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AUTOREFERAT
1. Imie i nazwisko
Adam Brodzki
2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/artystyczne z podaniem nazwy,

miejsca i roku ich uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskiej

e stopien naukowy: doktor nauk weterynaryjnych, Wydziat Medycyny Weterynaryjnej
AR w Lublinie rok 2003, tytut rozprawy doktorskiej: Wolne aminokwasy , oraz magnez, miedz i

cynk w nowotworach skory, tkanki podskérnej i gruczotu sutkowego u psow.

o tytut: lekarz weterynarii: Wydziat Medycyny Weterynaryjnej AR, Lublin 1995,

3. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

Od roku 1995 do 2003 - najpierw Akademia Rolnicza, a nastepnie Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie
na stanowiskach:

3.1 1995 - 2004 - Katedra i Klinika Chirurgii Zwierzat, Akademia Rolnicza w Lublinie, asystent.

3.2 2004 - do dnia dzisiejszego Katedra i Klinika Chirurgii Zwierzat, Uniwersytet Przyrodniczy
w Lublinie, adiunkt.

4. Wskazanie osiagniecia wynikajacego z art. 16 ust.2 ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych, tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.).

4.1 Jednotematyczny cykl publikacii:
»Badania nad nowotworami okolicy odbytu u psow”

publikacje:
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4.1.1. Brodzki A., Brodzki P., Szpetnar M., Tatara M. R.: Serum concentration of free amino acids in
dogs suffering from perianal tumours. Bulletin of the Veterinary Institute in Pulawy 57, 47- 52,
2013.

(Punkty MNiSzW 013 20, IF2013 = 0.365)

Wktad w autorstwo 85% opracowanie koncepcji badan, okreslenie celu badan, wspétudziat w
opracowaniu metodyki badan (przygotowanie antygenu), wspétudziat w zbieraniu materiatu,

interpretacja wynikow badan, przygotowanie publikacji.

4.1.2. Adam Brodzki A., Marcin R. Tatara M. R., Brodzki P.: Serum concentration of magnesium in dogs

suffering from tumors of the perianal glands. Magnesium Research 26, 87-92, 2013.

(Punkty MNiSZW2013 15, |F2013 = 1556)

Wkiad w autorstwo 85% opracowanie koncepcji badan, okreslenie celu badan, wspdtudziat w
opracowaniu metodyki badan (przygotowanie antygenu), wspotudziat w zbieraniu materiatu,

interpretacja wynikow badan, przygotowanie publikacji.

4.1.3. Brodzki A., topuszynski W., Brodzki P., Tatara MR. : Diagnostic and prognostic value of cellular
proliferation assessment with Ki-67 protein in dogs suffering from benign and malignant perianal
tumors. Folia Biologica Vol.62 nr 3, 235-241, 2014.

(Punkty MNiSZW2014 15, |F2014 = 0882)

Wkiad w autorstwo 80% opracowanie koncepcji badan, okre$lenie celu badan, wspdtudziat w

zbieraniu materiatu, interpretacja wynikdéw badan, przygotowanie publikacji.
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4.1.4. Sobczynska-Rak A., Brodzki A.: VEGF and 17-B-estradiol Levels after tamoxifen Administration in
Canine Hepatoid Gland Adenomas and Hepatoid Gland Epitheliomas. In Vivo 28, 871-878, 2014.
Punkty MNiSZW2014 20, 1F014= 0974)

Wkiad w autorstwo 50% wspétudziat w opracowanie koncepcji badan, okreslenie celu badan,
wspétudziat w opracowaniu metodyki badan zbieranie materiatu biologicznego, interpretacja

wynikoéw badan, wspoétudziat w przygotowaniu publikacii.

4.1.5. Brodzki A., Sobczynska- Rak A., Brodzki P., Tatara MR., Silmanowicz P.: Wystepowanie,

etiologia i antyhormonalne leczenie guzow odbytu u pséw samcow. Med. Wet. 70, 585-648, 2014.
(Punkty MNiSzW2014 15, IF2014= 0.218).

Wktad w autorstwo 70% wspdtudziat w opracowanie koncepcji badan, okre$lenie celu badan,
wspotudziat w opracowaniu metodyki badarn wspétudziat w zbieraniu materiatu, interpretacja

wynikdéw badan, przygotowanie publikacii.

4.1.6. Brodzki A., Brodzki P., Tatara M R., Kostro K.: Total antioxidative status and zinc concentration in

dogs suffering from perianal tumors. Bulletin of the Veterinary Institute in Pulawy 57, 47-52, 2015.

(Punkty MNiSzW2014 20, IF2014= 0.365

Wkiad w autorstwo 85 %, opracowanie koncepcji badan, okre$lenie celu badan, wspotudziat w
zbieraniu materiatu, wykonanie badan laboratoryjnych, interpretacja wynikow badan,

przygotowanie publikacji.

4.2.0méwienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikdw wraz z oméwieniem ich

ewentualnego wykorzystania.

Badania zwigzane z onkologig weterynaryjng w roznych aspektach prowadze od poczatku

mojej pracy zawodowej w Katedrze i Klinice Chirurgii Zwierzat. Tematykg zmian nowotworowych w

5



Zatgcznik nr 2 do wniosku o przeprowadzenie postepowania habilitacyjnego

okolicy odbytu u pséw samcow zajmuje sie od 2006 roku. Prowadzone badania i obserwacja wynikow
leczenia tego rodzaju nowotworéw oraz konfrontacja badan wiasnych z danymi dostepnymi w
piSmiennictwie zaowocowaty opracowaniem projektu badawczego pt. "Skuteczno$¢ leczenia
farmakologicznego i chirurgicznego nowotworéw hormonozaleznych pséw, monitorowanych
koncentracjg adduktéw DNA w zaleznosci od rodzaju stwierdzonych receptordw i zastosowanego
leczenia." Projekt ten otrzymat finansowanie w 2009 roku z MNiSZW.

Skora jest zewnetrzng powlokg ciata, spetniajgcq wazne czynnosci dla sprawnego
funkcjonowania organizmu. Stanowi ona a zwlaszcza naskorek, bariere ochronng nieprzepuszczalng
dla wody i drobnoustrojow, chroni organizm przed zbyt intensywnym promieniowaniem stonecznym i
jest istotnym regulatorem ciepta. W swojej funkcji barierotworczej w stosunku do otoczenia skéra jest
wystawiona na dziatanie wielu zewnetrznych czynnikow kancerogennych. Nie moze wiec dziwi¢ fakt, ze
nowotwory najczesciej dotyczg wiasnie skory (25, 29, 36, 39, 60).

Nowotworzeniu ulegajg wszystkie struktury wchodzace w sktad powtoki wspélnej oraz tkanka
podskorna, ktdra jest z nig Scisle zwigzana. Nowotwory skory i tkanki podskornej wystepujg u psow
najczesciej (5, 12., 15, 19, 30, 32, 35, 38, 51, 58, 60). Stanowig one 1/3 wszystkich nowotworéw
diagnozowanych u pséw a 20-30% z nich ma charakter ztosliwy (25, 60). Istotng z klinicznego punktu
widzenia grupe stanowig nowotwory skoéry w okolicy palcéw. Do najczesciej obserwowanych
nowotwordw ztosliwych tej okolicy zalicza sie: raka ptaskonabtonkowwego oraz czerniaka ztosliwego.
Diagnozowane sg takze nowotwory pochodzenia mezenchymalnego, a wsrdd nich guzy komorek
tucznych, kostniako- i chrzestniakomigsaki, ztosliwe nowotwory nabtonka naczyniowego oraz inne
migsaki tkanek miekkich (15).

Okolica odbytu u pséw cechuje sie wystepowaniem charakterystycznych dla niej gruczotow.
Oprécz typowych, apokrynowych gruczotéw zatok przyodbytowych, znajdujq sie w tej okolicy gruczoty
okotoodbytowe (hepatoidalne). Sg to niekompletne gruczoty tojowe. U zwierzat domowych stwierdzane
sq jedynie u psa. Zlokalizowane sq w promieniu 2-3 cm od odbytu a takze na napletku, na skorze
wewnetrznej powierzchni konczyn miednicznych, sporadycznie w innych okolicach ciata i ogonie. Na
skdrze ogona zlokalizowane sg w okolicy 9 kregu ogonowego zaréwno po stronie grzbietowej jak i
brzusznej ogona. Nowotwory gruczotdw okotoodbytowych wystepujg u pséw samcow najczesciej w
wieku powyzej 8-9 lat. Stanowig jeden z najczestszych nowotwordow skéry (35, 39, 40). W dostepnym
piSmiennictwie sugeruje sie wptyw hormondéw estrogenowych i androgenowych na ich powstawanie.
Stwierdzono obecnos¢ receptorow estrogenowych, progesteronowych i androgenowych w tkance guza
oraz w niezmienionej tkance gruczotowej (7, 33, 46, 56) i estrogenow (30). U dorostych i starszych pséw
pod wptywem stymulacji hormonalnej dochodzi czesto do hiperplazji w obrebie tych gruczotéw oraz

progresji w kierunku nowotworowym. U samic natomiast wraz z wiekiem obserwuje si¢ powolng,
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regresje gruczotow, co ma prawdopodobnie zwigzek z oddziatywaniem estrogenéw. Doktadna etiologia
nowotwordw gruczotdw przyodbytowych pozostaje niewyjasniona tym niemniej dane dotyczace
wystepowania ich w zwigzku z picig wskazujg na duzy udziat czynnikdw hormonalnych w ich
powstawaniu (19). Najczesciej wystepujacymi nowotworami sg gruczolaki (hepatoid gland adenomas)
oraz gruczolakoraki (hepatoid gland adenocarcinomas). Wedtug danych z pi$miennictwa stanowig one
9-18 % wszystkich nowotworéw skory notowanych u psow (6, 7, 18, 24, 57, 58). Niektore publikacje
wykazujg ochronng role estrogendw przed karcinogeneza. Zbadano, ze podajgc psom chorym na
gruczolaka preparaty estrogenowe lub wykonujgc zabieg kastracji obserwuje sie czesciowg lub
catkowitg remisje nowotworu (59). Innym przyktadem ochronnej roli estrogendw przytaczanym w
pismiennictwie jest fakt, ze u samic nowotwory gruczotow okotoodbytowych wystepujg niemal wytgcznie
u suk poddanych zabiegowi ovariohisterectomii, po ktdrej niski poziom estrogenéw nie ttumi wzrostu
guza (33).

Zmniejszenie  czestotliwoSci  wystepowania  nowotworow  gruczotow  okotoodbytowych
obserwowano u psoéw z guzem komorek Sertoliego jader, (sertolioma), ktory wydziela estrogeny. Za
ochronng rolg estrogendéw przemawia takze zjawisko wzrostu czestotliwosci guzéw okotoodbytowych u
suk wysterylizowanych. Zaburzona produkcja estrogenéw obserwowana po ovariohisterectomii
powoduje obnizenie produkcji estrogendw petnigcych role ochronng i zwieksza zachorowalno$¢ samic
na guzy okolicy okotoodbytowej. Komérki gruczotéw okotoodbytowych wykazujg ,dymorfizm piciowy”,
poniewaz u dorostych samic wystepuje zanik gruczotow do pojedynczych wysp, natomiast u dorostych
samcow tworzg sie masy gruczotowe (48, 55). W dostepnym piSmiennictwie opisanych jest wiele
mozliwych do zastosowania metod leczenia opisywanych guzow okolicy odbytu, od matoinwazyjnego
leczenia hormonalnego, kriochirurgie, poprzez kastracje, chirurgiczng resekcie guza do
elekrtochemioterapii i radioterapii wigcznie. Dob6r metod zalezat od rodzaju nowotworu, jego wielkosci,
ztosliwo$ci oraz obecno$ci przerzutdw (6, 19, 22, 42).

Gtowng metodg leczenia jest chirurgiczne usuniecie guza, co niesie duze ryzyko
anestezjologiczne zwykle z powodu zaawansowanego wieku pséw zapadajgcych na ten nowotwor.
Okolica umiejscowienia i czesto zaawansowany rozwoj guzow niejednokrotnie uniemozliwiajg
doszczetne usuniecie nowotworu. Brak mozliwosci usuniecia guza z marginesem zdrowej tkanki
powoduje duzy odsetek wzndw po leczeniu chirurgicznym. Powody te sktaniajg do poszukiwania innych
sposobow leczenia, ktére mogtyby stanowi¢ skuteczng terapie tych nowotwordw badz mogtyby by¢
terapig wspomagajacq leczenie chirurgiczne. W zwigzku z hormonalnym ttem zmian nowotworowych
gruczotéw okotoodbytowych podejmowane jest leczenie srodkami farmakologicznymi dziatajacymi
antyestrogenowo. Ten rodzaj terapii przynosi pozadany efekt terapeutyczny w okoto 30-40%
przypadkéw. U duzego odsetka psow leczonych tg metodg dochodzi do wznowy po 3-6 miesigcach po
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odstawieniu lekéw. Z powodu obecnosci receptorow androgenowych w tkance nowotworowej jako
metode leczenia stosuje sie takze kastracje zwierzat. Jednak w licznych przypadkach po zabiegu
stwierdza sie wznowe procesu nowotworowego. Istnieje wiec prawdopodobienstwo wystepowania lub
wspotistnienia innych receptoréw w tkance nowotworowej gruczotéw okotoodbytowych, a w zwigzku z
tym mozliwosci wywotywania transformacji nowotworowej przez inne substancje. Identyfikacja
receptoréw wystepujacych w tkance nowotworowej gruczotéw okotoodbytowych umozliwitaby poznanie
przyczyny nowotworzenia w tej okolicy i zwigkszy takze skuteczno$¢ leczenia. Przeprowadzone
badania wtasne wykazaty, ze immunohistochemiczna ocena rodzaju receptorow w tkance guza,
umozliwia doprecyzowanie sposobu leczenia danego guza. Jednakze, wymaga ona specjalistycznego
sprzetu, kosztownych odczynnikéw i doswiadczonego histopatologa, ktory potrafi wykonaé badanie i
zinterpretowa¢ jego wyniki. Czynniki powyzsze ograniczajg dostepno$¢ tego badania dla szerokiej
grupy praktykujacych lekarzy weterynarii.

We wspomnianych wczesniej badaniach udowodniono obecno$¢ receptoréw dla hormondw
steroidowych w komoérkach prawidtowych jak i zmienionych nowotworowo gruczotéw, co wskazuje na
potencjalng mozliwos¢ zastosowania ich leczenia farmakologicznego (22, 23, 34, 46). Wprowadzenie w
1974 roku przez Taylora i Burnsa techniki immunoperoksydazowej do badan histopatologicznych
umozliwito wykrycie i uwidocznienie w preparatach szeregu biatek regulatorowych, ktérych ekspresja
zmienia sie w zaleznosci od faz cyklu komorkowego (8, 54). Obecnie wiadomo, ze zaréwno
niezmienione gruczoty hepatoidalne okolicy odbytu jak i gruczoty zmienione nowotworowo posiadajq
receptory androgenowe i estrogenowe. Hormony estrogenowe jak i androgenowe pobudzajg receptory
powodujac proliferacie nowotworowa. Podejmuje sie leczenie zachowawcze lekami dziatajgcymi
antyandrogenowo oraz antyestrogenowo. Sugeruje sie, ze takie postepowanie terapeutyczne moze by¢
korzystne w leczeniu guzow okotoodbytowych (46).

Powszechnie dostepnym, mozliwym do wykonania dla wszystkich lekarzy weterynarii
praktykéw, a jednocze$nie tanszym od badann immunohistochemicznych wariantem jest okre$lenie
stezenia poziomu hormonow ptciowych w surowicy krwi chorych psow. Na podstawie stezenia tych
hormondéw w badaniach witasnych podejmowano leczenie antyhormonalne preparatem Tamoksifen.
Poréwnywano obraz kliniczny okolicy odbytu psa przed i po leczeniu, co zostato utrwalone na zdjeciach
makroskopowych oraz pobierano krew w celu kontroli stezenia testosteronu w surowicy krwi. Po
miesigcu terapii w 90% przypadkdw guzy okolicy odbytu ulegaty zupetnej atrofii a stezenie testosteronu
i 17-beta-estradiolu powracato do wartoSci stwierdzanych u pséw zdrowych grupy kontrolnej. W okoto
10 % przypadkow guzy znacznie si¢ zmniejszaty, do okoto 50% wielkosci, nie krwawity, ale wynik
leczenia uznawano za niezadowalajgcy. W takich przypadkach podawanie preparatu przedtuzano o 2-3

tygodnie i po tym czasie zalecano ponowne badanie kontrolne. Guzy matej zto$liwosci (nabtoniaki) w
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wiekszosci ulegaty catkowitej atrofi. a poziom badanych hormondw ptciowych osiggat wartosci
prawidtowe, natomiast guzy rozpoznane histopatologicznie jako zto$liwe (rak) i 40% guzéw o Srednie;
zZtosliwosci histopatologicznej nie znikaty zupetnie i w okresie kontrolnym do 6 miesiecy nastepowata
progresja choroby . Nie notowano powazniejszych objawéw ubocznych leczenia preparatem Androkur i
Tamoxifen. W dwdch przypadkach po leczeniu preparatem Androcur u pséw zaobserwowano obrzek i
tkliwo$¢ gruczotéw sutkowych (ginekomastia). Tamoxifen byt dobrze tolerowany przez psy i nie
zaobserwowano objawow ubocznych dziatania tego leku.

W czasie leczenia antyhormonalnego psow zaobserwowano zmiany koncentracji wolnych
aminokwasow w surowicy krwi w poréwnaniu z surowicg psow z grupy kontrolnej. Zmiany koncentracii
wolnych aminokwaséw moga petni¢ role prognostyczng efektow leczenia. Oceniano takze stezenie
magnezu i cynku, waznych mikropierwiastkow aktywujacych enzymy antyoksydacyjne. Magnez i cynk
petnig. w organizmie czlowieka i zwierzat bardzo wazng role w procesach biochemicznych
fizjologicznych i immunologicznych a takze w powstawaniu wolnych rodnikow tlenowych (61).

Waznym badaniem w postepowaniu terapeutycznym byto okre$lenie catkowitego statusu
antyoksydacyjnego przed leczeniem w trakcie i po jego zakonczeniu. Proces kancerogenezy jest
dlugotrwaty i wieloetapowy. Gtéwng przyczyng inicjacji nowotworowej jest uszkodzenie DNA
spowodowane przez czynniki mutagenne. Istotng role w przebiegu procesu nowotworowego odgrywajg
wolne rodniki powstajace w organizmie (11). Z badan wiasnych wynika, ze status antyoksydacyjny
obniza sie znacznie u pséw z nowotworami ztosliwymi okolicy odbytu po 6 miesigcach leczenia
antyhormonalnego. Obniza sie réwniez skuteczno$¢ leczenia przeciwnowotworowego. Na podstawie
badan epidemiologicznych wykazano, ze podawanie duzych ilosci witaminy A, C i E w znacznym
stopniu obniza ryzyko zachorowania na choroby nowotworowe (49). Ponadto przeciwutleniacze
odgrywajq takze wazng role w hamowaniu rozwoju i w niszczeniu nowotworow. Przyjmuje sie, Ze
dziatajg one w trzech ptaszczyznach. Po pierwsze podnoszg odpornos¢ immunologiczng organizmu, po
drugie niszczg guza poprzez kontrole aktywnosci genu p53. Trzecim bardzo istotnym mechanizmem
niszczenia komérek nowotworowych jest inhibicja angiogenezy (3). Zatozono, ze prawdopodobnie po
wiaczeniu antyoksydantéw po 6 miesigcach leczenia pséw z nowotworami ztosliwymi, wzmogtoby sie
dziatanie antynowotworowe i poprawitaby sie skuteczno$¢ terapii.

Jedng z gtdwnych cech rozwoju raka jest wystepowanie zmian w ilosci komérek proliferujgcych i
apoptotycznych wewnatrz patologicznej tkanki. Procesy pojawiajace sie wraz z replikacjg DNA, w
normalnych tkankach i komdrkach zmienionych, sq zwigzane z wystepowaniem jadrowego antygenu
komoérek proliferujgcych. Ocena stopnia intensywno$ci proliferacji komérek jest prowadzona na
podstawie ekspresji dwoch protein: jadrowego antygenu proliferacji komérkowej (PCNA) oraz antygenu

Ki- 67. Antygeny te nalezg do wewnatrzjgdrowych kwasowych niehistonowych biatek i biorg udziat w
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podziale komorki. Biatko PCNA uczestniczy w replikacji i naprawie uszkodzern DNA. Pojawia sie w
jadrze komorkowym w koncowym okresie fazy G1 cyklu komoérkowego a maksymalng koncentracje
osigga w fazie S i obniza sie w fazie G2 (9, 31). Istnieje zalezno$¢ pomiedzy warto$ciami wskaznikdw
proliferacji (PCNA, Ki-67) a czasem remisji nowotworu lub czasem przezycia u ludzi (4, 10, 17 ,20 , 21,
41, 45, 53). Takie same obserwacje poczyniono u pséw przy nowotworach guza komoérek tucznych,
czerniakach, miesakach tkanek miekkich oraz chtoniaka zto$liwego (1, 26, 27, 47). Proliferacje i jej
wartosci diagnostyczne i prognostyczne w guzach okolicy odbytu oceniat Martins i wspotpracownicy na
podstawie poziomu antygenu PCNA. Jego obserwacje potwierdzajg wysokg wartos¢ diagnostyczng i
prognostyczng tego parametru (28, 43). W badaniach witasnych stwierdzono najwyzszg aktywno$c¢
proliferacyjng( Ki-67 ) w rakach a najnizszg w gruczolakach. Badania wtasne okre$lajace aktywno$¢
proliferacyjng guzéw okolicy odbytu na podstawie antygenu Ki-67 potwierdzajg wyniki innych autoréw
prowadzacych podobne badania hormonozaleznych nowotworéw jajnika u kobiet (2, 16, 50, 62).
Wykazano takze mozliwo$¢ immunologicznej etiologii guzow jajnika u kobiet. Z obserwacji wlasnych
wynika, ze guzom okolicy odbytu u psow czesto towarzyszacemu stan zapalny.. Miejscowy stan
zapalny uaktywnia uktad immunologiczny przez wytwarzanie cytokin, interleukiny 1 i czynnikow wzrostu.
Pobudzajg angiogeneze, proliferacje komdrkowg i powstawanie aktywnych form tlenu dziatajgcych na
proliferujgce komorki mutagennie. Dziatanie tych czynnikdw powoduje wzrost guza, uaktywnia
angiogeneze i hamuje apoptoze ( 37, 62 ). W Swietle tych spostrzezeri celowe byto kontynuowanie
badan wiasnych.

Mimo ciggtego udoskonalania metod leczniczych w postepowaniu u chorych ludzi i zwierzat
wyleczalno$¢ choroby nowotworowej poprawia sie nieznacznie. Uznane Kkliniczne i histologiczne
czynniki prognostyczne nie sg wystarczajagce w ustaleniu rokowania u konkretnego chorego.
Koniecznym staje sie, wiec poszukiwanie kolejnych, niezaleznych wskaznikéw rokowniczych. Badania
ostatnich lat wskazujgq na prognostyczne znaczenie oceny angiogenezy. Jest to wieloetapowy proces
prowadzacy do powstania nowego naczynia, obecny zaréwno w warunkach fizjologicznych (gojenie sie
ran), jak i patologicznych (zapalenia, nowotwory). Rozwoj guzéw powyzej wielkosci 2-3 mm (graniczna
wielko$¢, dla ktérej mozliwe jest odzywianie komérek na drodze prostej dyfuzji jest zalezny od
wytworzenia nowej sieci naczyn i dostarczenia przez nie sktadnikéw odzywczych, czynnikéw wzrostu i
tlenu (13, 14, 52). Rozpoczecie angiogenezy moze by¢ wywotane zaréwno niedotlenieniem komorek,
jak i mutacjami genéw supresorowych i onkogenow, prowadzacymi do powstania tzw. fenotypu
angiogennego, tj. stanu, w ktérym komorki nowotworowe stale wydzielajg czynniki pobudzajace
angiogeneze (44, 52). W wyniku tych naktadajacych sie procesow komorki nowotworowe aktywujg
swoiste czynniki stymulujgce migracje i podziaty komoérek S$rodbtonka naczyn krwiono$nych w

najblizszym sasiedztwie guza, powodujgc powstanie sieci naczyn oplatajacych i penetrujgcych. W
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Swietle danych z pi$miennictwa wykonano podobne badania oceny poziomu VEGF u pséw z guzami
okolicy odbytu przed, w trakcie i po leczeniu antyhormonalnym. Pozwalajg one na wprowadzenie

odpowiednio dobranego srodka antyhormonalnego oraz na prognozowanie wynikdw leczeni

praca 4.1.1 Badanie profilu wolnych aminokwaséw w surowicy pséw z nowotworami

okolicy odbytu

Wraz ze wzrostem nowotworu rosnie ilos¢ metabolizowanych biatek, co prowadzi do zmiany
profilu wolnych aminokwasow w surowicy krwi chorych zwierzat. Przypuszcza sie, ze rozne guzy w
odmienny sposob wptywajg na profil wolnych aminokwasow. Potwierdzono korelacje miedzy
zawartoScig aminokwasow w tkance nowotworowej i surowicy. Ten zwigzek Swiadczy o tym, Ze tkanka
guza wspotzawodniczy ze zdrowymi tkankami o aminokwasy, szczegoinie siarkowe, a przyspieszona
synteza biatek w nowotworze wymaga ich duzej ilosci. Wskazuje si¢ na mozliwos¢ wykorzystania
zalezno$ci do diagnostyki nowotworow.

Celem badan byto okre$lenie stezenia wolnych aminokwaséw w surowicy psow samcow z
nowotworami ztosliwymi i nieztoSliwymi okolicy odbytu. Okreslano stezenie wolnych aminokwaséw w
surowicy krwi pséw przed antyhormonalnym leczeniem oraz w trakcie leczenia oraz w surowicy pséw
zdrowych z grupy kontrolnej.

Badania wykonano przy uzyciu aparatu do automatycznej analizy aminokwaséw AAA-400
produkcji czeskiej, gdzie do oznaczania stezenia wolnych aminokwaséw zastosowano metode
chromatografii jonowymiennej. Badania przeprowadzono u 45 pséw w wieku 9 — 14 lat, ktére zgodnie z
wynikami badan histopatologicznych, zostaty podzielone na trzy grupy dos$wiadczalne.psy z
nowotworami zio$liwymi, z nowotworami niezto$liwymi oraz psy zdrowe, ktére stanowity grupe
kontrolna.

W surowicy pséw z nowotworami ztosliwymi i nieztosliwymi najwyzsza warto$¢ stwierdzono przy
stezeniu kwasu glutaminowego za$ najnizszg przy stezeniu cysteiny. Poréwnujac stezenie wolnych
aminokwasdw w surowicy krwi pséw z nowotworami ztosliwymi ze stezeniem wolnych aminokwasow w
surowicy krwi pséw grupy kontrolnej réznice statystycznie istotne stwierdzono dla tauryny, kwasu
glutaminowego, glicyny, kwasu asparaginowego i alaniny, oraz tyrozyny. W poréwnaniu do stezenia
wolnych aminokwasdw w surowicy pséw z nowotworami nieztosliwymi i stezenia wolnych aminokwaséw
w surowicy pséw grupy kontrolnej roznice istotng statystycznie stwierdzono dla treoniny, kwasu
asparaginowego, kwasu glutaminowego, glutaminy, alaniny, tyrozyny, waliny, metioniny, leucyny i
izoleucyny. W koncentracji metioniny, tryptofanu i argininy roznice istotne statystycznie wykazano
poréwnujac surowice psow wszystkich trzech badanych grup pséw. Aminokwasy podzielono na grupy
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wedtug ich wtasciwosci chemicznych.. Roznice istotne statystycznie stwierdzono dla aminokwasow
aromatycznych, zasadowych i siarkowych. poréwnujac koncentracje aminokwasoéw w surowicy psow z
nowotworami ztosliwymi, nieztosliwymi okolicy odbytu i pséw zdrowych grupy kontrolnej. Aminokwasy
rozgatezione wykazywaty statystycznie istotng réznice w poréwnaniu surowicy pséw z nowotworami
nieztosliwymi z grupg kontrolna.

Potwierdzono, ze zmiana profilu wolnych aminokwaséw w tkankach nowotworowych i surowicy
krwi jest wynikiem procesow wzrostu komorek organizmu a takze nowotworzenia w organizmie ludzi i
zwierzat. Rozrost nowotworowy powoduje wzmozenie metabolizmu biatka i zmiane profilu
aminokwasowego. Wzrost stezenia niektorych aminokwasow zalezy od stopnia ztosliwo$ci nowotworu.
Ztosliwy proces nowotworowy prowadzi do wzmozonej syntezy biatek w tkance guza. Zmienia si¢
koncentracja wolnych aminokwasow, nie tylko w tkankach, ale takze w surowicy krwi, ktéra posredniczy
w ich przekazywaniu.

Wyniki badarn wtasnych znajdujg potwierdzenie w publikacjach innych autoréw. Zaobserwowali
oni podwyzszony poziom histydyny w surowicy krwi ludzi z rakiem przewodu pokarmowego, ktdry
utrzymuje sie we wszystkich stadiach rozwoju nowotworu. Poza histydyng tylko dwa aminokwasy
zachowuijg sie podobnie, tj. kwas glutaminowy i cystyna za$ poziom innych aminokwaséw obniza si¢
wraz z rozwojem guza by ponownie wzrosngg¢ przy wystapieniu przerzutow.

Z przedstawionych badan wynika, ze nowotwory ztosliwe i nieztosliwe okolicy odbytu prowadzg
do zmiany profilu wolnych aminokwaséw. Zwiekszone zapotrzebowanie guza na aminokwasy znajduje
odzwierciedlenie w podwyzszeniu poziomu wolnych aminokwasow w surowicy krwi. Podczas rozwoju
nowotworu metabolizowana jest wieksza ilo$¢ biatka, co w konsekwencji prowadzi do zmiany profilu
wolnych aminokwaséw w tkance nowotworowej i w surowicy krwi. Badanie profilu wolnych
aminokwasow w surowicy krwi moze by¢ pomocne w diagnostyce pacjentow z chorobg nowotworowa.

Wyniki tych badan zostaty zawarte w publikacji:

- Brodzki A., Brodzki P., Szpetnar M., Tatara M. R.: Serum concentration of free amino acids in dogs
suffering from perianal tumours. Bulletin of the Veterinary Institute in Pulawy 57, 47-52, 2013. (IF=0,36)

praca 4.1.2 Badania koncentracji magnezu w surowicy pséw z nowotworami gruczotow
okotoodbytowych u pséw samcow.

Magnez petni w organizmie czlowieka i zwierzat bardzo wazng role w procesach
biochemicznych, immunologicznych a takze w procesach powstawania wolnych rodnikéw tlenowych.

Wptywa on w istotny sposob na uktad immunologiczny poprzez pobudzenie produkcji limfocytow i

12



Zatgcznik nr 2 do wniosku o przeprowadzenie postepowania habilitacyjnego

usprawnienie fagocytozy, a takze powoduje ostabienie reakcji zapalnej organizmu. Przy zbyt niskie
losci magnezu wystepujg zaburzenia w syntezie biatka co powoduje spadek poziomu albumin i biatek
osocza krwi natomiast wzrost poziomu globulin. Konsekwencjg tych zmian moze by¢ spadek
odpornosci. Badania wtasne przeprowadzono na surowicy krwi 45 psow samcow roznych ras. Psy byty
leczone zachowawczo w Katedrze i Klinice Chirurgii Zwierzat Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie
z powodu nowotwordw gruczotéw okolicy odbytu. Wiek psow wahat sie¢ w granicach od 9 do 14 lat.
Absorbcje dla magnezu oznaczano na spektrofotometrze absorbcji atomowej firmy PAY-UNICAM.
W tym celu zastosowano lampe spektrofotometryczng magnezowa. Lampa emituje $wiatto o okreslonej
dtugosci fali, ktdre jest pochtaniane proporcjonalnie do zawartosci tego pierwiastka w prébce.

Koncentracje magnezu oznaczono w surowicy psow zdrowych grupy kontrolnej oraz psow
chorych na zto$liwe i nieztosliwe nowotwory gruczotéw okoto odbytowych. Wykonano oznaczenia u
pséw przed leczeniem, 1 miesigc po rozpoczeciu leczenia i 6 miesiecy od rozpoczecia leczenia. Wyniki
poddano analizie statystycznej. Koncentracja magnezu wzrastata wraz ze wzrostem zto$liwosci
nowotworu. W grupie kontrolnej stezenie magnezu byto najnizsze, a nieznacznie wyzsze jego stezenie
stwierdzono u pséw z nowotworami nieztosliwymi (roznica nie byta istotna statystycznie). W grupie
psow z nowotworami zto$liwymi stezenie magnezu byto zdecydowanie wyzsze w poréwnaniu do grupy
kontrolnej oraz do grupy pséw z nowotworami nieztosliwymi. Rdznice migdzy grupg pséw z
nowotworami zto$liwymi a grupg kontrolng i psami z nowotworami nieziosliwymi byly statystycznie
istotne. Psy chore z nowotworami gruczotow okoto odbytowych poddano leczeniu zachowawczemu
(antyhormonalnemu), a w czasie leczenia po 1 i 6 miesigcach kontrolowano koncentracje magnezu w
surowicy leczonych pséw i prowadzono obserwacje kliniczne efektow leczenia. Stwierdzono, ze
koncentracja magnezu w grupie psow z nowotworami nieztosliwymi wzrastata wraz dtugoscig leczenia.
U pséw przed leczeniem stezenie magnezu byto najnizsze, wzrosto po 1 miesigcu leczenia a po 6
miesigcach od rozpoczecia leczenia byto najwyzsze. Roznice w kazdej grupie byly istotne statystycznie.
Natomiast w grupie psoéw z nowotworami ztosliwymi koncentracja magnezu nieznacznie spadta w
poréwnaniu do psdw przed leczeniem, a rdznica miedzy tymi grupami nie bytfa istotna statystycznie. Po
6 miesigcach od rozpoczecia leczenia koncentracja tego pierwiastka wzrosta tak, ze roznica miedzy
grupg po 1 miesigcu leczenia a po 6 miesigcach od rozpoczecia leczenia byta istotna statystycznie
natomiast réznica w koncentracji magnezu w grupie przed leczeniem i po 6 miesigcach leczenia byta
niewielka i nie byta istotna statystycznie.

Wyniki tych badan znajdujg odzwierciedlenie w klinicznych  efektach leczenia
antyhormonalnego. Guzy niezto$liwe juz po 1 miesigcu leczenia ulegajg znacznej remisji i zmniejszajg,
swojg wielkos¢. Po 6 miesigcach terapii prawie wszystkie guzy niezioSliwe ulegajg catkowitej remisji

I dochodzi do znikniecia guza. W surowicy krwi zachodzg podobne zmiany w koncentracji magnezu
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Podczas leczenia i remisji guza ro$nie poziom magnezu w surowicy leczonych pséw. Guzy ztosliwe
powoli ulegajg remisji pod wptywem lekdw antyhormonalnych. Po 1 miesigcu od rozpoczecia leczenia
guzy zto$liwe przestajg krwawi¢, ustepuje bolesno$c¢ i przykry zapach. Na poczatku wielko$¢ guza nie
ulega zmianie. Dopiero po 6 miesigcach leczenia guzy ulegajg czesciowej remisji. Podobnie zmienia sie
stezenie magnezu w surowicy krwi leczonych pséw. Po 1 miesigcu leczenia stezenie magnezu nie
wzrasta a nawet nieznacznie obniza sie. Po uptywie 6 miesiecy leczenia wraz z widocznym klinicznie
zmniejszaniem sie Srednicy guza koncentracja tego pierwiastka wzrasta, a rdznica w poréwnaniu do
psow przed leczeniem i po 1 miesigcu leczenia jest istotna statystycznie. Wyniki tych badan zostaty
opublikowane w publikaciji:

- Brodzki A., Tatara M. R., Brodzki P.: Serum concentration of magnesium in dogs suffering from tumors

of the perianal glands. Magnesium Research 26, 87-92, 2013.

praca 4.1.3. Wartosci diagnostyczne i prognostyczne proliferacji komérkowej w nowotworach

okolicy odbytu u pséw.

Nowotwory okolicy odbytu klinicznie wystepujg jako guzowate, krwawigce twory dookota
odbytu. Etiologia nowotworéw wywodzacych sie z gruczotow okotoodbytowych jest mato poznana.
Wzrost guzéw okolicy odbytu moze byé modulowany hormonami ptciowymi, gtéwnie androgenami.
Wyrdznia sie trzy histopatologiczne rodzaje nowotwordéw tej okolicy u pséw: gruczolak (adenoma),
gruczolakorak (adenocarcinoma) i rak (adenoma). Najczes$ciej stwierdzane guzy okolicy odbytu u pséw
to gruczolaki stwierdzane nawet w 80 % przypadkéw. Gruczolakoraki czasami dajg objawy
paraneoplastyczne w postaci poliurii i polidypsji w potaczeniu z hiperkalcemig i hiperfosfatemia.
Przerzuty z rakéw okotoodbytowych moga lokalizowac si¢ w ptucach, watrobie i Sledzionie, biodrowych
i ledzwiowych weztach chtonnych. Jedng z gtéwnych cech rozwoju raka jest wystepowanie zmian
w poziomie komorek proliferujacych i apoptycznych wewnatrz okreslonej tkanki. Zdarzenie to
pojawiajace sie wraz z replikacjg DNA, w normalnych tkankach i komdrkach zmienionych, jest zwigzane
z wystepowaniem jadrowego antygenu komérek proliferujgcych.  Ocena stopnia intensywno$ci
proliferacji komérek jest prowadzona na podstawie ekspresji dwdch protein: jagdrowego antygenu
proliferacji komdrkowej (PCNA) oraz antygenu Ki- 67. Antygeny te nalezg do wewnatrzjgdrowych
kwasowych niehistonowych biatek i biorg udziat w podziale komérki. Biatko PCNA uczestniczy
w replikacji i naprawie uszkodzen DNA. pojawia si¢ w jadrze komérkowym w koricowym okresie fazy G1

cyklu komorkowego a maksymalng koncentracje osigga w fazie S i obniza sie¢ w fazie G2. Funkcja
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biatka Ki-67 w komorce nie jest do korica znana, ale prawdopodobnie utrzymuje w czasie mitozy
strukture wyzszego DNA. Ekspresja tego biatka wzrasta juz w potowie fazy G1 i rosnie w S i G2,

maksymalne stezenie osigga w fazie M a nastepnie jego poziom gwattownie spada.

Materiat do badan stanowity bioptaty 41 guzéw okolicy odbytu pobrane za pomocg trepanu skérnego
o0 $rednicy 0,6cm od psow leczonych w Klinice Chirurgii Zwierzat UP w Lublinie oraz 6 wycinkow
prawidtowej tkanki gruczotow przyodbytowych. Ekspresje antygenu Ki-67 oznaczono z zastosowaniem
zestawu przeznaczonego do barwien immunohistochemicznych w tkankach zwierzecych - Dako-ARK™
(Animal Research Kit, Dako) redukujacego tto reakcji niespecyficznych oraz mysiego monoklonalnego
przeciwciata przeciwko antygenowi Ki-67, klon MIB-1 (Dako) przeznaczonego dla skrawkow
parafinowych w rozciedczeniu 1:300. Jako chromogenu uzyto czterochlorowodorku-3,3'-
dwuaminobenzydyny (DAB - Sigma). W reakcjach immunohistochemicznych stosowano podwaojny uktad
kontroli. Kontrole ujemna, gdzie inkubacje z przeciwcialem pierwotnym zastepowano inkubacjq z
odpowiednig nieimmunizowang surowicg IgG i kontrole dodatnig gdzie inkubacje przeprowadzano na
tkance o udowodnionej dodatniej reakcji z danym przeciwciatem. W przeprowadzonych badaniach byt to
migdatek podniebienny zdrowego psa. Do ilosciowej oceny ekspresji antygenu Ki-67 wykorzystano
system komputerowo wspomaganej analizy obrazu mikroskopowego. W sktad zestawu wchodzit:
mikroskop $wietlny (Nikon Eclipse E-600) sprzezony z kamerg cyfrowgq (Nikon DS-Fi1) oraz

komputerem PC z programem do analizy obrazu (NIS-Elements BR-2.20, Laboratory Imaging).

Dodatni odczyn immunohistochemiczny na obecno$¢ antygenu Ki-67 wystapit w jadrach
komérkowych za wyjatkiem rzadko obserwowanego stabego odczynu w cytoplazmie niektorych
komoérek nabtonkowych, w tym komorek wykazujacych figury podziatu mitotycznego. Odczyn miat
charakter ziarnisty lub ziarnisto rozlany. Czesto obserwowano silnie dodatnio wybarwione jaderka i. nie
wielkie réznice w intensywnosci zabarwienia poszczegdinych jader. Charakterystyczna natomiast byta
heterogenno$¢ rozmieszczenia komoérek dodatnich. W wycinkach tkanki prawidtowego gruczotu
przyodbytowego oraz w przypadku gruczolakdéw w przewadze komérki dodatnie lokalizowaty sie w
obwodowe;j strefie beleczek, wysp i sznuréw w grupie komorek bazoidalnych. Jedynie nieliczne komérki
hepatoidalne wykazywaty reakcje dodatnig. Podobnie w grupie nabtoniakéw w wiekszosci przypadkow
komorki o dodatnim odczynie wykazywaty morfologie komérek bazoidalnych i zlokalizowane byty na
obwodzie struktur tworzacych utkanie guzéw. Tym niemniej w grupie tej obserwowano réwniez komarki
hepatoidalne o wyraznie zabarwionym-dodatnim jadrze komorkowym. W grupie rakéw dodatnio
reagujace nisko zroznicowane komarki nowotworu byty rozrzucone chaotycznie pomigedzy komérkami
ujemnymi. Sporadycznie obserwowano zabarwienie jader komorek podsScieliska i $Srodbtonka

naczyniowego. Za dodatnio reagujgce uznawano wszystkie komorki nabtonkowe o wyraznie

15



Zatgcznik nr 2 do wniosku o przeprowadzenie postepowania habilitacyjnego

zabarwionym jadrze. WartoSci indeksu Ki-67 w badanej grupie rozrostéw wahaty si¢ od 2,2 do 25,4 %.
Najwyzszg S$rednig warto$¢ indeksu antygenu Ki-67 stwierdzono w grupie rakéw gruczotow
okotoodbytowych gdzie wynosita ona 18,5% i roznita si¢ istotnie statystycznie przy P=0.01 pomiedzy
Srednimi warto$ciami indeksow w grupie gruczolakow i tkankg prawidtowg. W grupach tych $rednie
wartosci indeksu antygenu Ki-67 wynosity odpowiednio 7,33% i 7,63%. W grupie guzéw wykazujacych
utkanie nabtoniaka gruczotéw okotoodbytowych $rednia warto$¢ indeksu Ki-67 wynosita 11,95% i nie
wykazywata istotnych statystycznie roznic z innymi ocenianymi grupami. Wyniki tych badan zostaty

zawarte w publikacji :

- Brodzki A., topuszynski W., Brodzki P., Tatara MR.:: Diagnostic and prognostic value of cellular
proliferation assessment with Ki-67 protein in dogs suffering from benign and malignant perianal tumors.
Folia Biologica 3, 235-241, 2014.

praca 4.1.4 Poziom VEGF i 17-B-estradiolu u psow z gruczolakami i nabtoniakami okolicy

odbytu leczonych tamoxifenem.

Wsrod nowotworow wystepujacych w okolicy odbytu najczesciej stwierdza sie gruczolaki
i nabtoniaki gruczotéw hepatoidalnych. Nowotwory te sg powszechnie uznawane za guzy tta
hormonalnego gdzie gtdwnym czynnikiem onkogennym sg hormony piciowe meskie i zenskie.
Uwaza sie réwniez, ze czynnikiem onkogennym odgrywajacym kluczowag role w rozwoju tych guzow
jest  czynnik odpowiedzialny za wzrost naczyn krwiono$nych - angiogeneze. Fizjologicznie
angiogeneza intensywnie zachodzi podczas embriogenezy, owulacji, cigzy oraz w procesie gojenia si¢
ran. Angiogeneza odgrywa réwniez istotng role w rozwoju procesu nowotworowego dostarczajgc
rozwijajacym sie komérkom guza substancji odzywczych i tlenu oraz oraz umozliwia migracje komérek

nowotworowych do krwioobiegu zwiekszajac mozliwo$¢ przerzutéw odlegtych.

Tamoxifen jest niesterydowym lekiem antyestrogenowym i jest stosowany w leczeniu guzéw
estrogenozaleznych u ludzi i zwierzat., antagonistg receptora estrogenowego. Alternatywnym efektem

przeciwnowotworowym jest hamowanie rozwoju naczyn przez modulowanie czynnika VEGF.

Celem pracy byla ocena stezenia VEGF w surowicy krwi psow leczonych tamoxifenem z
powodu gruczolakéw i nabtoniakow okolicy odbytu. Stezenie tego czynnika bylo badane trzykrotnie:
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przed podjeciem leczenia, jeden miesigc od rozpoczecia leczenia i sze$¢ miesiecy od rozpoczecia

leczenia.

Materiat do oznaczen stanowita surowica krwi 30 psow samcow roznych ras. Psy byty
leczone zachowawczo w Katedrze i Klinice Chirurgii Zwierzat Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie z
powodu nowotwordw okolicy odbytu. Wiek pséw wahat sie w granicach od 9 do 14 lat. Grupe kontrolng
stanowito 10 zdrowych pséw poddawanych zabiegowi kastracji. VEGF w surowicy psdéw oznaczano
przy pomocy testu Elisa (Quantikine Canine Immunoassay;R&D Systems, INC Minneapolis, USA,
supplier BIOKOM). 17-B-estradiol oznaczano przy uzyciu testu Elisa (Immunoenzymatic assai

(Biomerieux, Marcy I'Etoile, France).

W badanej grupie 30 zwierzat u 12 pséw psow stwierdzono gruczolaka a u 18 pséw nabfoniaka
gruczotéw okotoodbytowych. Po 6 miesigcach od rozpoczecia podawania Tamoxifenu stwierdzono
remisje guza u wszystkich badanych pséw. Obserwacja leczonych pséw trwata przez 6 miesiecy.
W tym czasie u 10 psdéw z gruczolakorakiem nastgpita progresja choroby do matych, pojedynczych
guzéw. W badaniu poziomu VEGF u leczonych pséw stwierdzono obnizenie si¢ tego czynnika u
wszystkich pséw w 1 miesigc od podjecia leczenia z 13,50 pg/ml do 9,40 pg/ml. Obnizony poziom
VEGF utrzymywat sie przez 6 miesiecy obserwacji u 20 badanych pséw — wszystkich psoéw
z gruczolakami i 8 z nabtoniakami. U 10 psdw z nabfoniakami po 6 miesigcach od rozpoczecia leczenia
stwierdzono wzrost poziomu VEGF z 9,40 pg/ml do 29,46 pg/ml. Wartosci te pokrywaty sie ze stanem

klinicznym poniewaz u 10 pséw z nabtoniakiem nastgpita progresja.

We wszystkich badanych przypadkach leczonych pséw prowadzono réwniez badania poziomu
17-B-estradioul w surowicy krwi. Otrzymane wyniki zestawiono z poziomem VEGF. Nie obserwowano
korelacji pomiedzy poziomem 17-B-estradiolu a poziomem VEGF u pséw z gruczolakami gruczotow
okotoodbytowych w okresie obserwacji. Natomiast stwierdzono korelacje tych wartosci u psow z
nabtoniakiem. Stwierdzono podwyzszony poziom obydwu wskaznikéw w surowicy psow przed
leczeniem i w 6 miesiecy od rozpoczecia leczenia. Wyniki te potwierdzaja, ze, podwyzszony poziom
estradiolu powoduje wzrost poziomu VEGF co moze powodowac progresje procesu howotworowego

przez wzmozong angiogeneze. Wyniki powyzszych badan opublikowano w pracy:
- Sobczynska-Rak A., Brodzki A.: VEGF and 17-B-estradiol Levels after tamoxifen
Administration in Canine Hepatoid Gland Adenomas and Hepatoid Gland Epitheliomas.

In Vivo 28, 871-878, 2014.
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praca 4.1.5 Wystepowanie, etiologia i antyhormonalne leczenie guzow odbytu u pséw samcow.

Z danych literaturowych wynika, Zze nowotwory okolicy okotoodbytowej wykazujq
hormonozalezno$¢, zarbwno na androgeny jak i estrogeny. Hormony po potaczeniu sie ze
specyficznymi dla nich receptorami w tkance gruczotowej, pobudzajg szybkie podziaty komoérkowe
i wptywajg na rozpoczecie karcinogenezy. Obecno$¢ receptoréw androgenowych oraz estrogenowych,
zarbwno  w zdrowej tkance gruczotowej jak i w tkance zmienionej nowotworowo opisana zostata w
wielu publikacjach (Budzynska, Nill:an Y, Pisani G, Tozon18). Wykazano, ze odsetek receptoréw
androgenowych oraz estrogenowych byt znacznie wyzszy w komdrkach rozrostowych niz zdrowej
tkance gruczotowej, co wskazuje na ich udziat w rozwoju procesu nowotworowego ((Budzynska, Nill;an
Y, Pisani G, Tozon19).

Obecnie, terapia guzéw okolicy odbytu podobnie jak nowotworéw dotyczacych innych okolic
ciata, uzalezniona jest od rodzaju nowotworu, jego ztosliwo$ci, rozlegto$ci zmian oraz ogdlnego stanu
zdrowia pacjenta. Postepowanie lecznicze obejmuje zazwyczaj chirurgiczne usunigcie zmiany
nowotworowej czesto potaczone z kastracja, terapie farmakologiczng oraz w zalezno$ci od dostepnosci
radioterapie i krioterapie (Morris J., Dobson J, Nolte 1). W zwigzku z hormonozaleznoscig guzéw
gruczotow przyodbytowych, jednym ze sposobdw leczenia lub postepowania wspomagajacego terapie
przeciwnowotworowg jest zastosowanie preparatéw antyhormonalnych. Terapia antyhormonalna polega
na zastosowaniu lekow, ktore majg zdolno$¢ selektywnego taczenia sie z receptorami zamiast
hormondw, dzieki czemu podziaty komorek zalezne od obecnosci hormonu zostajg zahamowane.
Jednym z preparatdw tego typu jest Tamoxifen, niesteroidowy lek antyestrogenowy, nalezacy do
selektywnego modulatora receptora estrogenowego (SERM - Selective Estrogen Receptors
Modulators), Mechanizm dziatania leku polega na blokowaniu receptoréw estrogenowych i tworzeniu
z nimi stabilnych komplekséw w tkankach docelowych (3). Innym lekiem jest Androcur, ktéry wykazuje

kompetycyjne dziatanie antyandrogenowe na wszystkie tkanki i narzady.
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Celem podjetych przez autoréw badan byto okreslenie, jakiego typu nowotwory dotyczace
okolicy okotoodbytowej wystepujg u pséw utrzymywanych w Lublinie i jego okolicach. Dodatkowym
zadaniem badan byto uzyskanie odpowiedzi na pytanie czy mozliwa i skuteczna jest terapia
farmakologiczna hormonozaleznych guzéw nowotworowych gruczotéw przyodbytowych przy uzyciu
preparatow antyhormonalnych. Uzyskanie pozytywnych wynikow terapii guzéw nowotworowych
preparatmi antyestrogenowymi i antyandrogenowymi pozwoli na wprowadzenie do praktyki klinicznej
nowej skutecznej metody leczenia zachowawczego nowotwordw gruczotéw okotoodbytowych u pséw
samcow. Badania wykonane zostaty na 45 psach samcach w wieku 6-14 lat. Zwierzeta byty pacjentami
leczonymi z powodu zmian nowotworowych okolicy odbytu w Katedrze i Klinice Chirurgii Zwierzat
Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie.

Materiat do badan stanowita krew oraz wycinki guzow okolicy odbytu. Krew pobierano z zyty
dostepowej (vena saphena), do probdwek z aktywatorem wykrzepiania Vakutest (Vacutest Kima,
Arzergrande, ltaly). Po odwirowaniu krwi uzyskang surowicge przechowywano w temp. - 20°C.
W pobranym materiale wykonano badanie poziomu 17- estradiolu i testosteronu. Oznaczanie poziomu
wymienionych hormondéw przeprowadzono metodg ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbant Assay) przy
uzyciu komercyjnych zestawdw do oznaczania testosteronu i 17f estradiolu (Biomerieux, Marcy I'Etoile,
France) oraz spektrofotometrycznego czytnika mikroptytek Benchmark Plus, wyposazonego
w oprogramowanie Microplate Manager Software V. 5.2.1 (Boi-Rad Laboratories Inc., Hercules,
Kalifornia, USA). Wycinki guzéw pobierano przy uzyciu trepanu skérnego o srednicy 0,6 cm. Uzyskany
materiat dostarczano do Katedry Anatomii Patologicznej Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej
Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie w celu badania histopatologicznego. Preparaty do oceny
histopatologicznej po zabarwieniu hematoksyling i eozyng, oceniane byty w mikroskopie Swietlnym
(Nikon Eclipse E-600). Ocene mikroskopowg badanych tkanek przeprowadzano w oparciu o
histologiczna klasyfikacje nowotwordw skory wg AFIP/WHO (5).

Na podstawie otrzymanych wynikéw badania hormonalnego, podejmowano leczenie
farmakologiczne nowotworéw. U pséw samcéw poziom testosteronu w warunkach fizjologicznych
wynosi 0,5-6 ng/ml. natomiast maksymalna warto$¢17-f estradiolu to 15 pg/ml. W przypadku wysokiego
poziomu 17- estradiolu stosowano leczenie preparatem Tamoxifen, w dawce 1 mg/kg m.c. doustnie w
formie tabletek. U psow wykazujgcych niski poziom estradiolu(......) i wysoki poziom testosteronu
(P Jpodawano Androcur w dawce 5 mg/kg rowniez doustnie. Leki stosowano przez okres 1
miesigca.

Na podstawie badan histopatologicznych w badanej grupie zwierzat rozpoznano 27
gruczolakéw - (adenoma), 14 przypadkow nabftoniaka - (epithelioma) o niskiej ztoSliwosci oraz 4

nowotwory ztosliwe — (carcinoma)..
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W przypadku nowotwordw niezto$liwych (adenoma), 90% leczonych zmian ulegata catkowitej
remisji, a w okresie 6 miesiecznej obserwacji nie stwierdzono nawrotu choroby. Jedynie w okoto 10%
przypadkow, guzy te znacznie sie zmniejszaly, nie zanikaty catkowicie i nie krwawity. W takich
przypadkach leczenie przedtuzano o kolejne 2 - 3 tyg., po ktdrym guzy nieztosliwe zanikaty catkowicie.
Przez okres 6 miesiecznej dalszej obserwacji nie odnotowano wznowy procesu nowotworowego.
Nabtoniaki o matej zto$liwosci (epithelioma), w 70% zupetnie zanikaty po miesiecznej terapii, a w 30%
jedynie zmniejszaty swojg Srednice. Przedtuzanie terapii nie prowadzito do dalszego zmniejszania sie
guzéw. W okresie 6 miesiecznej obserwacji, 60% nabtoniakéw ulegato wznowie. Gruczolakoraki
podczas leczenia zmniejszaty swojg Srednice, ale nie zanikaty catkowicie. Dalsza obserwacja w kazdym
przypadku tego typu nowotworu wykazywata nasilenie procesu nowotworowego i szybki wzrost guzow.
We wszystkich wymienionych typach nowotwordw, podczas leczenia, obserwowano zahamowanie ich
wzrostu i co bardzo istotne, zahamowanie rozpadu tkanki nowotworowej i niektérych objawdw z tym
zwigzanych.

Nie notowano powazniejszych objawow ubocznych leczenia preparatem androkur i tamixifen.
W dwdéch przypadkach po leczeniu preparatem androcur u pséw, zaobserwowano obrzek i tkliwo$¢
gruczotdéw sutkowych (ginekomastia). Tamoksifen byt dobrze tolerowany przez psy i nie obserwowano
objawéw ubocznych dziatania tego leku. Z przeprowadzonych badar wiasnych wynika, ze terapia
hormonalna jest bezpieczng i skuteczng metodg leczenia nowotwordéw niezio$liwych, gruczotow
okotoodbytowych i powoduje wyleczenie we wszystkich przypadkach. Leczenie nabtoniakéw wymaga
dtugotrwatego podawania preparatdw antyhormonalnych i powtarzania kuraciji, gdy dojdzie do wznowy.
Leczenie gruczolakorakdéw preparatami antyhormonalnymi moze by¢ zastosowane w celu wyciszenia
procesu nowotworowego, zmniejszenia wielkosci guza i poprawy komfortu Zycia psow
zaawansowanych wiekowo, u ktérych stan zdrowia nie pozwala na leczenie chirurgiczne. U psow z
mniejszym ryzykiem operacyjnym metode antyhormonalnego leczenia mozna stosowac fgcznie z
metodg chirurgii radykalnej. Potgczenie tych metod w leczeniu nowotwordw ztosliwych ogranicza
rozlegtos¢ zmiany i utatwia przeprowadzenie zabiegu.

Wyniki tych badan zawareto w publikacii:

- Brodzki A., Sobczynska- Rak A., Brodzki P., Tatara MR., Siimanowicz P.: Wystepowanie,
etiologia i antyhormonalne leczenie guzéw odbytu u pséw samcow. Med. Wet. 70, 585-648,
2014.

praca 4.1.6 Parametry catkowitego statusu antyoksydacyjnego oraz zawartos¢ cynku w surowicy
pséw z nowotworami okolicy odbytu.
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W prawidtowo funkcjonujagcym organizmie zachowana jest réwnowaga pomiedzy

powstawaniem a usuwaniem wolnych rodnikéw z organizmu. Zaburzenie tej rownowagi i zwigkszona
produkcja wolnych rodnikow prowadzi do stresu oksydacyjnego. Ten stan prowadzi do uszkodzenia
komérek poprzez uszkodzenie biatek i lipidow - elementow budowy komdrek oraz prowadzi do mutacji
DNA. Wymienione zmiany w komorkach organizmu sg przyczyng powstawania zmian nowotworowych.
Organizm cztowieka i zwierzat wytwarza mechanizmy obronne, ktére zabezpieczajg go przed
negatywnym dziataniem wolnych rodnikow tlenowych. Gtéwng role ochronng przed negatywnym
dziataniem wolnych rodnikéw stanowig enzymy: dysmutaza ponadtlenkowa, katalaza, peroksydaza,
peroksydaza i reduktaza glutationowa. Enzymem wystepujacym we wszystkich tkankach organizmu
metabolizujacych tlen i odgrywajacym kluczowg role w ochronie organizmu przed negatywnym
dziataniem wolnych rodnikow jest dysmutaza ponadtlenkowa (SOD). Jest to enzym zawierajacy w swej
budowie jony metali Cu, Zn, Mn i Fe.
Biopierwiastki te odgrywajg wazna role w procesie nowotworzenia. Kumulowanie si¢ miedzi w watrobie
moze przyczyniaC sie do powstawania i rozwoju zmian nowotworowych (Sawaki). Zawarto$¢ miedzi i
ceruloplazminy w surowicy krwi i moczu chorych na raka watroby sg znaczaco podwyzszone w
poréwnaniu do grupy kontrolnej. Uwaza sie, ze miedz i ceruloplazmina mogg by¢ markerami
nowotwordw watroby. Stwierdzono, ze suplementacja cynku zwieksza odporno$¢ komorkowg i chroni
organizm przed infekcjami i powstawaniem zmian nowotworowych.. Niedobér cynku w diecie wptywa na
rozwdj raka jelita grubego. Wykazano, ze u kobiet z rakiem piersi poziom cynku byt znacznie nizszy niz
u kobiet zdrowych za$ poziom miedzi i stosunek miedzi do cynku byt istotnie podwyzszony.
Doswiadczalnie wykazano, ze poziom miedzi i cynku oraz ich stosunek jest przydatny do wykrywania
wczesnego stadium nowotwordw przewodu pokarmowego.

Celem pracy byto okre$lenie catkowitego statusu antyoksydacyjnego oraz stezenie poziomu
cynku u pséw z nowotworami okolicy odbytu przed leczeniem i 1 oraz 6 miesiecy od rozpoczecia
leczenia.

Badane zwierzeta podzielono na dwie grupy: psy z nowotworami zto$liwymi (carcinoma i epithelioma) i
z nowotworami niezio$liwymi okolicy odbytu (adenoma).Zwierzeta bylty poddawane leczeniu
zachowawczemu preparatami antyhormonalnymi po wcze$niejszym zbadaniu poziomu hormonéw
ptciowych w surowicy krwi. Psy z podwyzszonym poziomem estrogendéw leczono Tamoxifenem w
dawce 1 mg/kg. Psy z podwyzszonym poziomem testosteronu leczono preparatem Androcur w dawce
5mg/kg. Surowica do badan byta pobierana od pséw trzykrotnie; przed leczeniem, 1 i 6 miesiecy od

rozpoczecia leczenia.
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Materiat do oznaczen stezenia cynku stanowita surowica krwi 45 psdéw samcow roznych ras.
Psy byly leczone zachowawczo w Katedrze i Klinice Chirurgii Zwierzat Uniwersytetu Przyrodniczego w
Lublinie z powodu nowotwordw gruczotow okotooodbytowych. Wiek psoéw wahat sie w granicach od 9
do 14 lat

Do oznaczenia catkowitego statusu antyoksydacyjnego w surowicy krwi uzyto komercyjnego
zestawu Im An Ox (TAS) Kit Immunodiagnostic AG Benscheing Germany. Absorbcje dla cynku
oznaczano na spektrofotometrze absorbcji atomowej firmy PAY-UNICAM. W tym celu zastosowano
lampe spektrofotometryczng cynkowa. Lampa emituje $wiatto o okreslonej dtugosci fali, ktdre jest

pochtaniane proporcjonalnie do zawartosci tego pierwiastka w probce.

Uzyskane wyniki wykazujg udziat TAS w leczeniu nowotworéw okolicy odbytu u pséw. Poziom
enzymow antyoksydacyjnych jest wyzszy w surowicy psow z nowotworami zioSliwymi niz z
nowotworami nieztosliwymi. Roznica nie jest statystycznie istotna. Aktywno$¢ antyoksydacyjna wzrasta
ze Sredniej aktywnosci przed leczeniem do wysokiej aktywnosci po pierwszym miesigcu leczenia, TAS
po 6 miesigcach leczenia w surowicy psow z nowotworami ztosliwymi obniza sie w poréwnaniu do psow
z nowotworami nieztosliwymi. Rdznica jest istotna statystycznie. Spadek aktywnosci antyoksydacyjnej
powoduje obnizenie efektywnosci leczenia przeciwnowotworowego. Byé moze suplementacja
antyoksydantéw takich jak selen i witamina C i E moze wspomagac leczenie przeciwnowotworowe W
surowicy psow z nowotworami ztosliwymi przed leczeniem koncentracja cynku jest bardzo niska.
Podczas leczenia ilo$¢ cynku w surowicy wzrasta bardzo wyraznie do granic norm fizjologicznych.
Sugeruje to duze zapotrzebowanie guza na ten pierwiastek i gromadzenie w nim cynku.
Potwierdzajg to wyniki badan wtasnych poziomu cynku w surowicy i tkance nowotworéw gruczotu
sutkowego i skory u psow. Badania te wykazaty spadek stezenia cynku w surowicy a wzrost stezenia
cynku w tkance nowotworowej gruczotéw sutkowych.

Wzrost zapotrzebowania tkanki nowotworowej na cynk jest prawdopodobnie zwigzany ze wzrostem
metabolizmu komdrki nowotworowej i wzrostem aktywnosci wielu enzyméw wewnagtrzkomorkowych
uaktywnianych przez jony cynku. Stwierdzono réwniez, ze gromadzenie cynku wewnagtrzkomorkowego

hamuje apoptoze komérki nowotworowej. Wyniki powyzszych badan opublikowano w pracy:

- Brodzki A., Brodzki P., Tatara MR. Kostro K.: Total antioxidative status and zinc concentration in dogs

suffering from perianal tumors. Bulletin of the Veterinary Institute in - Pulawy 57, 47-52, 2013. (
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WNIOSKI:

1. Profil wolnych aminokwaséw w surowicy krwi u pséw z choroba nowotworowg posiada warto$¢
diagnostyczng i stanowi uzupetnienie diagnostyki histologicznej nowotworéw  gruczotéw
okotoodbytowych.

2. Ksztattowanie sie poziomu magnezu w surowicy u psow leczonych preparatami antyhormonalnymi
jest przydatnym wskaznikiem w monitorowaniu skutecznosci leczenia zachowawczego nowotworow
okolicy okoto odbytowe;.

3. Zawartos¢ antygenu Ki-67 w tkance nowotworowej gruczotdw okotoodbytowych Scisle koreluje ze
stopniem zto$liwosci, co moze by¢ wykorzystane w diagnostyce roznicowej oraz w prognozowaniu
skuteczno$ci zastosowanego leczenia przeciwnowotworowego.

4. Aktywnos¢ enzymdw antyoksydacyjnych w surowicy pséw z nowotworami ztosliwymi jest istotnie
wyzsza w poréwnaniu do nowotworow niezto$liwych. Ksztattowanie sie aktywnosci antyoksydacyjnej po
zastosowaniu leczenia przeciw hormonalnego szczegdlnie w odniesieniu do nowotworéw ztosliwych
gruczotéw okotoodbytowych jest wskazaniem do suplementacji antyoksydantami w celu zwigkszenia
skutecznosci leczenia zachowawczego.

5. Niski poziomu cynku w surowicy pséw z nowotworami ztosliwymi jest wynikiem zwigkszonego jego
zapotrzebowania przez komorki nowotworowe ze wzgledu na wzrost ich metabolizmu i aktywnos$ci
enzymow wewngtrzkomdrkowych zaleznych od stezenia jondw cynku.

6. Wzrost poziomu estradiolu powoduje jednoczesne zwigkszenie poziomu czynnika wzrostu naczyn

krwiono$nych (VEGF), co jest przyczyng progresji procesu nowotworowego.
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7. U psow terapia antyhormonalna jest bezpieczng i skuteczng metodg leczenia zachowawczego
szczegolnie w odniesieniu do nowotwordéw nieztosliwych gruczotéw okotoodbytowych. Natomiast
w przypadku nowotwordw ztosliwych celowe jest uzupetnienie postepowania resekcjg zmian

nowotworowych.

Prace stanowia oryginalny element badan dotyczacych przesledzenia odpowiedzi
organizmu zwierzat poddanych leczeniu nowotworéw okolicy odbytu preparatami

antyhormonalnymi przez okres szesciu miesiecy.
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5. Omowienie pozostatych osiagnie¢ naukowo-badawczych

5.1. Dorobek naukowy przed uzyskaniem stopnia

doktora nauk weterynaryjnych

Po ukonfczeniu studidow na Wydziela Medycyny Weterynaryjnej AR w Lublinie w 1995 roku
zostatem zatrudniony w na stanowisku asystenta w Katedrze i Klinice Chirurgii Zwierzat. pod

kierownictwem prof. dr hab. Edwarda Komara.

Pierwszy okres mojej pracy naukowo-badawczej i klinicznej obejmowat zapoznanie si¢ z
technikami diagnostycznymi i terapeutycznymi wykorzystywanymi w rozpoznawaniu i leczeniu choréb
chirurgicznych u zwierzat oraz ich zastosowaniem w praktyce lekarsko-weterynaryjnej. Jednoczes$nie
pracujac, jako lekarz w Klinice, rozpoczatem badania nad wybranymi chorobami nowotworowymi u

psow, ktorych wyniki przedstawitem w pracy doktorskiej.

W okresie przed uzyskaniem stopnia doktora odbytem krétkoterminowy staz: na Uniwersytecie
w Koszycach, gdzie zapoznatem sie z technikami leczenia chirurgicznego u zwierzat, z metodami pracy

dydaktycznej ze studantami anglojezycznymi oraz z metodami badan w onkologii weterynaryjnej.
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Efektem prowadzonych badan i obserwacji poczynionych w tym czasie sq publikacje, ktore

ukazaty sie drukiem przed uzyskaniem tytutu doktora nauk weterynaryjnych:

1.Silmanowicz P., Brodzki A.: Dostepy chirurgiczne do stawu biodrowego u psa. Magazyn Wet. 2001,
61, 24-31.

2. Komar E., Brodzki A.: Seminoma i Sertolioma jako powikfanie wnetrowstwa u psa. Materiaty ||
miedzynarodowej konf. Nauk pt.: onkologia matych zwierzat — stan obecny i perspektywy.

3. Brodzki A., Pasternak K., Silmanowicz P.: Magnez w tkance nowotwordw zto$liwych tagodnych
skory u psow. Materiaty VI Lubelskiej Srodowiskowej Konferencji Magnezologicznej pt. , Pierwiastki —
fizjologiczne i patologiczne aspekty ich niedobiréw i nadmiaréw ,Lublin, maj, 2002

4. Brodzki A., Sztanke M., Pasternak K., Silmanowicz P.: SteZenie magnezu a poziom aminokwasow
zasadowych w surowicy psow z nowotworami gruczotu mlekowego.  Materiaty VI Lubelskie;
Srodowiskowej Konferencji Magnezologicznej pt. ,Pierwiastki — fizjologiczne i patologiczne aspekty ich
niedoborow i nadmiardw” Lublin, maj, 2002.

W 2000 roku nawigzatem wspdtprace naukowg z Prof. dr hab. Kazimierzem Pasternakiem
kierownikiem Katedry i Zaktadu Chemii Ogolnej UM w Lublinie. W wyniku kilkuletniej wspdtpracy
wykonatem badania sktadu makro i mikroelementow oraz zawarto$ci wolnych aminokwasow surowicy i

tkance nowotworowej skory i gruczotu sutkowego u pséw chorych na te nowotwory.

Zakonczeniem tego etapu mojej dziatalno$ci naukowej byto uzyskanie na Wydziale Medycyny
Weterynaryjnej AR w Lublinie w 2003 roku stopnia doktora nauk weterynaryjnych na podstawie pracy:
,Wolne aminokwasy , oraz magnez, miedz i cynk w nowotworach skory, tkanki podskérnej i gruczotu

sutkowego u pséw.” Promotorem mojej pracy doktorskiej byt prof. dr habil. Piotr Silmanowicz.

5.3. Dorobek naukowy po uzyskaniu stopnia doktora nauk weterynaryjnych.

Po uzyskaniu stopnia naukowego doktora nauk weterynaryjnych wyniki badan zawarte w rozprawie

doktorskiej zostaty przedstawione w 6 publikacjach naukowych w czasopismach z listy A MNiSZW.
Prace oryginalne:

1. Brodzki A, Pasternak K., Balicki |., Brodzki P., Szponder T., Tatara M.R.: Wolne aminokwasy
w nowotworach gruczotu sutkowego u psow. Med. Weter. 2004 Vol. 60 Nr 9, s. 937-941.
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2. Brodzki A., Szponder T., Pasternak K., Sztanke M.: Magnesium in tumours of the dogs' skin.
Bull. Vet. Inst. Pulawy 2004 Vol. 48 No. 3, s. 317-320.

3. Brodzki A., Pasternak K., Sztanke M., Brodzki P., Szponder T. Magnesium Concentration in
Mammary Tumours in Dogs. Magnesium Res. 2004, 17, 2, 79-84.

4. Brodzki A., Tatara M.R., Pasternak K., Rézanska D., Szponder T.: Free amino acids in skin
neoplastic tissues and serum in dogs. Bull. Vet. Inst. Pulawy 2005 Vol. 49 No. 2, s. 231-235.

5. Brodzki A., Tatara M.R.: Copper and zinc concentration in mammary gland tumor tissue of
dogs Pol. J. Environ. Stud. 2007 Vol. 16 No 3A.

6. Brodzki A.: Copper and zinc concentration in skin neoplastic tissues in dogs. Bull. Vet. Inst.
Pulawy 2007 Vol. 51 No. 2, s. 271-273.
Oprdcz swojego zainteresowania dotyczacego choroby nowotworowej u psow, ktore rozwijatem

po uzyskaniu stopnia doktora bratem czynny udziat we wspolnych badaniach prowadzonych w Katedrze

i Klinice Cirurgii Zwierzat, obejmujacych takie zagadnienia jak:

1 ocena dziatania $rodkow wykorzystywanych w anestezjologii zwierzat domowych, ich wptyw

na uktad krazenia i oddychania oraz na parametry funkcji watroby,
2. chirurgiczne leczenie urazow u matych zwierzat,
3. postepowanie chirurgiczne w ztamaniach kosci u zwierzat.

Efektem tej dziatalnosci klinicznej i naukowej byly artykuty naukowe opublikowane w

czasopismach punktowanych oraz popularyzatorskich, dla lekarzy weterynarii praktykow.

1. A. Brodzki., W. topuszynski ,.R. Komsta., M. Orzelski., |. Balicki. Die Beurteilung der Ergebnisse in
der Therapie sowie Analyse des Therapieverlaufs der malignen Tumoren der Zehen beim Hund.
Tierarzliche Umschau 2004, 59, 594-600.

2. Szponder T., Balicki I., Polkowska ., Brodzki A., R6zanska D., Orzelski Zastosowanie stabilizatora
llizarowa w leczeniu ztaman ko$ci dtugich u matych zwierzat- wyniki badan klinicznych 1997-2003..
Medycyna Wet. 2004, 60, 500-503.

3. Wojciech topuszyniski, Renata Komsta, Adam Brodzki, Maciej Orzelski. Nowotwory tozyska pazura
u pséw. Magazyn Wet. 2005, 14, 3, 4-6.

4. Tomasz Szponder, Adam Brodzki, Maciej Orzelski, Izabela Polkowska.: Zastosowani kleju
fibrynowego w praktyce chirurgicznej. Magazyn Wet. 2006, 15, 1, 8.

5. Balicki I., Rézariska D., Cwiek A., Silmanowicz P., Szponder T., Brodzki A. Krotkotrwate znieczulenie
psOw przy urzyciu midazolamu i ksylazyny. Medycyna Wet. 2007, 63, 72-74.

6. Mochon J., Brodzki A., Kurek t., Orzelski M., Stec A...Przemieszczenie jelita biodrowego u
zrebiecia-rozpoznanie i terapia. Medycyna Wet. 2007, 63, 344-347.
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7. Lojszczyk — Szczepaniak A., Brodzki A., Zylinska B. Cialo obce w pecherzu moczowym psa -
radiologiczny obraz przypadku. [Mag. Wet. 2012 Vol. 21 nr 178, s. 230-234.

8. Polkowska I., Brodzki A. Ztamanie zuchwy u konia w okolicy siekaczy.. Mag. Wet. 2008 Vol. 17 nr 6,
S. 686-687

9. Brodzki A., Silmanowicz P., Brodzki P., Debiak P. Chirurgische Behandlung eines Fremdkorpers im
zervikalen Teil des Osophagus eines Hundewelpen. Tierarztl. Umsch. 2011 Vol. 66 No. 6, s. 258-261.

Poza badaniami prowadzonymi w Klinice Chirurgii Zwierzat bratem aktywny udziat w badaniach we
wspotpracy z pracownikami z Kliniki Rozrodu Zwierzat. Poczatkowo badania dotyczyty cyklofosfamidu i
tamoxifenu, chemioterapeutykdw stosowanych w leczeniu zmian nowotworowych u pséw. Choroby
nowotworowe w praktyce weterynaryjnej matych zwierzat stanowig powazny problem. Leczenie
nowotwordw, oparte jest gtéwnie na stosowaniu preparatow cytostatycznych - hamujacych szybka
proliferacje komorek nowotworowych. Chemioterapia zalecana jest zaréwno w przypadku guzéw
operacyjnych jak i takich, ktorych chirurgiczne usuniecie w catodci jest niemozliwe. Stosowane
preparaty cytostatyczne sg bardzo czesto toksyczne a ich oddziatywanie nie jest wybiorcze i
ograniczone jedynie do tkanki nowotworowej. Najbardziej narazone na negatywne skutki chemioterapii
sq te tkanki organizmu, w ktdrych zachodzg szybkie podziaty komérkowe, takie jak szpik kostny czy

nabtonek plemnikotwérczy w kanalikach nasiennych jader.

W celu sprawdzenia ubocznych skutkéw stosowania chemioterapii, wspélnie z Katedrg i Klinikg
Rozrodu Zwierzat Wydziatu Med. Wet. UP w Lublinie przeprowadzono badania polegajace na ocenie
wybranych wskaznikéw ptodno$ci oraz wybranych parametréw odporno$ci, u pséw samcow z
nowotworami skory i tkanki podskornej po zastosowaniu preparatow o dziataniu cytostatycznym

(tamoxifen oraz cyclophosphamid).

Z przeprowadzonych badan wynika, ze zastosowany w badaniach witasnych tamoksifen, w ogolnie
przyjetych dla pséw dawkach terapeutycznych, wywierat negatywny wptyw na funkcje uktadu
rozrodczego pséw samcdw powodujac, poczatkowo juz w pierwszym tygodniu jego stosowania,
pogorszenie sie, jakosci wiekszosci ocenianych parametrow nasienia, a w pozniejszym czasie, od
drugiego tygodnia jego stosowania, aspermie $wiadczacq o catkowitej utracie ptodnosci samca. Utrata
ptodnosci okazata sie okresowa i trwata okoto 60 dni. Po tym czasie samce odzyskiwaty zdolnosé
produkciji ejakulatu jednak o bardzo ostabionej, jakosci ktéra w pdzniejszym czasie ulegata sukcesywne;

poprawie.
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Zastosowany w badaniach wifasnych cyklofosfamid, rowniez prowadzit do obnizenia

wskaznikéw jakosci nasienia, zaréwno podczas jak i po zakofczeniu jego podawania. Objawiato sie to,
nieznacznym obnizeniem objetosci nasienia, obnizeniem odsetka plemnikow wykazujgcych prawidtowy
ruch indywidualny, podwyzszeniem ilosci plemnikow martwych oraz z uszkodzong btong komérkowa, a
takze znacznym obnizeniem koncentracji plemnikow w ejakulacie. W badaniach wifasnych
obserwowano jedynie pogorszenie sig, jakosci ejakulatu a obecno$¢ plemnikdéw Swiadczyta o ciggle
aktywnym procesie spermatogenezy. Przeprowadzone przez autorow badania potwierdzajg ponadto
niekorzystny wptyw preparatow o dziataniu cytostatycznym na wiekszo$¢ ocenianych parametréw
odpornosci komérkowej u psow. Zastosowane w doswiadczeniu preparaty rdznig sie zasadniczo swoim
mechanizmem dziatania, co ma odzwierciedlenie w wynikach. Tamoksifen jako antyestrogen wptywa
immunosupresyjnie po dtuzszym okresie jego stosowania, poczatkowo moze nawet podwyzszac
odporno$¢ komorkowg u pséw. Cyclofosfamid jest bardziej toxyczny a jego dziatanie obnizajace
odpornosc¢ jest o wiele silniejsze i widoczne juz po krétkim okresie stosowania. Informacije te sq istotne
przy terapii cytostatykami i doborze odpowiedniego preparatu oraz ewentualnej terapii wspomagajacej,
tagodzacej negatywne oddziatywanie wymienionych cytostatykow.
Ponadto we wspotpracy z pracownikami Katedry i Kliniki Rozrodu Zwierzat oraz pracownikami z Katedry
i Kliniki Epizootiologii Zwierzat uczestniczytem w badaniach nad patologicznymi zmianami w macicy
krbw po porodzie. W tym okresie u kréw zmiany chorobowe obejmowaty przewdd pokarmowy,
wymagajace czesto leczenia operacyjnego (skret trawierica) oraz patologie w obrebie macicy. Te
problemy okresu poporodowego u kréw spowodowaty zainicjowanie wspolnych badan Zapalenie
macicy w stadach krow mlecznych stanowi w dalszym ciggu powazny problem ekonomiczny na catym
Swiecie. Najwieksze straty przynoszg koszty leczenia zapalenia macicy, niski wskaznik inseminacji a
czesto nawet konieczno$¢ brakowania zwierzat ze stada, w wyniku nieptodno$ci. Stan zapalny macicy
moze powodowaé uposledzenie funkcji endometrialnych, co uniemozliwia zaptodnienie, implantacje
zarodka a nawet moze prowadzi¢ do wczesnych poronien. Ponadto zapalenie macicy moze byé¢
przyczyng zaburzen cyklu jajnikowego, obejmujacych tworzenie sie torbieli jajnikowych, przedtuzenie
fazy lutealnej oraz opoOznione pojawienie sie pierwszej petnowartosciowej rui po porodzie. W
wystepuje pogorszenie parametrow rozrodu.

W ziozonej etiologii zapalenia macicy wazng role odgrywajg infekcje bakteryjne. Wsrod ktorych
najczesciej izoluje sie Escherichia coli oraz Trueperella pyogenes wspoétdziatajace z bakteriami
beztlenowymi takimi jak Fusobacterium necrophorum i Prevotella melaninogenicus. Podstawowg role
w zwalczaniu infekcji macicy odgrywajg komorkowe i humoralne mechanizmy nieswoistej i swoistej

miejscowej odpornosci przeciwzakaznej macicy. Pierwszg linie obrony, poza komorkami nabtonka
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endometrium stanowig wyspecjalizowane komorki fagocytarne. Role ,profesjonalnych” fagocytow petnig
neutrofile i makrofagi, ktére pokonujg bariere krew-endometrium i wnikajg do macicy, pod wptywem
cytokin uwalnianych przez komorki endometrium oraz obecne stale w macicy leukocyty. Zadaniem tych
komorek jest nie tylko usuwanie obcych substancji i drobnoustrojow, ktore przedostaty sie w giab
macicy, ale réwniez likwidacja zuzytych wtasnych tkanek.

Podczas wspolnie wykonanych badan ustalono, ze u kréw w czasie wystepowania zapalenia
macicy, wiekszos¢ z wybranych parametréw lokalnego statusu immunologicznego macicy jest istotnie
nizsza w poréwnaniu do krow zdrowych, co moze Swiadczy¢ o ostabionej odpornosci macicy w

przebiegu stanu zapalnego tego narzadu.

Bardzo podobne jednak o wiele bardziej zaawansowane ostabienie lokalnych mechanizméw

odpornosci zaobserwowano u krdw mlecznych, podczas wystepowania ropomacicza.

Badania podejmowaty probe znalezienia statusu immunologicznego kréw chorych oraz
podnoszenia odpornosci przez immunomodulacje organizmu chorej krowy jak i samej macicy objetej

procesem patologicznym. Wynikiem wspodtpracy byty nastepujace publikacje:

Prace oryginalne:

1. Brodzki P., Wrona Z., Krakowski L., Brodzki A.. Influence of tamoxifen on sexual impulse and
semen biological values in male dogsBull. Vet. Inst. Pulawy 2007 Vol. 51 No. 3, s. 383-391.

2. Brodzki P., Wrona Z., Piech T., Brodzki A.:.Effects of cytostatics on the selected parameters of cell-
mediated immunity in dogs Bull. Vet. Inst. Pulawy 2011 Vol. 55 No. 1, s. 87-93.

3 . Brodzki P., Wrona Z., Krakowski L., topuszynski W., Brodzki A.: Wptyw cyclofosfamidu na warto$¢
wybranych parametréw nasienia u pséw. Medycyna Wet. 63, 439-443, 2007

4. Brodzki P., M. Bochniarz, A. Brodzki, Z. Wrona, W. Wawron. 2014 Trueperella pyogenes and
Escherichia coli as an aetiological factor of endometritis in cows and the susceptibility of these
bacteria to selected antibiotics. Polish J. V. Sci. 4, 657 - 664.

9. Brodzki P, Kostro K, Brodzki A, Lisiecka U, 2014: Determination of selected parameters for non-

specific and specific immunity in cows with subclinical endometritis. Anim Reprod Sci 148, 109-114.
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7. Brodzki P, Kostro K, Brodzki A, Lisiecka U, Kurek t, Marczuk J, 2014: Phenotyping of leukocytes
and granulocyte and monocyte phagocytic activity in the peripheral blood and uterus of cows with

endometritis. Theriogenology 82, 403-410.

8. Brodzki P, Kostro K, Brodzki A, Wawron W, Kurek t, Marczuk J, 2015: Inflammatory cytokines and
acute-phase proteins concentrations in the peripheral blood and uterus of cows that developed

endometritis during early postpartum. Theriogenology 84, 11-18.

9. Brodzki P, Kostro K, Brodzki A, Niemczuk K, Lisiecka U, 2014: Cytometric analysis of surface
molecules of leukocytes and phagocytic activity of granulocytes and monocytes/macrophages in

cows with pyometra. Reprod. Dom. Anim. 49, 858-864.

10. Brodzki P, Kostro K, Brodzki A, Zietek J: 2015 The concentrations of inflammatory cytokines and
acute-phase proteins in the peripheral blood and uterine washings in cows with pyometra. Reprod
Dom Anim. 50, 417 - 422.

11. Brodzki P, Niemczuk K, Kostro K, Brodzki A, Kurek £, Marczuk J. 2014 Cytological evaluation of
inflammation of the uterus and influence of endometritis on selected reproductive parameters in
dairy cows. Bull. Vet. Inst. Pulawy. 58, 235-242.

12. Brodzki P, Brodzki A, Kurek t, Marczuk J, Tatara MR. 2015 Reproductive system condition in dairy

cows with left-sided displacement of the abomasums. Ann. Anim. Sci. 15, 359 - 371.

13. Brodzki P, Kostro K, Brodzki A, Kurek t, Marczuk J, Krakowski L. 2014 Cytological image of the
endometrium in cows in follicular and luteal phases of the ovarian cycle and in cows with follicular
and luteal cysts. Bull. Vet. Inst. Pulawy. 58, 141-147.

14. Brodzki P, Brodzki A, Kurek t, Marczuk J, Tatara MR: 2015 Endometrial cytology at luteal and

follicular phases of the ovarian cycle in cows. Ann. Anim. Sci. 15, 107 - 117.

Wspotpracowatem takze z dr hab. Marcinem R. Tatarg (Katedra Fizjologii Zwierzat) w
prowadzeniu badan wytrzymatoSciowych kosci réznych gatunkdéw zwierzat oraz wptywu lekow
steroidowych na parametry fizyczne kosci. Byly one dla mnie wazne ze wzgledu na walory poznawcze i
aspekty aplikacyjne. Realizacja powyzszej tematyki badawczej pozwolita mi na poznanie wasnosci

morfologicznych i mechanicznych oraz gestosci mineralnej koSci szkieletu obwodowego  r6znych
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gatunkdw ptakéw i ssakdw. Badania te zostaty przeprowadzone na roznych gatunkach ptakow wolno
zyjacych oraz na ptakach hodowlanych. Okreslono rowniez wiasnosci uktadu szkieletowego pséw, Swin
i owiec. W badaniach nad uktadem szkieletowym rosnacych indykow wykazano istnienie korelacii
miedzy objeto$ciowa gestoscig mineralng, parametrami morfologicznymi i wiasno$ciami mechanicznymi
ko$ci piszczelowej, co dato mozliwo$¢ praktycznego wykorzystania techniki tomografii komputerowe;
jako nieinwazyjnej metody oceny jakosci szkieletu w warunkach in vivo. Technike tomografii
komputerowej wykorzystano do badan nad regulacjg metabolizmu tkanki kostnej przez czynniki
fizjologiczne, zywieniowe, farmakologiczne i toksykologiczne. Na modelu owcy wykazano wzajemng
korelacje wtasnosci morfologicznych kosci udowej oraz kofncowej masy ciata owiec, co sugeruje, ze
rozwdj uktadu szkieletowego moze determinowa¢ mase ciata tych zwierzat. Badania wskaznika korowo-
trzonowego kosci udowej u psow w réznym wieku wykazaty uzyteczno$¢ tego parametru do oceny
jako$ci uktadu szkieletowego, co moze by¢ wykorzystywane w podstawowych badaniach poznawczych i

diagnostycznych.

W wyniku przeprowadzonych doswiadczen udokumentowano takze korzystne efekty oddziatywania
alfa-ketoglutaranu (AKG) podawanego z karmg na wiasno$ci tkanki kostnej u ptakéw i ssakow
Wykazano, iz AKG zwigksza gestos¢ mineralng kosci oraz parametry okreSlajgce wiasnosci
morfologiczne i wytrzymatos¢ mechaniczng kosci. Uzyskane efekty pozytywnego oddziatywania AKG
na metabolizm tkanki kostnej zaobserwowano zaréwno w obrebie koSci gabczastej jak i kosci korowe;.
Ponadto wyniki tych badan wskazujq na potencjaling mozliwos¢ stosowania AKG w profilaktyce i
leczeniu choréb metabolicznych ko$cca u ludzi dorostych i zaawansowanym wieku powigzanych z

osteoporoza, ktdra wspotczesnie jest jedng z najbardziej ucigzliwych chordb cywilizacyjnych.

W badaniach nad wptywem deksametazonu i AKG na poziom wybranych hormonow we krwi
noworodkow prosigt wykazano, iz podawanie AKG tacznie z deksametazonem cigzarnym maciorom
przez ostatnie 24 dni cigzy powoduje wzrost koncentracji hormonu wzrostu (GH). Prenatalne
oddziatywanie AKG spowodowato takze wzrost koncentracji kortyzolu i insulinopodobnego czynnika
wzrostu typu 1 (IGF-1) w surowicy krwi noworodkow prosiat. Wyniki tych badan wyjasniajg jeden z
mechanizméw anabolicznych efektéw AKG na rozwoj uktadu szkieletowego zwierzat obserwowany w

zyciu postnatalnym.
Wynikiem tej wspotpracy byty nastepujace publikacje:

1. Tatara M.R., Pierzynowski S.G., Majcher P., Krupski W., Brodzki A., Studzinski T. Effect of
alpha-ketoglutarate (AKG) on mineralisation, morphology and mechanical endurance of femur
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and tibia in turkey. Bulletin of the Veterinary Institute in Pulawy 48, 305-309, 2004, Pkt.=10;
IF=0,192.

. Tatara M.R., Brodzki A., Krupski W., Sliwa E., Silmanowicz P., Majcher P., Pierzynowski S.G.,
Studzinski T.: Effect of alpha-ketoglutarate (AKG) on bone homeostasis and plasma amino acids in
turkeys. Poultry Science 84,1604-1609, 2005, (IF - 1,747; Pkt. MNiSW - 24).

. Tatara M.R., Sliwa E., Krupski W., Brodzki A., Pasternak K.. Omithine alpha-ketoglutarate
increases mineralization and mechanical properties of tibia in turkeys. Bone 39,100-105, 2006 (IF
- 3,829; Pkt. MNiSW - 20).

. Tatara M.R., Brodzki A., Pasternak K., Szpetnar M., Rosenbeiger P., Tymczyna B., Niedziela D.,
Krupski W.: Changes of amino acid concentrations in Polish Merino sheep between 21 and 150
days of life. Vet. Med. 59, .68-75, 2014 PUNKTY

. Tatara M.R., Brodzki A., Pyz-tukasik R., Pasternak K., Szpetnar M.: Sex-related defferences in
skeletal muscle amino acid concentrations in 20 week old turkeys. Poult. Sci.: 49, 219-223.

. Tatara M.R., Brodzki A., Krupski W., Sliwa E., Silmanowicz P., Majcher P., Pierzynowski S.G.,
Studzinski T.: Effects of alpha-ketoglutarate on bone homeostasis and plasma amino acids in
turkeys. Poultry Sci.: 84 1604-1609, 2005

Brodzki A., Siimanowicz P., Tatara M.R., Brodzki P., Orzelski M.: Zastosowanie wskaznika
korowotrzonowego (WKT) kosci udowej psow do oceny zmian wiasciwosci mechanicznych i
geometrycznych uktadu kostnego. Med. Wet.: 60, 1056-1060, 2004
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8. Brodzki Adam, Tatara MR., Pasternak Kazimierz, Sztanke Matgorzata, Silmanowicz Piotr, Krupski
Witold. Serum concentration of calcium, magnesium, copper and zinc in sheep treated with B-
hydroxy-B-methylbutyrate (HMB) during the first 21 days of neonatal life.. Pol. J. Environ. Stud.: 17
. 46-49, 2000

[ A ar '
/:\4.7{6 m el

38



