikéw Doktorantka zamieszcza podsumowanie dotyczace
ekspresji SOX-10 i testyny w badanych tkankach. Jednak podsumowanie to, w przypadku
testyny, nie odnosi sie do badanych poziomoéw ekspresji Ki-67, HER2 i wimentyny. Nie mozna
wiec z tego podsumowania wyciggng¢ wnioskdéw, czy ich poziomy ekspresji byty jako$
zwigzane (jesli nie byty, to nalezatoby to wyraznie stwierdzic).

Doktorantka koriczy czescig opisowa swojej pracy doktorskiej stosunkowo kréotkg dyskusja,
liczacg troche powyzej 7 stron. Dyskusja napisana jest na wysokim poziomie dowodzgcym
dobrego zorientowania Doktorantki w literaturze dotyczacej tematu pracy. Jest ona tresciwa
i porusza wszystkie niezbedne kwestie. Doktorantka zwraca w niej rowniez uwage na
ograniczenia swoich badan polegajagce na braku dostepu do dokumentacji medycznej
pacjentow, od ktdérych pobrano prébki guzéw, co uniemozliwia ocene prognostyczna
uzyskanych wynikéw. Doktorantka zwraca jednak uwage, ze wyciggniecie wiasciwych
wnioskdw wymagatoby wieloletniej obserwacji pacjentéw, co w przypadku onkologii
weterynaryjnej mozliwe jest niezwykle rzadko.

Dyskusja jest napisana staranniej pod wzgledem stylistycznym i edytorskim, ale tu réwniez
Doktorantka nie ustrzegta sie wymiennego stosowania terminu ,rak gruczotu piersiowego”
zamiast ,,rak gruczotu sutkowego”.



Tutaj pozwole sobie nie zgodzi¢ sie ze stwierdzeniem Doktorantki, ktére w kilku miejscach
zamiesScita w swojej dysertacji. Doktorantka twierdzi, ze rak gruczotu sutkowego u suki moze
by¢ dobrym modelem raka sutka u kobiet. Znajac jednak postawe lokalnych komisji
etycznych co do wykonywania badan na psach, a tym bardziej badan eksperymentalnych z
wykorzystaniem psa jako zwierzecia modelowego, uwazam, ze badania takie nie majg szans
na to, aby uzyskac zgode komisji etycznej. Natomiast, badania Doktorantki stanowig wazny
przyczynek do rozwoju metodologii diagnostycznej w onkologii weterynaryjne;j.

W omowieniu wnioskéw Doktorantka troszeczke nadinterpretuje znaczenie uzyskanych
wynikéw twierdzac, ze wskazujg one na udziat SOX-10 i testyny w procesie transformacji
nowotworowej, co raczej trudno stwierdzi¢ nie badajac gtebiej tego zagadnienia. Nie
wiadomo dlaczego ekspresja SOX-10 i testyny zmienia sie w guzach ztosliwych i czy jest to
bezposrednio zwigzane z onkogeneza, czy jest zjawiskiem wtérnym do transformagji
nowotworowe] komorek.

Lista pozycji bibliografii liczy 159 dobrze dobranych pozycji, z ktérych wiekszo$é pochodzi z
ostatnich lat, a zdecydowana wigkszos¢ juz z XXI wieku. W cytowaniu literatury Doktorantka
nie ustrzegta sie jednak bteddéw. Formatowanie Bibliografii jest niespdjne, np. pozycja 5, 6 i
wiele innych, majg rok publikacji wymieniony na korcu akapitu, a wiekszos¢ pozycji
wymienia rok publikacji zaraz po tytule, z tym ze czasami jest zamieszczony w nawiasach, a
czasami nie. Zdarzajg sie réwniez inne sposoby podawania danych bibliograficznych.
Utrudnia to analize spisu publikacji. Poza tym, Doktorantka najwyraZniej nie cytuje w tekscie
pozycji 45 i 122 ze spisu bibliografii, chociaz wydaje sie, ze pozycja 45 jest zacytowana na
stronie 13 jako pozycja 44. W takim razie Doktorantka nie cytowataby w tekscie pozycji 43!

Przedstawione powyzej uwagi krytycznie w niczym nie zmniejszajg wysokiej merytorycznej
oceny pracy doktorskiej. Uwazam, ze stanowi ona bardzo znaczacy wktad w badania nad
doskonaleniem metod diagnostyki histopatologicznej nowotworéw gruczotu sutkowego psa.
Podsumowujac, stwierdzam, ze oceniana praca doktorska spetnia wymogi okreslone w art.
187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (tekst jednolity: Dz.
U. z 2022 r. poz. 574 ze zm.) i w petni uzasadnia ubieganie sie o stopien naukowy doktora.
Przedstawiam zatem jej pozytywna ocene i wnosze do Rady Naukowej Dyscypliny
Weterynaria Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu o dopuszczenie lek. wet. Joanny
Bubak do dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia doktora.
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