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OCENA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

pt ,,Ksztaltowanie si¢ wybranych wskaznikéw odpowiedzi immunologicznej u psow z
nowotworami okolicy okoloodbytowej w aspekcie ich wykorzystania w monitorowaniu

skutecznosci leczenia”
mgr Urszuli Lisieckiej
z Katedry Epizootiologii i Kliniki Choréb Zakaznych

Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie

W odpowiedzi na prosbe prof. dr hab. Stanistawa Winiarczyka, Dziekana Wydziatu
Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie, przedstawiam recenzje¢

rozprawy doktorskiej mgr Urszuli Lisieckiej.

Uprzejmie informuje, ze zapoznalem si¢ z trescia manuskryptu rozprawy doktorskie]
autorstwa mgr Urszuli Lisieckiej pt. ,Ksztaltowanie si¢ wybranych wskaznikow
odpowiedzi immunologicznej u pséw z nowotworami okolicy okoloodbytowej w aspekcie
ich wykorzystania w monitorowaniu skutecznosci leczenia”. Rozprawa doktorska zostata

wykonana pod kierunkiem promotora pracy, prof. zw. dr hab. Krzysztofa Kostro.

Rozprawa ma charakter monotematycznej monografii liczacej 79 stron, napisanej w

formie wydruku komputerowego. Manuskrypt posiada typowy ukilad zgodny z wymogami



stawianymi dysertacjom doktorskim. Zlozony jest z nast¢pujacych rozdzialow: Wistep (str. 9-
31), Cel i uzasadnienie badan (str. 32-33), Material i Metody (str. 34-37), Wyniki (str. 38-50),
Omoéwienie wynikéw (str. 51-61), Wnioski (str. 62), Pismiennictwo (str. 63-75), Streszczenie
w jezyku polskim (str. 76-77), Streszczenie w jezyku angielskim (str. 78-79), Wykaz skrdtéw

(str. 5-8).

Temat rozprawy doktorskiej dotyczy oceny wybranych wskaznikéw odpowiedzi
immunologicznej u pséw, u ktorych stwierdzono nowotwory okolicy okotoodbytowe;.
Choroba jest duzym problemem epidemiologicznym, wiele trudnosci sprawia jej diagnostyka

1 terapia.

Okolica odbytu u pséw jest miejscem trudnym do opracowania chirurgicznego —
czesto usuniecie guza tej okolicy jest niemozliwe — stad obserwacje wznowy choroby
nowotworowej. W literaturze przedmiotu poszukuje si¢ skutecznych metod leczenia
zachowawczego — w tym aspekcie temat rozprawy doktorskiej jest bardzo dobrze dobrany i
wpisuje sie we wspolczesne kierunki badan. Immunoterapia daje szanse dtuzszego przezycia i
szanse na wyleczenie. Mozliwo$¢ immunoterapii pséw z nowotworami okolicy
okotoodbytowej wydaje¢ si¢ bardzo stusznym podej$ciem praktycznym doktorantki. Temat
realizowanej pracy wpisuje si¢ w trendy literatury swiatowej dotyczacej tego zagadnienia oraz
stanowi element jednej ze wspolczesnych strategii terapeutycznych dotyczacych

NOWOtWOrow.

Pojecie immunoterapii nowotworéw wywodzi si¢ z teorii nadzoru immunologicznego
Burneta, rozwijana przez wielu naukowcow, m. in. w koncepcje immunoedycji
nowotworowej (Dunn i wsp.). Zaktadajg one, ze uktad odpornosciowy petni rol¢ ochronng
przed nowotworem. Komorki nowotworowe pojawiaja si¢ ciggle w organizmie — czgsciej niz

choroba nowotworowa, dlatego, ze w wyniku aktywacji odpowiednich mechanizméw



immunologicznych dochodzi do ich niszczenia. W przypadku obnizenia lub zniszczenia
mechanizméw odpornosciowych przetrwale komdrki nowotworowe dajg poczatek chorobie
nowotworowej. Immunoedycja nowotworowa sklada si¢ z faz: eliminacji, rownowagi i
ucieczki. Faza eliminacji to m. in. indukcja procesow zapalnych w odpowiedzi na detekcje
komoérek nowotworowych (udzial komoérek NK, limfocytéw T, komoérek dendrytycznych i
makrofagéw), indukowanie $mierci komorek nowotworowych przez interferon y i chemokiny,
hamowanie angiogenezy, fagocytoze, produkcje¢ reaktywnych form tlenu. Niestety, w wyniku
mutacji w komoérkach nowotworowych czegsto dochodzi do przejscia komorek
nowotworowych w faze rébwnowagi 1 przetrwania ,atakow” ze strony ukladu
immunologicznego. W ostatniej fazie dochodzi do niekontrolowanego wzrostu komorek
nowotworowych i objawow Kklinicznych — w sytuacji swoistej ,,bezradnos$ci” ukladu

immunologicznego.

Jest wiele dowodow udziatu uktadu immunologicznego w odpowiedzi na nowotwor:
obecnos¢ limfocytéw i makrofagéw w otoczeniu komoérek guza i w wezlach chlonnych. U
pacjentow poddanych immunosupresji (po transplantacji, AIDS) czesciej obserwuje si¢

wystepowanie nOwWotworow.

We wstepie Doktorantka szeroko opisuje mechanizmy odpowiedzi immunologicznej
odpowiedzi przeciwnowotworowej jako wazny problem kliniczny. Uklad wstepu bardzo
dobrze wprowadza czytelnika w problematyk¢ badawczg. Doktorantka w sposéb bardzo
przemyslany opisuje poszczegdlne etapy nadzoru immunologicznego, mechanizmy ucieczki
spod nadzoru immunologicznego, podatnos¢ komdrek nowotworowych na komoérki uktadu
immunologicznego, interakcje komodrek nowotworowych z komoérkami ukladu
immunologicznego i regulacje procesu apoptozy komoérek nowotworowych. Bardzo cennymi

podrozdziatami ,,Wstepu” sg Immunodiagnostyka i Immunoterapia nowotworow.



Uwazam, ze Autorka wyczerpujaco dokonata analizy literatury dotyczacej zagadnien
oméwionych we wstepie. Po odpowiednim opracowaniu rozdzial ten moze stanowic

publikacje pogladowa gotowa do wystania do druku.

Doktorantka postawila ambitne cele pracy: poréwnawcza ocen¢ profilu odpowiedzi

immunologicznej u pséw z nowotworami okolicy okoloodbytowej o charakterze ztosliwym i

monitorowania skutecznosci zastosowanego leczenia zachowawczego.

Badania wykonano na 32 psach samcach rasy mieszanej. Zwierz¢ta podzielono na
cztery grupy doswiadczalne z nowotworami okolicy okoloodbytowe;j i jedng grup¢ kontrolna.
Grupy doswiadczalne dobrano w taki sposob, aby r6znity si¢ poziomem hormonow. I grupa —
zwierzeta z tagodnymi nowotworami z podwyzszonym poziomem estrogendw, II grupa
zwierzgta z nowotworami tagodnymi z podwyzszonym poziomem testosteronu, III grupa —
zwierzeta z nowotworami zto§liwymi z podwyzszonym poziomem estrogenéw i IV grupa —
psy z nowotworem ztosliwym i podwyzszonym poziomem testosteronu. Grupe kontrolng
stanowily psy klinicznie zdrowe, w podobnym wieku. Psom z grup doswiadczalnych

podawano Tamoxifen lub Androcur przez okres 1 miesigca. Psom z grupy kontrolnej

Materiat do badan stanowita krew obwodowa i bioptaty gruczolow okotodbytowych.

Probki krwi obwodowej pobierano przed rozpoczg¢ciem leczenia, po 1. miesigcu

leczenia i po trzecim miesigcu leczenia.

Bioptaty pobierano za pomocg trepanu od zwierzat ze wszystkich grup. Ocene
morfologiczng badanych tkanek wykonano wg klasyfikacji guzow skéry opracowanej przez

WHO.



Autorka w pracy zastosowata wspotczesne, trudne technicznie metody badawcze.

Badania odpowiedzi immunologicznej wykonano przez analiz¢ cytometryczng poziomu
ekspresji wielu antygenéw powierzchniowych jak i wewnatrzcytoplazmatycznych. Analize
cytometryczng przeprowadzono z zastosowaniem specyficznych przeciwcial w cytometrze
przeptywowym Epics XL Beckman-Coulter. Dodatkowo, stezenia szesciu biatek oznaczano w

surowicy badanych zwierzat metodg ELISA.

W rozdziale ,,Wyniki” Doktorantka udokumentowatla w postaci 15 przejrzyscie
wykonanych rycin. Wysoko oceniam oryginalno$¢ zastosowanych metod i trud pracy

wlozony w ich wykonanie.

Wryniki badaf. Analiza cytometryczna subpopulacji limfocytéw CD3+ wykazata ich
nizszy poziom w czasie ,,0” we wszystkich grupach badawczych w stosunku do grupy
kontrolnej oraz obnizenie ich poziomu po pierwszym i po trzecim miesigcu obserwacji w
grupach nowotworéw lagodnych oraz po pierwszym miesigcu obserwacji w grupach zwierzat

z nowotworami ztosliwymi.

Analiza cytometryczna subpopulacji limfocytow CD21+ wykazala ich wyzszy poziom
w czasie ,,0” we wszystkich grupach badawczych w stosunku do grupy kontrolnej oraz
obnizenie ich poziomu po pierwszym i po trzecim miesigcu obserwacji w grupach
nowotworéw lagodnych oraz po pierwszym miesigcu obserwacji w grupach zwierzat z

nowotworami ztosliwymi.

Analiza cytometryczna subpopulacji limfocytéw CD8+, CD4+ i CDSlow+, MHC II+
wykazata ich nizszy poziom w czasie ,,0” we wszystkich grupach badawczych (oprécz
CD5low) w stosunku do grupy kontrolnej oraz wzrost ich poziomu po pierwszym i po trzecim

miesigcu obserwacji w grupach nowotworéw tagodnych oraz obnizenie poziomu po



pierwszym miesigcu obserwacji - w grupach zwierzat z nowotworami ztosliwymi. Wyniki

tych badan r6znicuja nowotwory fagodne i ztosliwe.

Analiza cytometryczna subpopulacji limfocytow CD14+ wykazata ich nizszy poziom
w czasie ,,0” w I, I i IV grupach badawczych w stosunku do grupy kontrolnej oraz obnizenie

ich poziomu po pierwszym i po trzecim miesigcu obserwacji w grupach nowotworéw

acn ohgerwacii w orinie 1T 1 niewielki wzrost w ornnie
acu obserwacit w grupie 1l 1 niewielkl wzrost w grupie

IV - zwierzat z nowotworami ztosliwymi.

Analiza cytometryczna subpopulacji limfocytéw CD4+/CD25+ wykazata ich wyzszy
poziom w czasie ,,0” we wszystkich grupach badawczych w stosunku do grupy kontrolne;j
oraz obnizenie ich poziomu po pierwszym i po trzecim miesigcu obserwacji w grupach
nowotworow lagodnych oraz wzrost po pierwszym miesigcu obserwacji w grupach zwierzat z

nowotworami ztosliwymi.

Analiza cytometryczna subpopulacji limfocytow CD4+/Foxp3+ wykazata ich nizszy
poziom w czasie ,,0” w grupach nowotworéw tagodnych i wyzszy poziom w grupach
nowotworéw ztosliwych - w stosunku do grupy kontrolnej oraz wzrost ich poziomu po
pierwszym i po trzecim miesigcu obserwacji w grupach nowotworéw tagodnych oraz po
pierwszym miesigcu obserwacji w grupach zwierzat z nowotworami ztosliwymi. Wyniki tych
badan wskazujg na odmienng odpowiedz immunologiczng mig¢dzy grupami nowotworow

tagodnych 1 ztosliwych.

Wryniki badan wykonanych metodg ELISA r6znicujg nowotwory tagodne i ztosliwe u
pséw. Srednie wartosci stezenia biatek: Hp, SAA i CRP i byly wyzsze w czasie ,,0° w
stosunku do $rednich wartoSci w grupie kontrolnej; w grupach nowotwordéw tagodnych
poziom tych biatek obnizal si¢ ale w grupach nowotworéw ztosliwych wzrastal po miesigcu

obserwacji.



Srednie wartosci stgzenia biatka TGFB w grupach nowotworéw tagodnych byt bliski

zeru (podobnie u zwierzat kontrolnych) ale w grupach nowotworow ztosliwych byl wyzszy i

wzrastal po miesigcu obserwacji.

Srednie poziomy stezen I1-2 i I-10 byly wyzsze w stosunku do kontroli — we

wszystkich grupach zwierzat doswiadczalnych i1 obnizaly si¢ po zastosowaniu leczenia.

W dyskusji Autorka odniosta si¢ krytycznie do otrzymanych wynikéw, co nie bylo
fatwe, gdyz prawdopodobnie jest to pierwsza publikacja na ten temat. Autorka podj¢ta udang
probe poréwnania wynikow wlasnych z wynikami publikowanymi w naukowym
pisSmiennictwie polskim i $wiatowym. Podrozdzialy dyskusji uwazam za bardzo istotne

osiggnigcie tej pracy.
W pracy zamieszczono spis 119 publikacji prawidtowo cytowanych w tekscie.

7 pozycji recenzenta przedstawiam spis drobnych bledéw literowych i uwag, ktore nie
zmniejszajg wartosci pracy ale powinny by¢ rozwazone w czasie przygotowania pracy do

publikacji:

e Umieszczenie w porzadku alfabetycznym skrotow w ,,Wykazie skrotéw” znacznie

ulatwiloby korzystanie z tego podrozdziatu
e Wielokrotne uzycie stowa ,,iz” powinno by¢ zastgpione stowem ,,ze”

W pracy nie znalaztem informacji nt. zgody na badania Komisji Etycznej ds. Badan na

Zwierzgtach.



Rozprawa doktorska mgr Urszuli Lisieckiej stanowi samodzielne rozwigzanie problemu
naukowego przez Autorke i wykazuje jej duzg og6lng wiedzg¢ teoretyczng w reprezentowane;
dyscyplinie naukowej. Rozprawa doktorska mgr Urszuli Lisieckiej odpowiada warunkom
okreslonym w art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule

naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki.

Biorge pod uwage nowatorski charakter badan, starannos$¢ i dbato$¢ w przygotowaniu
manuskryptu rozprawy oraz potencjalne znaczenie dla przysztych praktycznych aplikacji
klinicznych, rozprawe oceniam pozytywnie i bardzo wysoko, stawiajgc wniosek do Wysokiej
Rady Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie o

dopuszczenie kandydatki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Zgtaszam jednoczesnie wniosek o wyrdznienie rozprawy doktorskiej mgr Urszuli
Lisieckiej ze wzgl¢du na jej wzorcowe opracowanie. W uzasadnieniu wyrdznienia rozprawy
doktorskiej jeszcze raz podkreslam nowatorski charakter badan oraz wszechstronne
wykorzystanie umiejetnosci przez Doktorantke: zar6wno doskonate opracowanie kliniczne

materialu jak rowniez zastosowanie i wykorzystanie nowoczesnych metod laboratoryjnych.
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