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1. Imie¢ i nazwisko
Mateusz Mikiewicz
2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe lub artystyczne — z podaniem podmiotu

nadajacego stopien, roku ich uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskie]

Tytul: ekarz weterynarii
Wydziat Medycyny Weterynaryjnej, Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie,
data uzyskania: 17.04.2012r.

Stopien naukowy: doktor nauk rolniczych w dyscyplinie Weterynaria w zakresie
Anatomii Patologicznej, Wydzial Medycyny Weterynaryjnej, Uniwersytet Warminsko-
Mazurski w Olsztynie, data uzyskania: 26.06.2019r.

Tytul rozprawy doktorskiej: ,,Wpltyw deksametazonu i simwastatyny na proliferacje¢ 1
apoptoz¢ komoérek watrobowych u prosiagt”
Promotor: prof. dr hab. Tadeusz Rotkiewicz

Promotor pomocniczy: dr n. wet. Iwona Otrocka-Domagata

Recenzenci pracy doktorskigj: dr hab. Marcin Nowak, prof. nadzw. oraz dr hab.

Wojciech Lopuszynski, prof. nadzw.
3. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych lub artystycznych.
1.11.2015r.-31.12.2019. Asystent w Katedrze Anatomii Patologiczne

Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej
Uniwersytetu ~ Warminsko-Mazurskiego ~ w
Olsztynie

1.01.2020 . - do chwili obecng | Adiunkt w Katedrze Anatomii Patologiczne
Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej
Uniwersytetu ~ Warminsko-Mazurskiego ~ w

Olsztynie
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4. Oméwienie osiagnieé, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 z p6zn. zm.).
4.1. Osiagniecie stanowi cykl publikacji powiazanych tematycznie pod wspdolnym

tytulem:

»Rola markerow immunohistochemicznych i mikrosrodowiska zapalnego w biologii

kocich wtékniakomigsakow poiniekcyjnych”

Cykl obejmuje trzy oryginalne artykuly naukowe opublikowane w latach 2023-2025 w

czasopismach indeksowanych w bazie Journal Citation Reports (JCR). Warto$¢ wazniejszych

parametréw bibliometrycznych zglaszanego osiggnigcia wynosza:
e Laczna liczba punktoéw MEIN (wedlug wykazu listy czasopism punktowanych
MEIN z dn. 05.01.2024 r. to 380 pkt).
e Laczny wspolczynnik odziatywania [Impact Factor (IF)] na dzien sktadania
wniosku to 7.
4.2. Wykaz publikacji wchodzacych w sklad cyklu:

4.2.1. Mateusz Mikiewicz*, Katarzyna Pazdzior-Czapula, Joanna Fiedorowicz,
Michat Gesek, Iwona Otrocka-Domagata. Metallothionein expression in feline
injection site fibrosarcomas. BMC Vet. Res. 2023;19: 42.

DOI: 10.1186/s12917-023-03604-5

Punktacja MNiSW 2023 = 140; | F2023= 2,3

Moj wkiad w powstanie tej publikacji polegat na stworzeniu koncepcji oraz
metodyki badan, uzyskaniu finansowania z Narodowego Centrum Nauki w
ramach konkursu Miniatura5 (Nr DEC-2021/05/X/NZ4/00037), zebraniu probek
do wykonania badania, zaplanowaniu i wykonaniu analiz laboratoryjnych,
opracowaniu i interpretacji wynikow, sformutowaniu wnioskow, przygotowaniu
manuskryptu, wykonaniu rycin, przygotowaniu odpowiedzi na recenzje. Moj
udziat procentowy szacuje na 80%.

4.2.2. Mateusz Mikiewicz*, Katarzyna Pazdzior-Czapula, Joanna Fiedorowicz, Iwona
Otrocka-Domagata. Expression of programmed cell death protein 1 and
programmed cell death ligand 1 in feline injection site fibrosarcomas. Res. Vet.
Sci. 2024;176:105350.

DOI: 10.1016/j.rvsc.2024.105350
Punktacja MNiSW 2024 = 100; 1 F2023= 2,4
Moj wkiad w powstanie tej publikacji polegal na stworzeniu koncepcji oraz

metodyki badan, uzyskaniu finansowania z Narodowego Centrum Nauki w
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ramach konkursu Miniatura 5 (Nr DEC-2021/05/X/NZ4/00037), zebraniu probek
do wykonania badania, zaplanowaniu i wykonaniu analiz laboratoryjnych,
opracowaniu 1 interpretacji wynikow, sformutowaniu wnioskow, przygotowaniu
manuskryptu, wykonaniu rycin, przygotowaniu odpowiedzi na recenzj¢. Moj
udzial procentowy szacuje na 85%.

4.2.3. Mateusz Mikiewicz*, Iwona Otrocka-Domagata. |mmunohistochemical
analysis of smooth muscle actin and CD31 in feline post-injection site
fibrosarcomas. association with tumour grade, vascular density, and
multinucleated giant cells. BMC Vet. Res. 2025;21:191.
DOI:10.1186/s12917-025-04637-8
Punktacja MNiSW 2024 = 140; 1 F2024= 2,3
Moj wktad w powstanie tej publikacji polegal na stworzeniu koncepcji oraz
metodyki badan, uzyskaniu finansowania z Narodowego Centrum Nauki w
ramach konkursu Miniatura 5 (Nr DEC-2021/05/X/NZ4/00037), zebraniu probek
do wykonania badania, zaplanowaniu i wykonaniu analiz laboratoryjnych,
opracowaniu i interpretacji wynikow, sformutowaniu wnioskow, przygotowaniu
manuskryptu, wykonaniu rycin, przygotowaniu odpowiedzi na recenzje. Moj
udziat procentowy szacuje na 95%.

*autor korespondencyjny

Badania w czgéci zostaly zrealizowane w ramach projektu badawczego pt.
,Charakterystyka ~ wybranych  bialek  prognostycznych i1  predykcyjnych  we
wlokniakomigsakach poiniekcyjnych u kotéw” finansowanego przez Narodowe Centrum
Nauki (kierownik projektu w ramach projektu Miniatura5).

4.3. Omowienie osiagni¢cia naukowego

4.3.1. Wprowadzenie i cel badan

Migsak poiniekcyjny jest jednym z mezenchymalnych nowotworow skory, ktory moze
wystepowaé u kotow w kazdym wieku. Nowotwor ten rozwija si¢ jako pojedynczy guz
zlokalizowany w skérze w okolicy szyi, grzbietu oraz konczyn. Charakteryzuje si¢ wzrostem
naciekowym, co utrudnia jego catkowite usunigcie i zwigksza prawdopodobienstwo nawrotu w
miejscu  blizny chirurgicznej. Dodatkowo, migsak poiniekcyjny wykazuje potencjal
metastatyczny. Aktualnie leczeniem z wyboru jest szerokie usunigcie chirurgiczne,
wspomagane agresywng chemioterapig i radioterapig.

Pierwsze przypadki migsakow poiniekcyjnych u kotow byty zwigzane ze stosowaniem

szczepionek przeciwko wsciekliznie oraz wirusowi biataczki kotow (FeLV) (Hendrick i
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Dunagan 1991; Hendrick i Goldschmidt 1991; Kass i in. 1993). Po6zniejsze obserwacje
wykazaty, ze ich pojawienie si¢ moze by¢ rezultatem wczesniejsze iniekcji lekow stosowanych
w codziennej praktyce weterynaryjnej, reakcjami zwigzanymi z obecno$cig nici
chirurgicznych, implantacjg mikroczipéw oraz urazami w tym obszarze. Czynniki te prowadza
do indukcji przewleklego stanu zapalnego, ktory odgrywa kluczowa role w patogenezie
migsaka poiniekcyjnego (Esplin i in. 1999; Kassi in. 2003; Carminato i in. 2011; Martanoii in.
2011; Munday i in. 2011; Porcellato i in. 2017), jednak mechanizm, w jaki przewlekla reakcja
zapalna moze prowadzi¢ do powstania nowotworu, nie jest w pelni zrozumiany. Jednaz hipotez
zaklada, ze zapalenie moze prowadzi¢ do produkcji wolnych rodnikéw i szkodliwych
metabolitow. Uszkadzaja one DNA i dzialaja jako inicjatory kancerogenezy (Hartmann i in.
2023). W zwigzku z tym przewlekly stan zapalny oraz osobnicze predyspozycje genetyczne
moga zwickszy¢ podatnos¢ komorki na uszkodzenie kancerogenne (O'Byrnei Dalgleish 2001).
Nalezy jednak zauwazy¢, ze sam przewlekly stan zapalny prawdopodobnie nie jest
wystarczajacy do wywolania transformacji nowotworoweg (Kass i in. 2003; Carminato i in.
2011).

Warto podkresli¢, ze znaczna cze$¢ migsakow poiniekcyjnych wykazuje morfologie
wiokniakomigsakow (Carneiroi in. 2019; Doddy i in. 1996), jednak opisano rowniez inne typy
histologiczne, takie jak kostniakomigsak, chrzegstniakomigsak, migsak prazkowokomorkowy,
migsak histiocytarny oraz migsak miofibroblastyczny (Hartmann 1 in. 2015). Doktadna
patogeneza migsakow poiniekcyjnych kotdw pozostaje nie w pelni wyjasniona, a
przeprowadzone w niniejszym opracowaniu badania stanowia probe poglebienia wiedzy na
temat mechanizmow lezacych u podstaw ich rozwoju.

W swoich badaniach oznaczalem metodami immunohistochemicznymi nastgpujace
biatka: metalotioneing, biatko Ki67, biatko receptora programowej $mierci 1 (programmed cell
death protein 1; PD-1) oraz jego ligand (programmed cell death ligand 1; PD-L 1), CD31, aktyne
mieséni gladkich (SMA). Ponadto badatem interakcje miedzy komodrkami nowotworowymi,
komorkami olbrzymi wielojadrzastymi, mikrosrodowiskiem nowotworowym 1 procesami
angiogenezy.

Metalotioneiny (z najlepig) scharakteryzowanymi izoformami | i II) to grupa matych
biatek bogatych w cysteing, odgrywajacych wazng role w homeostazie metali oraz ochronie
przed toksycznoscig metali cigzkich, uszkodzeniami DNA, stresem oksydacyjnym i apoptoza
(S i Lang 2018). Metalotioneiny majg dziatanie immunomodulacyjne, ktore polega na
zmniejszeniu  syntezy cytokin prozapalnych oraz zwigkszeniu produkcji cytokin

przeciwzapanych (Pedersen i in. 2009). Powyzsze wlasciwosci metalotioneiny czynia ja
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interesujagcym obiektem badan, szczegolnie w przypadku nowotwordw rozwijajacych si¢ na tle
przewlektego stanu zapalnego, podraznienia lub urazu. Ze wzglgdu na swoja rolg
antyoksydacyjng i cytoprotekcyjng, ekspresa metalotioneiny moze wptywaé na oporno$é
nowotworow na radioterapi¢ lub chemioterapie¢ (Pedersen i in. 2009; Lynn i in. 2003; Smith i
in. 2006; Mairinger i in. 2018). Biorgc pod uwage powyzszy fakt, metalotioneina moze by¢
rozpatrywana jako potencjalny czynnik prognostyczny w kontekscie leczenia migsakow
poiniekcyjnych kotow, gdzie stosuje si¢ zarowno radioterapie, jak i — w mnigjszym stopniu —
chemioterapi¢ wspomagajaca obok agresywnej chirurgii (Zabielska-Koczywas i in. 2017).
Ponadto przewlektly stan zapalny predysponuje do powstania migsaka poiniekcyjnego, poprzez
prawdopodobne zmnigjszenie ekspregi metalotioneiny. W przypadku nowotwordéw gruczotu
mlekowego i czerniakow skornych u kotéw, zwigkszona ekspresja metalotioneiny byta
zwigzana z progresja nowotworu (Dincer i in. 2001). Ekspresja metalotioneiny nie byla
dotychczas badana w kontek$cie migsakdéw poiniekcyjnych kotow.

W diagnostyce i prognozowaniu nowotworéw kluczowe znaczenie maja biomarkery
umozliwiajace ocen¢ dynamiki rozwoju choroby. Jednym z uzytecznych wskaznikow
prognostycznych jest ekspresja biatka Ki67, ktora wiaze si¢ z proliferacja i wzrostem komorek
nowotworowych. W zwigzku z tym, obliczanie indeksu Ki67 moze stanowi¢ warto$ciowy
wskaznik prognostyczny 1 predykcyjny w ocenie biopsji u pacjentow z nowotworami (Li 1 in.
2015).

W przypadku migsakéw poiniekeyjnych u kotow, Porcellato i in. (2017) wykazali, ze
wskaznik Ki67 nie okazat si¢ predyktywny dla nawrotu choroby ani czasu przezycia.
Dodatkowo stwierdzono brak korelacji miedzy indeksem Ki67 a liczbg figur podziatu
mitotycznego. Z drugig strony, badanie przeprowadzone przez Partuno i in. (2021), w ktorym
uwzgledniono wigksza liczbge przypadkéw migsakoéw, ujawnito, Zze wskaznik Ki67 byt
zwigzany ze zwigkszong ztosliwoscia nowotworu. Ponadto we wczedniejszych badaniach
zaobserwowano pozytywna, cho¢ staba korelacje miedzy wskaznikiem Ki67 a ekspresja
metalotioneiny w przypadkach widkniakomigsakow tkanek migkkich u pséw (Nowak 1 in.
2007).

PD-1 odgrywa kluczowa rolg¢ w thumieniu odpowiedzi immunologiczn€j i wspieraniu
tolerancji autoimmunologicznej poprzez regulacje aktywnos$ci limfocytow T. PD-L1 jest
biatkiem transbtonowym, ktore moze wigza¢ si¢ z PD-1, prowadzagc do zmnigszenia
proliferacji komorek PD-1 pozytywnych, co skutkuje hamowaniem wydzielania cytokin i
indukcja apoptozy. PD-L.1 ma rowniez znaczenie w réoznych nowotworach, gdzie ostabia

odpowiedz immunologiczng gospodarza na komorki nowotworowe (Han i in. 2020). Ekspresje

5



Autoreferat: dr wet. Mateusz Mikiewicz

PD-1 wykazujg aktywowane limfocyty T i B, a takze komorki nowotworowe, podczas gdy
eksprega PD-L 1 obserwowana jest gtdéwnie na powierzchni komorek nowotworowych (Yao i
in. 2018). Interakcja miedzy PD-1 a PD-L1 hamuje funkcj¢ limfocytow T i sprzyja unikaniu
odpowiedzi immunologicznej przez nowotwor (Joseph i in. 2015; Samstein i in. 2019). Po
zwigzaniu z PD-L1, PD-1 hamuje zdolnos$ci przeciwnowotworowe limfocytéw T i zmniejsza
ich reaktywnos¢ (Yao i in. 2018). U ludzi ten mechanizm zostal dopiero niedawno
zidentyfikowany i powigzany z rozwojem réznych typow nowotworéw (Han i in. 2020).
EkspresiaPD-L 1 jest skorelowana z niekorzystnym rokowaniem u pacjentow z roznymi typami
raka (Patel i Kurzrock 2015; Sznol i Chen 2013; Wu i in. 2006). Ponadto u ludzi
udokumentowano potencjalny udzial mechanizmu PD-1/PD-L1 w niezr6znicowanym mig¢saku
pleomorficznym, migsaku synowialnym, naczyniakomi¢saku, migsaku gtadkokomoérkowym i
migsaku nablonkowatokomoérkowy (Boxbergi in. 2018; Oikei in. 2018). Nalezy zaznaczy¢, ze
zwigzek migdzy szlakiem PD-1/PD-L1 a jego rola w nowotworach u kotow nie jest jeszcze
dobrze poznany (Maekawai in. 2023). Zwigkszona ekspregje biatek PD-1/PD-L 1 obserwowano
w limfocytach kotow zakazonych wirusem niedoboru immunologicznego (Folkl i in. 2010).
Ponadto, ekspresje PD-L1 obserwowano w rakach sutka kotow HER2-dodatnich i1 potrojnie
ujemnych (Nascimento i in. 2020).

W  przypadku wiokniakomigsakow poiniekcyjnych rola PD-1/PD-L1 pozostaje
niejasna, dlatego zrozumienie wzorcow ekspresji, znaczenia PD-1 oraz PD-L1 moze dostarczy¢
informacji na temat interakcji immunologicznych zachodzacych w mikro$rodowisku
nowotworowym, potencjalnie umozliwiajac opracowanie nowych metod leczenia.

Nowotworowe komorki olbrzymie wielojadrzaste s3 opisywane w roznych
nowotworach, w tym w guzach komorek tucznych pséw i kotow (Sabattini i Bettini 2019; de
Nardi i in. 2022), migsakach histiocytarnych (Mullin i Clifford 2019), plazmocytomach
(Hughes i in. 2023), migsakach tkanek migkkich oraz w migsakach poiniekcyjnych u kotow
(Dobromylskyj 2022). Pomimo czgstego wystepowania w zmianach nowotworowych, ich
znaczenie kliniczne 1 biologiczne pozostaje w duzej mierze niezbadane. Jednocze$nie w
mikrosrodowisku nowotworowym moga by¢ obecne réwniez zapalne komorki olbrzymie
wielojadrzaste. Wedtug jednej z teorii, w warunkach in vitro, komorki olbrzymie wielojadrzaste
powstaja z makrofagéw pod wpltywem aktywacji przez interleuking 4 (IL-4) (Wang i Joyce
2010). Jest to istotne, poniewaz Srodowisko cytokinowe typu Th2 jest czgsto zwigzane ze
wzmozong aktywacja makrofagdw, a badania potwierdzity, ze makrofagi o fenotypie M2 moga

dawac¢ poczatek komorkom olbrzymim wielojadrzastym (Miron i Bosshardt 2018).
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W mikrosrodowisku nowotworowym komorki olbrzymie wielojadrzaste mogg stanowic
komorki senescentne (Bharadwa i Mandal 2018) Iub wykazywaé niesenescentny fenotyp
immunohistochemiczny CD31+ (Tan i in. 2021). Ponadto ich obecno$¢ moze by¢ wynikiem
przewlektego stanu zapalnego zwigzanego z nowotworem, podobnie jak obserwuje si¢ to w
reakcjach naobecnos¢ ciataobcego (Al-Maawi i in. 2021). Zaktada sie¢, ze komorki olbrzymie
wielojadrzaste powstaja w odpowiedzi na przewlekle dzialanie czynnika draznigcego
(Ahmadzadeh i in. 2022). Jednak komorki olbrzymie wielojadrzaste nie sg skuteczne w
eliminacji komorek nowotworowych. Obecnie uwaza si¢ wrecz, ze moga one sprzyjac progresji
nowotworu (Rosai 1990; Josten i Rudolph 1997; Gulubova i Ivanova 2019). Badania nad
rakiem brodawkowatym tarczycy u ludzi wykazaly, ze obecno$¢ komorek olbrzymich
wielojadrzastych byla zwigzana z bardziej zaawansowanym stadium choroby nowotworowe;j,
€O powigzano z ich udziatem w progresji nowotworu (Gulubovai Ivanova 2019).

Komorki olbrzymie wielojadrzaste moga by¢ obecne réwniez w migzszu nowotworu,
jednak ich obecno$¢ nie stanowi bezposredniego mechanizmu obrony immunologiczne
przeciwko nowotworowi. Zamiast tego odzwierciedlaja one zlozone interakcje migdzy
nowotworem a uktadem odporno$ciowym. Moga reprezentowaé odpowiedz na przewlekty stan
zapalny lub stanowi¢ element mikrosrodowiska nowotworowego, a nie aktywny mechanizm
przeciwnowotworowy (Gulubova i Ivanova 2019; Ahmadzadeh i in 2022). Ostatnie badania
dotyczace nowotworéw u ludzi wykazaty, ze komodrki olbrzymie wielojadrzaste sa
metabolicznie aktywne i moga przyczyniac si¢ do heterogenno$ci nowotworu oraz opornosci
na terapi¢ (Mirzayansi in. 2018).

Angiogeneza jest kluczowym procesem w regeneracji tkanek, ale moze rowniez
zachodzi¢ w warunkach patologicznych, takich jak wzrost nowotworu (Barnett i in. 2016).
Proces ten jest inicjowany przez czynniki wzrostu lub niski poziom tlenu, ktére aktywuja
czynniki indukowane przez hipoksje (HIF) (Lv i in. 2017). W trakcie angiogenezy
spoczynkowe komorki §rodbtonka naczyn krwionosnych zostaja pobudzone do proliferac;i,
modyfikacji macierzy zewnatrzkomorkowej, migracji oraz réznicowania w celu utworzenia
nowych naczyn pod wptywem sygnatéow angiogennych (Potente i in. 2011). W nowotworach
litych sie¢ naczyniowa sktada si¢ zaréwno z naczyn wyscielanych $rédbtonkiem, jak i1 z
mikrokrazenia nieendotelialnego. Ta ostatnia forma nazywana jest mimikrag naczyniowg i
uwaza si¢, ze wynika z réznicowania nowotworowych komodrek macierzystych w komorki
przypominajace srodbtonek (Kim et al. 2019).

Wciaz nie jest jasne, jakie znaczenie ma ekspresja markeréw immunohistochemicznych,

takich jak SMA 1 CD31, w migsakach poiniekcyjnych kotow. Lepsze zrozumienie ich wzorcow
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ekspresji oraz ich zwigzku ze stopniem ztosliwosci nowotworu, gestoscig naczyn krwionosnych
1 obecno$cig komoérek olbrzymich wielojadrzastych moze dostarczy¢ cennych informacji na
temat mechanizmow progresji i agresywnosci tych nowotworow.

Wiodkniakomigsaki poiniekcyjne moga stanowié istotny problem kliniczny bioragc pod
uwage fakt, ze wiekszos¢ kotow miala wykonywane procedury medyczne sprzyjajace
rozwojowi tego nowotworu (iniekcje lekow, szczepienia ochronne, reakcje zwigzane z
obecnos$cig nici chirurgicznych, implantacje mikroczipéw). Dodatkowo nowotwor jest
inwazyjny, ma wysoka tendencj¢ do nawrotéw i dostepne metody leczenia maja ograniczong
skuteczno$¢. Wiedza na temat jego biologii, mechanizméw progresji oraz interakcji z
mikrosrodowiskiem nowotworowym pozostaje fragmentaryczna i niepeina.

W dostepnej literaturze wystepuja skape doniesienia na temat ekspresji markeréw takich
jak metalotioneiny, PD-1, PD-L1 oraz Ki67 w odniesieniu do widkniakomi¢saka
poiniekcyjnego kotow. Znaczenie tych markeréw w kontekscie biologii nowotworu, a takze ich
potencjalna warto$¢ diagnostyczna i prognostyczna, nie zostaty dotychczas jednoznacznie
okreslone. Rowniez udzial komorek olbrzymich wielojadrzastych oraz procesow angiogenezy
w ksztaltowaniu mikro$rodowiska tych nowotworéw pozostaje niewyjasniony, pomimo
przestanek wskazujacych na ich mozliwy wplyw na stopien ztosliwosci, tempo progresji oraz
oporno$¢ nowotworu na stosowane metody leczenia.

Przeprowadzone przeze mnie badania starajg si¢ wypethic¢ luke w wiedzy, dostarczajac
nowych danych na temat ekspresji kluczowych markeréw oraz cech mikro§rodowiska
zapalnego i naczyniowego we widkniakomigsakach poiniekcyjnych kotow. Znaczenie moich
badan ma przede wszystkim charakter poznawczy — pozwala przyblizy¢ si¢ do zrozumienia
mechanizméw biologicznych lezacych u podstaw rozwoju i progresji tych nowotwordow.
Uzyskane przeze mnie wyniki prawdopodobnie moga mie¢ znaczenie praktyczne, zwlaszcza w
kontekscie identyfikacji czynnikow prognostycznych, ktére w przysztoSci moga stanowié
podstawe do bardziej precyzyjnej stratyfikacji ryzyka, personalizacji strategii terapeutycznych
oraz inicjowania nowych kierunkéw leczenia, w tym podej$¢ opartych na immunoterapii. Tym
samym badania te odpowiadajg na konkretne braki w literaturze, uzupetniaja wiedz¢ z zakresu
patologii nowotwordéw zwierzat towarzyszacych oraz moga mie¢ przetozenie na praktyke
kliniczng i dalsze badania translacyjne.

Podsumowujac celem niniejszych badan byto:

1. Poszerzenie wiedzy na temat roli wybranych markerow
immunohistochemicznych (metalotioneiny I-Il, Ki67, PD-1, PD-L1, CD3l,

SMA) oraz komponentdow mikrosrodowiska zapalnego w  biologii
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wilokniakomigsakow poiniekcyjnych kotow, ze szczegdlnym uwzglednieniem

mechanizméw warunkujacych ich agresywnos$¢ oraz zdolno$¢ do angiogenezy.

. Ustalenie, czy ekspresja bialeck PD-1 i PD-L1 oraz obecnos$¢ komorek

olbrzymich wielojadrzastych moze by¢ powigzana z immunosupresjg i
mechanizmami unikania nadzoru immunologicznego przez komorki
nowotworowe, co moze stanowi¢ punkt wyjécia do rozwoju nowych strategii

immunoterapeutycznych w leczeniu migsakow poinjekcyjnych u kotow.

. Porébwnanie 1 ocena zwigzku ekspresji wybranych  markeréw

immunohistochemicznych, morfologii nowotworu, stopnia zto§liwosci, gestosci
naczyn oraz obecnosci komorek olbrzymich wielojadrzastych w konteks$cie
identyfikacji cech prognostycznych i potencjalnych celow terapeutycznych w

migsakach poiniekcyjnych kotow.

Poszczegodlne zadania badawcze obejmowaty:

1. Oceng ekspregi wybranych markerow i bialek o znaczeniu prognostycznym metoda

immunohistochemiczng we wtokniakomigsakach poiniekcyjnych kotow oraz okreslenie ich

potencjalnej roli w mikrosrodowisku nowotworu i procesach angiogenezy.

a)
b)
c)
d)

€)

Ocena ekspregji izoform metalotioneiny I-11.
Ocena ekspresji biatka Ki67.

Ocena ekspresji biatek PD-11 PD-L1.
Ocena ekspresji SMA.

Ocena ekspresji CD31.

2. Analize morfologii wtokniakomigsakow poiniekcyjnych kotow.

a) Histologiczna ocena stopnia ztosliwosci nowotworu na podstawie zaproponowanych

kryteriow klasyfikacji migsakow tkanek migkkich u kotow.

b) Analiza zwigzku miedzy stopniem zlosliwosci nowotworu, gestoscia naczyn

krwionosnych a obecnoscig komorek olbrzymich wielojadrzastych.

Powyzsze cele zostaly zrealizowane za pomoc3:

R/

X/
°e

% analizy histologicznej 1 okreSlenia stopnia ztosliwosci wldkniakomigsakow
poiniekcyjnych kotow;

barwienia immunohistochemicznego z uzyciem nastgpujacych przeciwcial: anty-
metal otioneina, anty-Ki67, anty-PD-1, anty-PD-L 1, anty-CD31, anty-SMA;

analizy wzajemnych korelacji pomig¢dzy ekspresjg wybranych biatek a histologicznymi
cechami ztosliwosci wedtug zaproponowanych kryteriow klasyfikacji migsakow tkanek

migkkich u kotow.
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4.3.2. Materialy i metody
4.3.21. Ocena ekspregi izoform metalotioneiny I-lI, bialka Ki67 w
komorkach nowotworowych oraz histologiczna ocena stopnia zlosliwosci
nowotworu na podstawie zaproponowanego kryterium Kklasyfikacji
miesakow tkanek miekkich u kotow.

W do$wiadczeniu wykorzystano 40 wycinkow tkankowych kocich wtokniakomigsakow
poinekcyjnych zarchiwizowanych w Laboratorium Katedry Anatomii Patologicznej Wydziatu
Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie. Wszystkie
wycinki tkankowe zostaty utrwalone w 10% zbuforowanej formalinie, poddane standardowej
obrébce histopatologicznej, zatopione w bloczki parafinowe, pocigte na skrawki grubosci ok. 1
um, zabarwione hematoksyling i eozyng (HE). Kryterium wlaczenia byta lokalizacja ogniska
nowotworowego oraz kryteria morfologiczne nowotworow zaproponowane przez Doddy 1 in.
(1996) oraz Dean i in. (2013). Histologicznie nowotwory zostaty podzielone na pierwszy, drugi,
trzeci stopien ztosliwosci histologicznej dzigki wykorzystaniu klasyfikacji histologiczne
opracowang przez Dobromylskyj i in. (Dobromylskyj i in. 2021) dla migsakow tkanek
migkkich u kotéw. Zmiany nowotworowe pochodzity z nastepujacych okolic ciata: okolicy
mi¢dzytopatkowej (50%; 20/40 przypadkow), okolicy udowe (12,5%; 5/40 przypadkow),
okolicy boku ciata (12,5%; 5/40 przypadkow), okolicy ledzwiowe) (10%; 4/40 przypadkoéw),
okolicy ramienng (10%; 4/40 przypadkow) i grzbietowej okolicy szyi (5%; 2/40 przypadkow).
Liczb¢ komorek zapalnych sklasyfikowano jako 1 (brak lub nieliczne komorki zapalne,
rozproszone w miazszu guza), 2 (gdy komorki zapalne byly liczniejsze, tworzac wyrazne
ogniska w migzszu guza), 3 (gdy komorki zapalne byly liczne 1 tworzyty duze ogniska). Zakres
martwicy sklasyfikowano jako 0 (brak martwicy w guzie), 1 (obszar martwicy do 50% migzszu
guza) i 2 (obszar martwicy obgmujacy ponad 50% migzszu guza). Liczbe figur podziatu
mitotycznego sklasyfikowano nastepujaco: 1 (0-9 figur podziatu mitotycznego w 2.37 mm?), 2
(10-19 figur podzialu mitotycznego w 2.37 mm?), 3 (>19 figur podzialu mitotycznego w 2.37
mm?).

Barwienieimmunohistochemiczne

Skrawki tkankowe do badania immunohistochemicznego zostaly umieszczone na
szkietkach podstawowych o podwyzszonej adhezyjnosci. Odzyskiwanie antygenu
przeprowadzono metoda indukcji cieplnej wykonanegj w buforze Tris-EDTA o pH 9,0
(EnVision™ Fex Target Retrieval Solution High pH, DAKO, Glostrup, Dania) przez 20 minut
w temperaturze 96 °C, z uzyciem modulu PT-Link (Dako, Glostrup, Dania). Badanie

immunohistochemiczne kazdego guza przeprowadzono przy uzyciu przeciwciat pierwotnych:

10



Autoreferat: dr wet. Mateusz Mikiewicz

Ki67 (przeciwcialo monoklonalne mysie przeciwko ludzkiemu, klon MIB-1, rozcienczenie
1:75, czas inkubacji: 30 minut w komorze wilgotng w temperaturze pokojowsej; Dako,
Glostrup, Dania) oraz metalotioneina (przeciwcialo monoklonalne mysie przeciwko
metal otioneinom I-1I, klon UCIMT, rozcienczenie 1:1000, czas inkubacji: 60 minut w komorze
wilgotnej w temperaturze 60 °C; Abcam, Cambridge, Wielka Brytania) oraz systemu
wizualizacyjnego opartego na metodzie immunoperoksydazy z 3,3’-diaminobenzydanem
(DAB) jako substratem (EnVision + System-HRP, Mouse, Dako, Glostrup, Dania). Szkietka
barwiono kontrastowo przy uzyciu hematoksyliny Mayera. Pozytywne i negatywne probki
kontrolne byly barwione jednoczesnie z probkami badanymi (kontrola pozytywna dla
metalotioneiny — gruczot sutkowy kota, kontrola pozytywna dla Ki67 — skora kota). Ocena
wybarwionych preparatow dokonywana byta z wykorzystaniem mikroskopu $wietlnego
(BX63, Olympus, Tokyo, Japonia) z uzyciem oprogramowania CellSense (Olympus, Tokyo,
Japonia).
Ocena ekspregi Ki67

Ekspresje¢ Ki67 oceniano w 10 polach widzenia przy powiekszeniu x400, w obszarach
o najwiekszej liczbie komorek barwionych (tzw. hot-spots), z wytaczeniem obszarow objetych
stanem zapalnym i martwicg. Indeks Ki67 wyrazono jako procent komoérek dodatnich,
obliczajac stosunek liczby komorek nowotworowych wykazujacych dodatnig reakcje
immunohistochemiczng do ogdlnej liczby komorek nowotworowych obserwowanych w
analizowanych polach mikroskopowych, zgodnie z metodg opisang przez Patruno i in. (2020).
Obliczono $rednie wartosci (z odchyleniem standardowym) dla nowotworow o I, Il oraz 11l
stopniu ztosliwosci.
Ocena ekspregi metalotioneiny

Ekspresje metalotioneiny oceniano w 10 losowo wybranych polach widzenia przy
powiekszeniu %400, stosujac skale semikwantywna, uwzgledniajaca intensywnos$¢ barwienia
immunohistochemicznego (0: brak; 1: stabe; 2: umiarkowane; 3: silne) oraz procent komorek
nowotworowych wykazujacych reakcje immunopozytywna (1: < 10%; 2: 10-50%; 3: 51-80%;
4: >80%). Wynik ekspresji metalotioneiny obliczono jako iloczyn punktacji przyznang za
poszczegolne cechy i przyjmowal wartosci od 0 do 12 (Remmele i Stegner 1987; Surowiak i
in. 2005; Nowak i in. 2007; Mikiewicz i in. 2016). Obliczono wartosci $rednie (z odchyleniem
standardowym) dlanowotwordéw o I, II oraz III stopniu zto§liwosci.
Analiza statystyczna

Wszystkie zmienne poddano weryfikacji normalnosci rozktadu za pomocg testu

Shapiro-Wilka. Roznice w indeksie Ki67 oraz ekspresji metal otioneiny pomiedzy grupami o |,
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[1 1 Il stopniach ztosliwosci analizowano za pomocg testu Kruskala—Wallisa, a nast¢pnie
przeprowadzano test post-hoc Dunn’a. Korelacje pomiedzy stopniem zlosliwosci guza,
stopniem zapalenia, stopniem martwicy, indeksem Ki67 oraz ekspresja metalotionieny badano
przy uzyciu wspotczynnika korelacji rang Spearmana. Roznice uznawano za istotne
statystycznie, gdy p<0,05, natomiast wysoce istotne, gdy p<0,001. Analize statystyczng
przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania Statistica 14 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA).
4.3.2.2. Ocena ekspresji bialek PD-1i PD-L1 w komérkach nowotworowych,
w nacieku zapalnym oraz histologiczna ocena stopnia zlosliwosci
nowotworu na podstawie zaproponowanego kryterium Kklasyfikacji
miesakow tkanek mi¢kkich u kotow.

W doswiadczeniu wykorzystano 31 wycinkow tkankowych kocich widkniakomigsakow
poinekcyjnych zarchiwizowanych w Laboratorium Katedry Anatomii Patologicznej Wydziatu
Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie. Wszystkie
wycinki tkankowe zostaty utrwalone w 10% zbuforowanej formalinie, poddane standardowe;j
obrobce histopatologicznej, zatopione w bloczki parafinowe, pocigte na skrawki grubosci ok. 1
um, zabarwione hematoksyling i eozyna (HE). Kryterium wiaczenia byty cechy morfologiczne
opisane przez Doddy i in. (1996), Dean i in. (2013) oraz Mikiewicz i in. (2023) a takze
lokalizacja zmiany nowotworowej. Wycinki tkankowe pochodzity z nastgpujacych miejsc:
okolica mi¢dzyptatowa (45 %; 14/31 przypadkow), okolica udowa (13 %; 4/31 przypadkow),
okolica boku ciata (16 %; 5/31 przypadkow), okolica ledzwiowa (6,5 %; 2/31 przypadkow),
okolica barkowa (6,5 %; 2/31 przypadkow) oraz grzbietowa czes¢ karku (13 %; 4/31
przypadkow). Histologicznie nowotwory zostaly podzielone na I, 1, Ill stopien zlosliwosci
histologicznej dzigki wykorzystaniu klasyfikacji histologicznej opracowanej przez
Dobromylskyj i in. (2021) dla migsakow tkanek migkkich u kotéw opisanej przez Mikiewicza
i in. (2023).

Barwienie immunohistochemiczne

Skrawki tkankowe do badania immunohistochemicznego zostalty umieszczone na
szkietkach podstawowych o podwyzszonej adhezyjnosci. Odzyskiwanie antygenu
przeprowadzono metoda indukcji cieplnej wykonanej w buforze Tris—-EDTA o pH 9,0
(EnVision™ Flex Target Retrieval Solution High pH, DAKO, Glostrup, Dania) przez 20 minut
w temperaturze 96 °C, z uzyciem modulu PT-Link (Dako, Glostrup, Dania). Badanie
immunohistochemiczne kazdego guza wykonano z zastosowaniem przeciwciat pierwotnych:
PD-1 (przeciwciato monoklonalne mysie przeciwko PD-1, klon J166, rozcienczenie 1:25, czas

inkubacji: cata noc w komorze wilgotnej w temperaturze 4 °C; Abcam, Cambridge, Wielka

12



Autoreferat: dr wet. Mateusz Mikiewicz

Brytania) oraz PD-L1 (przeciwcialo monoklonalne krolicze przeciwko PD-L1, klon 28-8,
rozcienczenie 1:100, czas inkubacji: cata noc w komorze wilgotnej w temperaturze 4 °C;
Abcam, Cambridge, Wielka Brytania) oraz systemu wizualizacyjnego opartego na metodzie
immunoperoksydazy z 3,3'-diaminobenzydanem (DAB) jako substratem (dla PD-1:
EnVision + System-HRP, Anti-Mouse, Dako, Glostrup, Dania; dlaPD-L1: EnVision + System-
HRP, Anti-Rabbit, Dako, Glostrup, Dania). Wczeséniejsze badanie wykazato, ze przeciwciato
monoklonalne anty-PD-1, klon J116, reaguje krzyzowo z kocim PD-1 (Nascimento i in. 2020).
Ponadto zaobserwowano reaktywno$¢ krzyzowa przeciwciatla monoklonalnego anty-PD-L1,
klon 28-8, wobec kociego PD-L1 (Nishibori i in. 2023). Szkietka barwiono kontrastowo
hematoksyling Mayera. Pozytywne i negatywne probki kontrolne barwiono réwnolegle z
probkami badanymi (kontrola pozytywna dla PD-1 i PD-L1 — migdalek kota). Ocena
wybarwionych preparatow dokonywana byla z wykorzystaniem mikroskopu s$wietlnego
(BX63, Olympus, Tokyo, Japonia) z uzyciem oprogramowania CellSense (Olympus, Tokyo,
Japonia).
Ocenaekspregi PD-1i PD-L 1 w komérkach nowotworowych oraz w komérkach nacieku
zapalnego

Ekspresj¢ PD-1i PD-L1 oceniano w komoérkach nowotworowych w 4 polach widzenia
przy powigkszeniu x400, z pominigciem obszarow martwicy. W przypadku PD-1 i PD-L1
zastosowano skale semikwantywna, ktéra uwzgledniala intensywnos¢ barwienia
immunohistochemicznego (0: brak; 1: stabe do umiarkowanego; 2: silne) oraz procent
immunopozytywnych komorek nowotworowych (0: brak komoérek dodatnich; 1: ponizej 10 %;
2: 10-50%; 3: powyzej 50%). Procent dodatnich komoérek oraz wyniki dotyczace
intensywno$ci  barwienia  mnozono, uzyskujagc  ostateczny  wynik  barwienia
immunohistochemicznego (Kim i in. 2016). Dodatkowo, ekspresj¢ PD-1 oceniano w
limfocytach naciekajacych guz, ktore identyfikowano na podstawie oceny morfologicznej.
Skala ocen obejmowata procent immunopozytywnych limfocytow (0: brak komorek dodatnich;
1: ponizej 10 %; 2: 10-50 %; 3: powyzej 50 %) (Brockhoff i in. 2018). Wskaznik obliczono
jako stosunek liczby komorek dodatnich do catkowitej liczby komoérek. Komorke uznawano za
dodatnia, jesli wystepowato u niej przynajmniej stabe, czgsciowo btonowe zabarwienie.
Analiza statystyczna

Wszystkie zmienne poddano weryfikacji normalnosci rozkladu za pomocg testu
Shapiro-Wilka. Réznice w ekspresji PD-1 i PD-L1 pomiedzy grupami o I, I i Il stopniu
ztosliwos$ci oraz wynikiem oceny zapalenia analizowano przy uzyciu testu Kruskala-Wallisa z

zastosowaniem testu post hoc Dunn’a. Korelacje pomigdzy stopniem zlosliwosci guza,
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stopniem zapalenia, liczbg limfocytow PD-1 dodatnich naciekajacych nowotwor, ekspresja PD-
1i PD-L1 oceniano za pomocg wspotczynnika korelacji rang Spearmana. Réznice uznawano
za istotne statystycznie, gdy p<0,05, natomiast wysoce istotne, gdy p<0,001. Analize
statystyczng przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania Statistica 14 (StatSoft Inc., Tulsa,
OK, USA).
4.3.2.3. Ocenaekspregi SMA, CD31, liczby naczyn krwiono$nych, komérek
olbrzymich wielojadrzastych oraz histologiczna ocena stopnia
zlosliwosci nowotworu na podstawie zaproponowanego kryterium
klasyfikacji miesakow tkanek miekkich u kotow.

W doswiadczeniu wykorzystano 61 wycinkéw tkankowych kocich widkniakomigsakow
poinekcyjnych zarchiwizowanych w Laboratorium Katedry Anatomii Patologicznej Wydziatu
Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie. Wszystkie
wycinki tkankowe zostaty utrwalone w 10% zbuforowane formalinie, poddane standardowe
obrébce histopatologicznej, zatopione w bloczki parafinowe, pocigte na skrawki grubosci ok. 1
um, zabarwione hematoksyling i eozyng (HE). Kryterium wlaczenia byty cechy morfologiczne
opisane przez Doddy i in. (1996), Dean i in. (2013) oraz Mikiewicz 1 in. (2023) a takze
lokalizacja zmiany nowotworowej. Wycinki tkankowe pochodzily z nast¢pujacych miejsc: bok
ciata (34.4%; 21/61 przypadkoéw), okolica miedzytopatkowa (26.2% 16/61 przypadkow),
okolica lgedzwiowa (18%; 11/61 przypadkow), okolica uda (11.5%;7/61 przypadkow),
dobrzuszna strona szyi (8.2%;5/61 przypadkow), okolica ramienia (1.6%; 1/61 przypadek).
Histologicznie nowotwory zostaly podzielone na pierwszy, drugi, trzeci stopien ztosliwosci
histologiczne; dzigki wykorzystaniu klasyfikacji histologicznej opracowanej przez
Dobromylskyj 1 in. (2021) dla migsakow tkanek migkkich u kotéw opisanej przez Mikiewicza
i in. (2023).

Barwienieimmunohistochemiczne

Skrawki tkankowe do badania immunohistochemicznego zostalty umieszczone na
szkietkach podstawowych o podwyzszonej adhezyjnosci. Odstanianie antygendéw indukowane
cieptem przeprowadzono w buforze Tris-EDTA o pH 9,0 (EnVision™ Fex Target Retrieval
Solution High pH, DAKO, Glostrup, Dania) przez 20 minut w temperaturze 96°C,
wykorzystujac modut PT-Link (Dako, Glostrup, Dania). Badanie immunohistochemiczne
kazdego nowotworu przeprowadzono z uzyciem przeciwcial pierwszorzgdowych: a-SMA
(monoklonalne przeciwcialo mysie anty-ludzkie, klon 1A4, rozcienczenie 1:50, czas inkubacji:
30 minut w komorze wilgotngl w temperaturze pokojowej; Dako, Glostrup, Dania) oraz CD31

(monoklonalne przeciwcialo mysie anty-ludzkie, klon JC70A, rozcienczenie 1:20, czas
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inkubacji: przez noc w komorze wilgotnej w temperaturze 4°C; Dako, Glostrup, Dania).
Wykorzystano system wizualizacji oparty na metodzie immunoperoksydazowe, z 3,3-
diaminobenzydyna (DAB) jako substratem (EnVision + System-HRP, Mouse, Dako, Glostrup,
Dania). Preparaty zostaly kontrastowo wybarwione hematoksyling Mayera. Kontrole
pozytywne i negatywne zostaly barwione rownoczesnie z analizowanymi preparatami. W
kontroli negatywnej przeciwciato pierwszorzgdowe zastgpiono mysim IgG dobranym pod
wzgledem izotypu (Dako) w odpowiednim rozcienczeniu. W kontroli pozytywnej zastosowano
prawidtowe tkanki przetworzone w sposob analogiczny do badanych preparatow (dla a-SMA i
CD31 - jelito kota). Brazowy osad w miejscu obecnosci antygenu uznawano za reakcje
pozytywna. Preparaty oceniano pod mikroskopem $wietlnym (BX63, Olympus, Tokio,
Japonia) z wykorzystaniem oprogramowania Cell Sense (Olympus, Tokio, Japonia).
Ocena gestosci naczyn krwionosnych

Dla kazdego nowotworu obszary o najwigkszej gestosci naczyn zostaty wybrane pod
matym powigkszeniem (x100). Nastgpnie liczba naczyn zostata okreslona w obszarze 2,37 mm?
przy powickszeniu x400. Kazda komodrka srodbtonka lub skupisko komoérek srodblonka
wykazujace dodatnig reakcje immunohistochemiczng (CD31+), ktére byly wyraznie
oddzielone od sgsiednich mikronaczyn, komorek nowotworowych i otaczajacej tkanki tacznej,
byly uznawane za pojedyncze, policzalne naczynie. Obecno$¢ $wiatta naczynia nie byla
warunkiem koniecznym do identyfikacji mikronaczynia, podobnie jak obecno$¢ erytrocytow w
Swietle naczynia nie byla uznawana za kryterium definicyjne. Obliczono wartosci $rednie (z
odchyleniem standardowym) dlagrup o I, I1 i 111 stopniu zto§liwosci.
Ocena liczby komorek olbrzymich wielojadrzastych

Obszary o najwigkszej gestosci komorek olbrzymich wielojadrzastych w miazszu
nowotworu zostaly wybrane dla kazdego stopnia zto§liwosci pod matym powigkszeniem
(x100). Nastepnie liczba tych komorek zostala okreSlona w obszarze 2,37 mm? przy
powiekszeniu x400. Obliczono wartosci $rednie (z odchyleniem standardowym) dla grup o I,
[1i 111 stopniu ztosliwosci.
Analiza statystyczna

Roznice w gestosci naczyn krwiono$nych oraz liczbie komorek olbrzymich
wielojadrzastych w grupach o I, Il i Il stopniu ztosliwosci analizowano za pomoca testu
KruskalaWallisaH (jednoczynnikowa ANOV A na rangach), a nast¢pnie testu post-hoc Dunna.
Korelacje miedzy stopniem zlosliwosci nowotworu, liczbg komorek olbrzymich
wielojadrzastych, gestoscig naczyn oraz indeksem mitotycznym oceniano za pomocg

wspotczynnika korelacji rang Spearmana (r: wspotczynnik korelacji rang Spearmana). Warto$¢
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p<0,05 uznawano za istotng statystycznie, natomiast p<0,001 za wysoce istotng. Analiz¢
statystyczng przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania Statistica 14 (StatSoft Inc., Tulsa,
OK, USA).
4.3.3. Wyniki
4331 Ocena ekspregi izoform metalotioneiny |-II. bialka Ki67 w
komorkach nowotworowych oraz histologiczna ocena stopnia zlosliwosci
nowotworu na podstawie zaproponowanego kryterium Kklasyfikacji
migsakow tkanek miekkich u kotow
Na podstawie przedstawionych cech morfologicznych guzy nowotworowe
sklasyfikowano jako: I stopnia (5/40; 12,5 %), II stopnia (15/40; 37,5 %), III stopnia (20/40;
50%) ztosliwosci histologicznej. W guzach | stopnia martwica byta albo niecobecna albo
obejmowata mniej niz 50 % miazszu guza. Nacieki zapalne byly nicobecne lub niewielkie W
guzach 11 stopnia martwica wyst¢powata jedynie w 40 % przypadkow, a nacieki zapalne miaty
charakter zmienny. W guzach 111 stopnia martwica wystepowata we wszystkich przypadkach,
przy czym w wigkszo$ci obejmowata ponad 50 % migzszu guza. Nacieki zapalne byty masywne
w 75 % przypadkow. Sredni indeks Ki67 wynosit 6,64 + 3,31 w guzach | stopnia, 15,25+ 5,36
w guzach |l stopnia oraz 38,4 + 14,4 w guzach |l stopnia. Analiza statystyczna wykazata, ze
indeks Ki67 byt statystycznie istotnie wyzszy w guzach |1l stopnia w poréwnaniu do guzéw 11
stopnia (p = 0,000) oraz w poréwnaniu do guzow | stopnia (p = 0,000). Dodatkowo, indeks Ki67
byl dodatnio skorelowany ze stopniem ztosliwosci guza (r=0,853; p=0,000), stanem
zapalnym (r=0,452; p=0,003) oraz obecno$cig martwicy (r=0,37; p=0,018).
Zaobserwowano cytoplazmatyczng, a czasami takze jadrowa ekspresje metalotioneiny
we wszystkich guzach | stopnia (100 %), w 10 guzach Il stopnia (66,67 %) oraz w 11 guzach
11 stopnia (55 %). Sredni wskaznik ekspresji metalotioneiny wynosit odpowiednio 6,2 + 3,03,
1,87+ 2,1 oraz 1,65+ 2,18 dla guzoéw I, Il oraz Il stopnia. Analiza statystyczna wykazata, ze
ekspregia metalotioneiny byta statystycznie istotnie wyzszaw guzach | stopnia w poréwnaniu
do guzéw Il stopnia (p=0,04) oraz do guzow Ill stopnia (p=0,012). Ponadto eksprega
metal otioneiny byta ujemnie skorelowana ze stopniem ztosliwosci guza (r=-0,356; p=0,024)
oraz nasileniem stanu zapalnego (r=-0,713; p=0,000). Nie stwierdzono korelacji pomiedzy
ekspresja metalotioneiny aobecnoscig martwicy (r=10,014; p=0,9).
Wyniki przeprowadzonych badan omoéwiono w publikacji 4.2.1.:
Mateusz Mikiewicz, Katarzyna Pazdzior-Czapula, Joanna Fiedorowicz, Michat Gesek, Iwona
Otrocka-Domagata. Metallothionein expression in feline injection site fibrosarcomas. BMC
Veterinary Research 2023; 19: 42.
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4.3.3.2. Ocena ekspresji bialek PD-1i PD-L1 w komorkach nowotworowych,
w nacieku zapalnym oraz histologiczna ocena stopnia zlosliwosci
nowotworu na podstawie zaproponowanego kryterium klasyfikagji
miesakow tkanek mi¢ekkich u kotow

Na podstawie przedstawionych cech morfologicznych guzy nowotworowe
sklasyfikowano jako: | stopnia (3/31; 10%), Il stopnia (13/31; 42%), |11 stopnia (15/31; 48%)
ztosliwosci histologicznej. Blonowa ekspresj¢ PD-1 zaobserwowano w 84 % przypadkéw i
obejmowata ona dwa guzy I stopnia (66,7 %), 10 guzéw II stopnia (76,9 %) oraz 14 guzow III
stopnia (93,3 %). Najsilniejsza ekspresja PD-1 obecna byta w 5 przypadkach guzéw III stopnia
(16,1 %). Ekspresje PD-1 stwierdzono rowniez w limfocytach naciekajacych miazsz
nowotworu w 22 przypadkach (71 %) i obejmowata ona 2 guzy | stopnia (66,7 %), 7 guzow 1|
stopnia (53,8 %) oraz 13 guzow Il stopnia (86,7 %).

Analiza statystyczna wykazata, ze ekspresja PD-1 w komoérkach nowotworowych byta
wyzsza w guzach Il stopnia w poréwnaniu do guzéw Il stopnia (p=0,025) oraz byta dodatnio
skorelowana ze stopniem ztosliwosci guza (r=0,52; p=0,003). Ponadto ekspresja PD-1 w
komorkach nowotworowych byta dodatnio skorelowana z obecnoscia stanu zapalnego (r=0,53;
p=0,002). Najnizszy $redni poziom ekspresji PD-1 w komorkach nowotworowych
zaobserwowano w przypadkach o niewielkim zapaeniu (wynik 1), natomiast najwyzszy
poziom ekspresji stwierdzono w guzach z najbardzigl nasilonym procesem zapalnym (wynik
3). Réznice te byly statystycznie istotne (p=0,047). Dodatkowo, zaobserwowano dodatnia
korelacj¢ miedzy liczba PD-1-dodatnich limfocytow naciekajacych miazsz nowotworu a
stopniem ztosliwosci guza (r=0,4; p=0,028), stopniem nasilenia procesu zapanego (r=0,75;
p=0,000), ekspresjg PD-1 w komodrkach nowotworowych (1=0,81; p=0,000) oraz ekspresjg PD-
L1 w komoérkach nowotworowych (r=0,82; p=0,000).

Blonowa ekspresj¢ PD-L1 zaobserwowano w 81 % przypadkéw i obejmowala ona 2
guzy | stopnia (66,7 %), 9 guzdéw Il stopnia (69,2 %) oraz 14 guzoéow Il stopnia (93,3 %).
Najwyzszy poziom ekspresji PD-L1 w komorkach nowotworowych zaobserwowano w 9
przypadkach (29 %), z czego 8 guzow bylo Ill stopnia, a 1 guz zostat histologicznie
sklasyfikowany jako Il stopien ztosliwosci.

Eksprega PD-L1 w komorkach nowotworowych byta wyzsza w guzach Il stopniaw
poréwnaniu do guzoéw |l stopnia (p=0,03) oraz byla dodatnio skorelowana ze stopniem
zto§liwosci guza (r=0,5; p=0,004). Podobnie jak w przypadku PD-1, ekspresa PD-L1 w
komorkach nowotworowych byla dodatnio skorelowana z nasileniem procesu zapanego

(r=0,81; p=0,000). Analiza statystyczna ponadto wykazala, Zze najnizszy S$redni poziom
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ekspregii PD-L1 w komoérkach nowotworowych zaobserwowano w przypadkach o najnizszym
nasileniu procesu zapalnego (wynik 1), natomiast najwyzszy poziom ekspresji stwierdzono w
guzach z nagjbardzigj nasilonym procesem zapalnym (wynik 3). Roznice te byly statystycznie
istotne — mig¢dzy przypadkami o nagbardzig nasilonym procesie zapalnym (wynik 3) a
najnizszym nasileniu procesu zapalnego (p=0,001; wynik 1) oraz mie¢dzy przypadkami o
umiarkowanym (wynik 2) a najnizszym nasileniu procesu zapalnego (p=0,002; wynik 1).

Wyniki przeprowadzonych badan omoéwiono w publikacji 4.2.2.:

Mateusz Mikiewicz, Katarzyna Pazdzior-Czapula, Joanna Fiedorowicz, Iwona Otrocka-
Domagata. Expression of programmed cell death protein 1 and programmed cell death ligand
1infelineinjection site fibrosarcomas. Research in Veterinary Science 2024, 176: 105350.
4.3.3.3. Ocena ekspresji SMA, CD31, liczby naczyn krwiono$nych, komérek
olbrzymich wielojadrzastych oraz histologiczna ocena stopnia
zlosliwosci nowotworu na podstawie zaproponowanego kryterium
klasyfikacji migsakow tkanek migkkich u kotow

Na podstawie przedstawionych cech morfologicznych guzy nowotworowe
sklasyfikowano jako: | stopnia (6/61; 9,8%), |l stopnia (24/61; 39,3%), Il stopnia (31/61,;
50,8%) ztosliwosci histologicznej. We wszystkich przypadkach nowotwory byty stabo
odgraniczone, zlokalizowane w skorze wtasciwej 1 tkance podskérnej. Komorki nowotworowe
mialy wrzecionowaty lub poligonalny ksztalt, wykazywaty wyrazng anizocytoze i anizokarioze
z obecno$cig makronukleozy, a w miazszu nowotworu obecne byly rozproszone komorki
olbrzymie wielojadrzaste. Liczba figur podzialu mitotycznego byta zmienna. W wigkszosci
przypadkdw w obrebie guza obserwowano obszary martwicze o roznym nasileniu. We
wszystkich nowotworach stwierdzono nacieki limfocytow i plazmocytow o réznym stopniu
nasilenia, gtéwnie w okolicy okotonaczyniowej, a takze rozproszone nacieki makrofagéw w
MigzZszu guza.

Cytoplazmatyczng ekspresje SMA w komorkach nowotworowych wykryto w 93,44%
przypadkéw. Obecno$é SMA stwierdzono w 6 guzach | stopnia (10,53%), 22 guzach Il stopnia
(38,6%) oraz 29 guzach Il stopnia (50,88%). Brak ekspre§i SMA odnotowano w 4
przypadkach, w tym w 2 guzach Il stopnia (3,28%) oraz 2 guzach |1l stopnia (3,28%).

Cytoplazmatyczng ekspresje CD31 w komodrkach olbrzymich wielojadrzastych
wykazano w 39 guzach (63,93%). CD31-dodatnie komorki olbrzymie wielojadrzaste
stwierdzono w 2 guzach | stopnia (5,13%), 14 guzach 1l stopnia (35,9%) oraz 23 guzach |11
stopnia (58,97%). Srednia liczba komoérek olbrzymich wielojadrzastych réznita si¢ w

zalezno$ci od stopnia ztosliwosci nowotworu: w guzach | stopnia wynosita 8+5 komorek, w |1
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stopnia 15+17 komorek, a w 111 stopnia 23+14 komorek. Analiza statystyczna wykazata wyzsza
liczbe komorek olbrzymich wielojadrzastych w guzach I11 stopnia w porownaniu do |1 stopnia
(p=0,004) i | stopnia (p=0,017) ztosliwosci histologicznej. Ponadto wykazano dodatnig
korelacje miedzy obecnoscig komorek olbrzymich wielojadrzastych a stopniem ztosliwosci
nowotworu (r=0,49; p=0,000). Dodatkowo liczba komoérek olbrzymich wielojadrzastych
roznita si¢ miedzy wartoscig indeksu mitotycznego (1 vs. 3 p=0,022; 2 vs. 3 p=0,02). Ponadto
pomigdzy tymi parametrami zaobserwowano dodatnig korelacj¢ (r=0,441; p=0,000).

Srednia gesto$¢ naczyn krwiono$nych wynosita 21+7 w guzach | stopnia, 29+11 w Il
stopnia oraz 1746 w |11 stopniaztosliwosci. Analiza porownawcza wykazala, ze ggsto$é naczyn
byta wyzsza w guzach Il stopnia w poréwnaniu do guzoéw Il stopnia (p=0,000). Stwierdzono
réwniez ujemng korelacj¢ miedzy gestoscig naczyn a stopniem zto§liwosci nowotworu (r=-
0,444; p=0,000). Liczba naczyn krwiono$nych byta najwyzsza w guzach z nieobecng martwica.
Istotng roznice statystyczng wykazano migdzy brakiem martwicy a martwicg obejmujacg ponad
50% migzszu guza (p=0,005). Ponadto stwierdzono ujemng korelacj¢ pomigdzy gestoscia
naczyn krwiono$nych a obecnoscig martwicy (r=-0,411; p=0,001). Zaobserwowano rowniez
ujemng korelacj¢ miedzy liczbg komoérek olbrzymich wielojadrzastych a gestoscig naczyn (r=-
0,262; p=0,042).

Wyniki przeprowadzonych badan omoéwiono w publikacji 4.2.3.:

Mateusz Mikiewicz, lwona Otrocka-Domagata. |mmunohistochemical analysis of smooth
muscle actin and CD3L1 in feline post-injection site fibrosarcomas. association with tumour
grade, vascular density, and multinucleated giant cells. BMC Veterinary Research 2025; 21.
191.

4.3.4. Dyskuga

Wyniki przeprowadzonych badan na wiokniakomigsakch poiniekcyjnych u kotow
dowiodly, ze guzy nowotworowe wykazuja ekspresje metalotioneiny przy czym ekspresja ta
byta ujemnie skorelowana z nasileniem stanu zapalnego oraz stopniem zlo§liwosci guza.
Weczesniejsze badania wykazaty, ze metalotioneina posiada wlasciwo$ci immunomodulacyjne,
hamujac odpowiedz humoralng zalezng od limfocytéw T (Canpolat i in. 2001) oraz hamujac
funkcje limfocytow T cytotoksycznych (Youn i Lynes 1999). Przewlekty stan zapalny stanowi
kluczowy element patogenezy wiokniakomigsakow poiniekcyjnych. Wolne rodniki powstajace
w wyniku utrzymujgcego si¢ stanu zapalnego powodujg uszkodzenia DNA (Woodward 2011).
Co wigcej, stopien nacieku zapalnego jest jednym =z trzech parametrow niedawno
Zaproponowanego systemu stopniowania mig¢sakow tkanek migkkich kotow (Dobromylskyj i

in. 2021). Dlatego ujemna korelacja pomiedzy ekspresja metalotioneiny a nasileniem nacieku

19



Autoreferat: dr wet. Mateusz Mikiewicz

zapalnego (oraz stopniem zto§liwosci guza) we widkniakimiesakach poiniekcyjnych wskazuje,
ze obnizenie ekspresji metalotionieny moze by¢ zwigzane z progresja nowotworu. Obnizenie
ekspregi metalotioneiny zaobserwowano rowniez w kilku nowotworach u ludzi, tj. w raku
watroby, jelita grubego oraz prostaty (Datta i in. 2007; Wei i in. 2008; Yan i in. 2012). W
przypadku raka jelita grubego u ludzi obnizenie ekspresji jedng z izoform metalotionieny
(MT1F) bylo wynikiem utraty heterozygotycznosci (Yan i in. 2012). Poniewaz metalotioneina
chroni komorki przed stresem oksydacyjnym, obnizenie ekspresji metalotioneiny moze wigzaé
si¢ ze zwigkszonym ryzykiem uszkodzenia DNA i zmian mutagennych, odpowiedzialnych za
karcynogeneze (Dincer i in. 2001; Takahashi 2015), co jest rowniez bardzo prawdopodobne w
kocich witdkniakomigsakch poiniekcyjnych. Natomiast, w niektorych ludzkich migsakach
tkanek migkkich zaobserwowano dodatnig korelacje miedzy ekspresja metalotioneiny a
stopniem ztosliwosci guza (Dziegiel i in. 2005). Podwyzszona ekspresja metalotioneiny
umozliwia komérkom nowotworowym unikanie odpowiedzi immunologicznej gospodarza
(Youni Lynes 1999). Ponadto, jako ze metalotioneina odpowiada za opornos$¢ na radioterapi¢
(Takahashi 2015), mozna przypuszczac, ze widkniakomigsaki poiniekcyjne u kotow o I stopniu
ztos§liwosci histologicznej mogtyby by¢ bardziej oporne na radioterapi¢ (w poroéwnaniu do
stopni 111 III). Cho¢ ekspresja metalotioneiny byta gtéwnie cytoplazmatyczna, zaobserwowano
rowniez ekspresje jadrowa w niektorych komoérkach nowotworowych. Jadrowa lokalizacja
metalotionieny jest tymczasowo obserwowana podczas proliferacji komoérek 1 wczesnego
roznicowania; biatko to chroni DNA przed stresem oksydacyjnym i apoptoza (Cherian i
Apostolova 2000). Ponadto wczesniejsze badania wykazaly, Ze jadrowa ekspresja
metal otionieniny byta zwigzana z opornoscia na cisplatyng w leczeniu rakajajnika (Surowiak i
in. 2007).

Indeks Ki67 jest zwigzany z proliferacjg, wzrostem, progresja nowotworow | jest
powszechnie stosowanym markerem prognostycznym zarowno w medycynie ludzkiej, jak i
weterynaryjng jako marker prognostyczny (Inwald i in. 2013; Kloppel i La Rosa 2018; Sierra
Matiz i in. 2018; Patruno i in. 2020; Travaglino i in. 2021). Wysoki indeks Ki67 wigze si¢ z
gorszym rokowaniem w nowotworach u ludzi 1 zwierzat, np. w guzach sutka u ludzi i kotéw
oraz w ludzkich migsakach tkanek migkkich (Sorbyei in. 2012; Inwald i in. 2013; Soaresi in.
2016). W przeprowadzonej analizie stwierdzono, ze indeks Ki67 byt dodatnio skorelowany ze
stopniem zlosliwosci guza. Ponadto, stwierdzono dodatnig korelacje migdzy indeksem Ki67 a
stopniem nasilenia procesu zapalnego w migzszu nowotworu. We wczesniejszym badaniu raka
jelita grubego u pséw indeks Ki67 byt dodatnio skorelowany z liczbg makrofagdéw i komorek

tucznych zwigzanych z guzem (Woldemeskel i in. 2017). Sugeruje si¢, ze komorki zapalne
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majg wpltyw na rozwdj nowotworu poprzez zwickszenie zdolnosci inwazyjnej, angiogenezy
oraz zdolnosci komoérek nowotworowych do migracji (Coussensi Werb 2002). W raku piersi u
ludzi stan zapalny jest $ci§le zwigzany z proliferacja i progresja guza. Taka korelacja moze
odzwierciedla¢ aktywng odpowiedz immunologiczng na slabe roznicowanie komorek
nowotworowych lub by¢ konsekwencja zwigkszonej sekrecji cytokin przez guzy wysokiego
stopnia ztosliwosci (Murri i in. 2008). Zwigzek pomigdzy naciekiem zapalnym a indeksem
Ki67 (oraz stopniem zto§liwosci guza) we wildkniakomigsakach poiniekcyjnych u kotow
sugeruje, ze stan zapalny odgrywa istotng role nie tylko w patogenezie, ale takze w progresji
guza. Dodatkowo zaobserwowano dodatnig korelacje migdzy indeksem Ki67 a obecno$cig
martwicy migzszu nowotworu. Nie jest to zaskakujace, poniewaz martwica migzszu
nowotworu jest konsekwencja niedokrwienia spowodowanego szybkim jego wzrostem (Caruso
i in. 2014). Ponadto, martwe komorki wydzielaja czynniki zwigkszajace proliferacje komorek
nowotworowych (Yeei Li 2021). W raku piersi u ludzi stopien martwicy migzszu nowotworu
odzwierciedla wyzsza aktywno$¢ metaboliczng i szybszy wzrost, co skutkuje wyzszym
indeksem Ki67 w guzach z rozlegtymi obszarami martwicy (Bahaddin 2021).

Immunohistochemiczng ekspresje PD-1 stwierdzono w 84% przypadkow, przy czym
najwyzszy poziom ekspresji odnotowano w nowotworach |1l stopnia Eksprega PD-1 byta
dodatnio skorelowana ze stopniem zto§liwoSci nowotworu oraz Sstopniem nasilenia procesu
zapalnego, co wskazuje na potencjalny zwigzek z agresywnos$cig guza. Podobnie, ekspresje PD-
L1 wykryta w 81% przypadkéw, rowniez skorelowano dodatnio ze stopniem ztosliwosci i
intensywnos$cia nacieku zapalnego.

Wysoka czestos¢ ekspresji btonowej PD-1 w badanych przypadkach wiokniakomigsaka
poiniekcyjnego wskazuje na istotng role szlaku PD-1 w procesie nowotworzenia. PD-1 jest
kluczowym regulatorem funkcji limfocytow T i odgrywa istotng role w ttumieniu odpowiedzi
immunologicznej przeciwko komorkom nowotworowym. W wyniku tego procesu dochodzi do
unikania odpowiedzi immunologiczng i rozwoju nowotworu u ludzi (Han i in. 2020).
Zablokowanie PD-1 lub PD-L1 promuje proliferacje komorek nowotworowych i ich zdolnos¢
do tworzeniakolonii in vitro oraz wzrost guzain vivo, podczas gdy nadekspresja PD-1 |ub PD-
L1 hamuje proliferacje komorek nowotworowych. Ponadto, wspotdziatanie PD-1 i PD-L1
aktywuje gtowne szlaki sygnalizacyjne, w tym szlaki AKT i ERK1/2, co prowadzi do
nasilonego wzrostu komoérek nowotworowych (Wang i in. 2020). Ostatnie badania wykazaty,
ze eksprega PD-1 w komorkach czerniaka, raka watrobowokomoérkowego i
niedrobnokomoérkowego raka ptuc, wptywa na wzrost guza niezaleznie od odpornosci Swoistej

(Kleffel 1 in. 2015; Li i in. 2017; Du i in. 2018). W czerniaku i raku watrobowokomoérkowym
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aktywacja PD-1 promowata wzrost guza poprzez szlak kinazy ssaczego celu rapamycyny
(mammalian target of rapamycin; mTOR), a jego blokada wykazata skutecznos$¢ terapeutyczna
(Kleftel 1 in. 2015; Li i in. 2017), natomiast w niedrobnokomoérkowym raku ptuc blokada PD-
1 prowadzita do proliferacji nowotworu (Du i in. 2018). Powyzsze wyniki sugeruja, ze funkcja
PD-1 w komoérkach nowotworowych moze znacznie rdézni¢ si¢ w zaleznosci od typu
nowotworu.

Zaobserwowana korelacja migdzy ekspresjag PD-1 a stopniem ztosliwo$ci nowotworu
przyczynia si¢ do poglebienia wiedzy na temat biologii wtdkniakomigsakow poiniekeyjnych.
Podwyzszona ekspresja PD-1 w widkniakomigsakach poiniekcyjnych u kotow o Il stopniu
ztosliwosci jest zgodna z wezesniejszymi badaniami w réznych typach nowotworow, gdzie
wysoki poziom PD-1 byl zwigzany z zaawansowanymi Stadiami choroby i gorszym
rokowaniem (McDermott i Atkins 2013; Oike i in. 2018; Samstein 1 in. 2019). W kontekscie
wiokniakomigsakow poiniekcyjnych u kotow korelacja ta moze sugerowac potencjalng wartos¢
prognostyczng PD-1 jako biomarkera agresywnosci guza.

Ponadto badanie wykazato dodatnig korelacj¢ migdzy ekspresja PD-1 a nasileniem
procesu zapalnego. Ta zaleznos$¢ sugeruje interakcje miedzy przewlekltym stanem zapalnym a
aktywacja PD-1 w rozwoju wiokniakomigsakow poiniekcyjnych u kotow. Przewlekly stan
zapalny od dawna jest uznawany za czynnik sprzyjajacy nowotworzeniu w réznych typach
nowotworow (Coussens i Werb 2002; Murri i in. 2008; Sorbye i in. 2012). Powyzsze wyniki
dostarczaja dodatkowych dowoddw na juz wczesniej ustalone powigzanie miedzy przewlektym
stanem zapalnym a rozwojem wiokniakomigsakéw poiniekcyjnych u kotow (Hendrick i
Dunagan 1991; Dean i in. 2013; Hartmann i in. 2015; Porcellato i in. 2017). Mozliwe, ze
dhugotrwate zapalenie w miejscu iniekcji sprzyja aktywacji punktow kontrolnych uktadu
odpornosciowego, potencjalnie tworzac korzystne warunki dla wzrostu nowotworu i unikania
odpowiedzi immunologiczng. Mikrosrodowisko nowotworéw charakteryzuje si¢ hipoksja,
niskim pH oraz wysokim ci$nieniem ptynu $srodmigzszowego, co moze zmniejszac skutecznos¢
terapii przeciwnowotworowych, w tym immunoterapii (Fukumurai in. 2018).

Pozytywna korelacja pomigdzy obecnoscig limfocytow naciekajacych migzsz guza
wykazujacych ekspresje PD-1 a roznymi badanymi parametrami podkresla ztozone interakcje
mi¢dzy markerami odpowiedzi immunologicznej a mikrosrodowiskiem nowotworowym.
Wysoka ekspresja PD-1 w limfocytach naciekajgcych migzsz guzalll stopnia moze sugerowac,
ze PD-1 jest zwigzany z agresywnoscig nowotworu (Kim i in. 2013). Z kolei korelacja z
nasileniem stanu zapalnego sugeruje potencjalny zwigzek pomigdzy obecno$cig PD-1-

dodatnich limfocytéw naciekajacych migzsz guza a odpowiedzia immunologiczng na obecnos¢
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nowotworu. W niedawnym badaniu nad mig¢sakami tkanek migkkich u ludzi wykazano, ze
pacjenci z obecno$cig PD-1 pozytywnych limfocytow naciekajacych migzsz nowotworu mieli
wydluzony czas przezycia bez progresji choroby oraz ogoélny czas przezycia po leczeniu
przeciwciatami monoklonalnymi ukierunkowanymi na o$ sygnatowg PD-1/PD-L1 (Bevinsi in.
2022).

Ekspresje PD-1/PD-L1 w komorkach nowotworowych i limfocytach naciekajacych
miazsz guza badano w roéznych typach nowotworéow (Boxberg i in. 2018; Han i in. 2020).
Aktywacja PD-1 i PD-L1 prowadzi do wyczerpania limfocytow T, przyczyniajac si¢ do
unikania odpowiedzi immunologiczng (Patel i Kurzrock 2015; Teng i in. 2015; Spranger
2016). Wczesniejsze badania wykazaly Scisty zwigzek miedzy ekspresja PD-L1/PD-1 a
populacjami limfocytow T. W niezréznicowanym mig$niakomigsaku pleomorficznym
ekspresa PD-L1 w komodrkach nowotworowych byta istotnie wyzsza w przypadkach z
obecnoscig PD-L 1-pozytywnych limfocytéw naciekajacych migzsz guza, a zar6wno ekspresja
PD-L1 w komorkach nowotworowych, jak i w limfocytach naciekajacych migzsz nowotworu,
byta skorelowana z intensywnoscig nacieku limfocytarnego (Boxberg i in. 2018).

Ponadto, badania dotyczace réznych nowotwordéw u ludzi podkreslaja kluczowa role
ekspresii PD-L1 jako predyktora odpowiedzi na immunoterapie ukierunkowane na o$ PD-
1/PD-L1 (Joseph i in. 2015; Samstein i in. 2019). Ekspresje PD-L1 wykazano rowniez w raku
ptaskonablonkowym, gruczolakoraku gruczolu mlekowego, raku przejsciowokomérkowym
oraz naczyniakomigsaku u pséw (Maekawa i in. 2014; Maekawa i in. 2016; Shosu i in. 2016;
Kumar i in. 2017; Maekawali in. 2021; Gulay i in. 2022).

W medycynie weterynaryjnej leczenie z wykorzystaniem przeciwciat anty-PD-1/PD-L 1
okazato si¢ skuteczne u bydla zakazonego wirusem biataczki bydia, mykoplazmoza oraz
chorobg Johnego (Nishimori i in. 2017; Okagawa i in. 2017; Shinya i in. 2020; Sajiki i in. 2021).
Ponadto u ps6w z rozpoznanym czerniakiem zto$liwym oraz niezréznicowanym mig¢sakiem
terapia oparta na przeciwcialach anty-PD-L1 wykazata skuteczno$¢ w hamowaniu progres;ji
nowotworu (Maekawai in. 2017; Maekawai in. 2021).

Ze wzgledu na podobienstwo mechanizméw nowotworzenia oraz funkcjonowania
uktadu odporno$ciowego u réznych gatunkéw ssakéw, postuluje sie, ze blokada punktow
kontrolnych uktadu immunologicznego moze stanowi¢ skuteczng strategi¢ terapeutyczng
rowniez w leczeniu nowotworow kotow, w tym wtokniakomigsaka poiniekcyjnego (Maekawa
i in. 2023).

Dodatnia korelacja migdzy ekspresjag PD-L1, stopniem ztosliwo$ci nowotworu oraz

nasileniem stanu zapalnego sugeruje potencjalng $ciezke interwencji immunoterapeutyczne;.
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Najwyzsza ekspresja PD-L1 w guzach Il stopnia dodatkowo wspiera hipoteze o nasilonym
mechanizmie unikania odpowiedzi immunologicznej w wysoko ztosliwych postaciach
wtokniakomigsaka poiniekcyjnego, co jest zgodne z podobnymi obserwacjami w mi¢sakach
tkanek migkkich u ludzi (Boxberg 1 in. 2018). Zwigkszona ekspresja PD-L1 moze oznaczaé
adaptacyjng reakcje nowotworu majaca na celu unikni¢cie nadzoru immunologicznego, co
sprzyja dalszemu wzrostowi i progregji choroby.

W badaniu nad zlozono$cig wiokniakomigsakow poiniekcyjnych zaobserwowano
istotng korelacje pomig¢dzy obecno$cig komorek olbrzymich wielojadrzastych, stopniem
ztosliwosci nowotworu oraz indeksem mitotycznym. Ponadto, w zdecydowanej wigkszosci
analizowanych przypadkow stwierdzono dodatniag ekspresj¢ SMA w komorkach
nowotworowych, co jest zgodne z wczes$niejszymi badaniami, ktdre rowniez wykazywaty
czesta ekspresje tego markera w witokniakomigsakach poiniekcyjnych u kotow (Hendrick i
Brooks 1994; Munday i in. 2011).

Obecno$¢ komoérek olbrzymich wielojadrzastych w réznych stopniach zto§liwosci
nowotworu, ze znaczng przewaga w nowotworach Ill stopnia moze sugerowac potencjalny
zwigzek miedzy ich obecno$cia a agresywno$ciag nowotworu. Wyzsza liczba komorek
olbrzymich wielojadrzastych w bardzig ztosliwych guzach (stopien III) jest zgodna z
wczesniejszymi badaniami, ktére sugerowaty, ze komodrki olbrzymie wielojadrzaste moga
przyczyniac si¢ do progresji nowotworu (Weihuai in. 2011; Zhang i in. 2015; Hasegawa i in
2017; Shu i in. 2018). W ludzkim brodawkowatym raku tarczycy obecnos¢ komorek
olbrzymich wielojadrzastych byta zwigzana z zaawansowanymi stadiami choroby (Gulubovai
Ivanova 2019), co wspiera hipotezg, ze komorki olbrzymie wiclojadrzaste mogg sprzyjac
srodowisku pro-nowotworowemu (Kloc i in. 2022; Krotofil i in. 2024). Obecnos¢ komorek
olbrzymich wielojadrzastych moze korelowa¢ z wyzszym stopniem ztosliwosci nowotworu, co
moze wynika¢ z ich immunosupresyjnych wlasciwosci. Zjawisko to jest typowe dla
zaawansowanych stadiow choroby nowotworowej, w ktorych komorki te odgrywaja role w
ksztaltowaniu §rodowiska guza w kierunku Th2, sprzyjajacej progresji nowotworu i ucieczce
przed nadzorem immunologicznym (Anderson i in. 1999; Kim i Cho 2022; Hild i in. 2023). Co
wiecej, zaobserwowano istotne powigzanie pomigdzy obecnosciag komorek olbrzymich
wielojadrzastych aindeksem mitotycznym komorek nowotworowych, co dodatkowo wzmacnia
potencjalny ich zwigzek z agresywnym zachowaniem nowotworu.

Identyfikacja CD31-dodatnich komorek olbrzymich wielojadrzastych szczegdlnie w
zmianach o wyzszym stopniu zto§liwosci, sugeruje ztozonag relacje¢ pomiedzy procesem

unaczynienia a mikrosrodowiskiem immunologicznym w wtdkniakomigsakach poiniekcyjnych
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u kotow. CD31 jest dobrze znanym markerem srodbtonkowym, szeroko stosowanym do oceny
charakterystyki naczyniowej nowotworéw (Guo i in. 2022). Eksprega CD31 w komorkach
olbrzymich wielojadrzastych moze wskazywac na nietypowa forme unaczynienia (Jennings i
in. 2012; Barnett i in. 2016).

Opisywane zjawisko jest zgodne z wczesniejszymi doniesieniami dotyczgcymi mimikry
naczyniowej, w ktorej komorki nieendotelialne nabywaja cechy komorek srédbtonka (Kimi in.
2019; Krotofil i in. 2024). Eksprega CD31 w komorkach olbrzymich wielojadrzastych moze
stanowi¢ adaptacyjng odpowiedZz mikrosrodowiska nowotworu wspierajaca jego przezycie i
progresje w warunkach hipoksji. Zwigzek miedzy gestoscig naczyn a stopniem ztosliwosci
nowotworu ujawnia rowniez zlozono$¢ profilu naczyniowego witokniakomigsakow
poiniekcyjnych u kotow. Wyniki te sugeruja, ze nowotwory o wysokim stopniu ztosliwosci
moga przechodzi¢ na alternatywne mechanizmy pozyskiwania sktadnikow odzywczych, takie
jak mimikra naczyniowa. Zwigkszona obecnos¢ CD31-dodatnich komorek olbrzymich
wielojadrzastych w guzach 111 stopnia ztosliwosci histologicznej sugeruje, ze komorki te moga
bra¢ udzial w tworzeniu takich nieklasycznych kanatow naczyniowych, ulatwiajac progresje 1
przezycie nowotworu w warunkach hipoksji, charakterystycznej dla tych agresywnych
nowotworow.

Adaptacja do hipoksji moze by¢ regulowana przez czynnik HIF-1, ktory odgrywa
kluczowa rolg w odpowiedzi komorkowej na niski poziom tlenu. W warunkach niedoboru tlenu
HIF-1 dziala jako glowny regulator, promujac transkrypcje licznych gendow zaangazowanych
W angiogenezg, przeprogramowanie metaboliczne oraz przezycie komorkowe, co jest
fundamentalne dla rozwoju i progresji nowotwordéw (Semenza 2003; Semenza 2012). Hipoksa
moze nie tylko stymulowac tworzenie komoérek olbrzymich wielojadrzastych, ale takze
indukowa¢ ich fenotypowa zmiang, umozliwiajac nabycie cech $rodblonkowych i
przyczyniajac si¢ do powstawania nieklasycznych naczyn krwiono$nych (Maniotisi in. 1999).
Ta zmiana jest zgodna z koncepcjg mimikry naczyniowej, w ktorej komorki nowotworowe lub
komoérki z nimi zwigzane nabywaja cech komorek $rodbtonka, umozliwiajgc tworzenie
alternatywnych sieci naczyniowych niezaleznych od klasycznej angiogenezy (Hendrix 1 in.
2003).

W powyzszym badaniu wldkniakomigsaki poiniekcyjne wykazywaty paradoksalnie
nizsza konwencjonalng gestos¢ naczyn krwionos$nych, jednoczesnie cechujac si¢ istotnie
wyzszg liczbg komorek olbrzymich wielojadrzastych. Obnizona gestos¢ naczyn w
nowotworach 0 wysokim stopniu ztosliwosci moze wskazywac na przej$cie na alternatywne

mechanizmy pozyskiwania skladnikow odzywczych, takie jak mimikra naczyniowa.
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Dodatkowo redukcja gestosci naczyn krwionosnych w nowotworach wysokiego stopnia
ztosliwosci moze by¢ skutkiem rozleglej martwicy oraz wtoérnego zaniku prawidlowego
unaczynienia. Takie warunki moga dodatkowo stymulowa¢ mechanizmy kompensacyjne,
prowadzac do rekrutacji lub powstawania komoérek olbrzymich wielojadrzastych. Komorki te
moga nastepnie uczestniczy¢ w procesie mimikry naczyniowej, umozliwiajgc nowotworowi
omini¢cie ograniczen wynikajacych z uposledzonej angiogenezy (Hendrix i in. 2003).
Zaobserwowana negatywna korelacja podkresla adaptacyjne strategie, jakie nowotwory moga
wykorzystywa¢ w warunkach stresu hipoksyjnego, oraz wskazuje na potencjalng role komorek
olbrzymich wielojadrzastych w alternatywnych mechanizmach unaczynienia.

W nowotworach ludzkich mimikra naczyniowa byta skorelowana z wysokim stopniem
zto§liwosci guza, inwazja komorek nowotworowych, ich zdolnos$cig do tworzenia przerzutow
oraz gorszym rokowaniem (Delgado-Bellido i in. 2023). Odwrotna zalezno$¢ migdzy gestoscia
naczyh a stopniem zaawansowania guza moze sugerowa¢ dynamiczny proces przebudowy
naczyniowej, w ktorym nowotwory w miar¢ progresji zmniejszaja zalezno$¢ od klasycznej
angiogenezy, przechodzgc na alternatywne metody unaczynienia. Obserwacjata jest zgodna z
doniesieniami dotyczacymi innych nowotwordéw, w ktorych obnizona ggsto§¢ naczyn
krwiono$nych wspotwystepuje ze zwigkszong martwica i nasilonym niedotlenieniem w guzach
0 wyzszym stopniu zto§liwosci (Lugano i in. 2020). Podwyzszone poziomy biatka HIF-1a,
czesto obserwowane w nowotworach hipoksyjnych lub wynikajace ze zmian genetycznych,
korelujg z gorszym rokowaniem pacjentow w roznych typach nowotworow (Keith i in. 2011,
Chen i in. 2023). Uzyskane wyniki nie tylko podkreslaja plastycznos¢ mikrosrodowiska
nowotworu, ale takze wskazujg na potencjalng role komorek olbrzymich wielojadrzastych w
umozliwianiu przezycia nowotworu w warunkach niewystarczajacej angiogenezy. Jest to
szczegOlnie istotne, poniewaz powstawanie komodrek olbrzymich wielojadrzastych w
nowotworach jest indukowane przez czynniki stresowe, takie jak hipokga, chemioterapia,
radioterapia, produkcja reaktywnych form tlenu, infekcje wirusowe i inne czynniki (Liui in.
2022; Zhou i in. 2022; Krotofil i in. 2024). Chociaz doktadny mechanizm prowadzacy do
powstania komorek olbrzymich wielojadrzastych pozostaje niejasny, inne badania wskazuja na
$ciezki molekularne analogiczne do tych, ktore biorg udziat w procesie mimikry naczyniowej
(Saini i in. 2022; Liu i in. 2024). Kluczowe procesy zwigzane z powstawaniem komorek
olbrzymich wielojadrzastych obejmujg aktywacje szlaku biatka HIF-1 oraz uszkodzenia DNA
(Liuiin. 2022; Saini 2022; Zhou i in. 2022).

Ponadto, zwigzek gestosci naczyn ze wskaznikiem martwicy dodatkowo wzmacnia

korelacj¢ miedzy zmniejszonym unaczynieniem a progresja nowotworu. Nowotwory o
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wysokim wskazniku martwicy wykazuja wyraznie nasilone srodowisko hipoksyjne, co zostato
wczesniej odnotowane w réznych typach nowotworéw ztosliwych (Nordsmark i Overgaard
2004; Chen i in. 2023).

Zaobserwowana dodatnia korelacja migdzy obecnoscia komorek olbrzymich
wielojadrzastych a indeksem mitotycznym komorek nowotworowych wspiera hipoteze, ze
komorki olbrzymie wielojadrzaste moga przyczynia¢ si¢ do tworzenia $rodowiska
sprzyjajacego proliferacji komorkowej. Przypuszcza sig, ze komorki olbrzymie wielojadrzaste
moga wydziela¢ rdzne cytokiny i czynniki wzrostu, takie jak interleukina-6 (IL-6), czynnik
martwicy nowotworow alfa (TNF-a) oraz czynnik wzrostu §rédbtonka naczyniowego (VEGF),
ktére moga modulowa¢ mikrosrodowisko guza i stymulowac¢ szlaki sygnalizacyjne zwigzane z
proliferacja. Takie prozapalne srodowisko moze nie tylko zwigksza¢ zdolnos$¢ proliferacyjng
komoérek nowotworowych, ale takze utatwia¢ dalszg progresje guza oraz jego inwazyjnos¢
(Coussens i Werb 2002). Zaobserwowane powigzanie moze wynika¢ z przewlektego stanu
zapalnego, ktore stymuluje zaréwno rekrutacje komorek ukladu odpornosciowego, jak i
proliferacje komorek nowotworowych, co przyczynia si¢ do wzrostu guza i zwigkszenia jego
heterogennosci (Ahmadzadeh i in. 2022). Dodatkowo, korelacja migdzy obecnoscig komorek
olbrzymich wielojadrzastych a stopniem ztosliwosci nowotworu jest zgodnaz hipoteza, wedtug
ktorej komorki olbrzymie wielojadrzaste nie tylko stanowig wskaznik zaawansowania
nowotworu, ale moga rowniez aktywnie przyczyniac si¢ do jego progresji. Moze si¢ to odbywac
poprzez modulacj¢ mikrosrodowiska zapalnego lub zwigkszanie opornosci nowotworu na
eliminacje immunologiczng (Krotofil i in. 2024).

4.3.5. Podsumowaniei wnioski

Badania majace na celu analiz¢ zlozonosci witokniakomigsakow poiniekcyjnych u
kotoéw maja znacznie poznawcze, zarowno w kontek§cie naukowym, jak i klinicznym. Wyniki
przeprowadzonych badan poszerzaja wiedz¢ na temat interakcji mikro$rodowiska
nowotworowego z komoérkami nowotworowymi. Uzyskane wyniki podkreslaja znaczenie
procesoOw zapalnych, ekspregi metalotioneiny, PD-1 i PD-L1. Dodatkowo wykazano, ze
nowotwory o wyzszym stopniu ztosliwosci charakteryzuja si¢ obnizong konwencjonalng
gestoscig naczyn krwiono$nych oraz zwickszong obecno$cia komoérek olbrzymich
wielojadrzastych CD31+.

Na podstawie uzyskanych wynikéw sformutowano nast¢pujace wnioski:

1. Ekspresja metalotioneiny jest negatywnie skorelowana ze stopniem zlosliwosci

nowotworu, co sugeruje jej potencjalng role w progresji nowotworu.
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10.

11.

12.

13.

Ekspresa metalotionieny jest odwrotnie skorelowana z procesem zapalnym, co
wskazuje na mozliwy zwigzek migdzy jej obnizeniem a przewlektym stanem zapalnym
we wiokniakomigsakach poniekcyjnych.

Wskaznik Ki67 byt istotnie wyzszy w guzach III stopnia zto§liwosci histologicznej w
poréwnaniu do guzoéw o nizszym stopniu, co koreluje ze zwigkszong agresywnoscig
nowotworu.

Wyzszy poziom nacieku zapalnego w obrebie nowotworu byl zwigzany ze zwigkszong
ekspresja Ki67, co sugeruje, ze stan zapalny moze przyczynia¢ si¢ do proliferacji
NOWotworowsy.

Obnizenie ekspresji metalotionieny moze sprzyjaé progresji nowotworu oraz jego
zdolnos$ci do unikania odpowiedzi immunologiczne;.

Ekspresja metalotioneiny jest powigzana z oporno$cig na chemioterapi¢ i1 radioterapie
w nowotworach, jej poziom ekspresji moze wptywaé na odpowiedz terapeutyczng w
przypadku wtokniakomiesakow poiniekcyjnych.

Dodatnia korelacja miedzy wskaznikiem Ki67 a stopniem martwicy sugeruje, ze
martwica nowotworowa jest zwigzana z szybkim wzrostem guza oraz stresem
metabolicznym.

Zaobserwowana korelacja miedzy poziomem metalotionieny, stanem zapalnym i
stopniem zaawansowania nowotworu moze wskazywa¢ na potencjalng przydatnos¢
metalotionieny jako biomarkera we wldkniakomigsakach poiniekcyjnych.

PD-1i PD-L1 wykazuja wysoka ekspresje w wiokniakomiesakach poiniekcyjnych, co
sugeruje ich potencjalng rolg w progresji nowotworu oraz mechanizmach unikania
odpowiedzi immunologiczne).

Widkniakomigsaki poiniekcyjne o wyzszym stopniu zto§liwosci wykazuja zwigkszong
ekspresje PD-11 PD-L1, co wskazuje na ich udziat w agresywnosci guza.

Ekspresa PD-1 i PD-L1 korelowala z wyzszym stopniem nacieku zapalnego, co
sugeruje, ze przewlekly stan zapalny moze przyczynia¢ si¢ do modulacji odpowiedzi
immunologicznegl nowotworu.

EkspresiaPD-1 w limfocytach naciekajacych migzsz nowotworu sugeruje, ze aktywacja
punktéw kontrolnych uktadu odpornosciowego odgrywa role w immunosupresji
nowotworu.

Wysoka eksprega PD-1/PD-L1 sugeruje, ze blokada punktow kontrolnych uktadu
odporno$ciowego moze stanowi¢ skuteczng strategie leczenia wiokniakomigsakow

poiniekcyjnych.
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14. Eksprega PD-1/PD-L1 moze stanowi¢ biomarker progresji i rokowania
wtokniakomigsakow poiniekcyjnych.

15. Komorki olbrzymie wielojadrzaste CD31+ czesciej obecne byly w nowotworach o
wysokim stopniu ztosliwosci, co sugeruje ich udziat w progresji nowotworu.

16. Liczba komorek olbrzymich wielojadrzastych byta wyzsza w nowotworach III stopnia
zto§liwosci histologicznej w poréwnaniu do guzéw o nizszym stopniu zto§liwosci, co
wskazuje na ich mozliwy wptyw na agresywno$¢ nowotworu.

17. Ggsto$¢ naczyn krwiono$nych zmniejsza si¢ wraz ze wzrostem stopnia ztosliwosci
nowotworu, co sugeruje, ze wysoko ztosliwe nowotwory moga wykorzystywac
alternatywne mechanizmy unaczynienia.

18. Nowotwory z wigksza liczba komorek olbrzymich wielojadrzastych wykazywaty nizsza
gesto$¢ naczyn, co sugeruje, ze komorki olbrzymie wielojadrzaste moga uczestniczy¢
w zjawisku mimikry naczyniowsj jako alternatywnym mechanizmie unaczynieniaguza.

19. Obecnos¢ komorek olbrzymich wielojadrzastych w nowotworach z rozleglymi
obszarami martwicy sugeruje, ze mogg one przyczynia¢ si¢ do adaptacji guza do
warunkow niedotlenienia.

20. Dodatnia korelacja migedzy liczba komoérek olbrzymich wielojadrzastych a indeksem
mitotycznym sugeruje, ze komorki olbrzymie wielojadrzaste moga uczestniczyé w
tworzeniu mikro$rodowiska sprzyjajacego proliferacji komorek nowotworowych.

21. Nowotwory o wysokim stopniu ztosliwosci histologiczngy moga prawdopodobnie
przechodzi¢ z klasycznej angiogenezy na mechanizm mimikry naczyniowe.

22. Liczba komorek olbrzymich wielojadrzastych moze by¢ uzyta jako marker
prognostyczny we wiokniakomigsakach poiniekcyjnych.

Wyniki przeprowadzonych badan wskazuja, ze widkniakomigsaki poiniekcyjne kotow
s3 nowotworami o duzej zlozono$ci biologicznej, w ktorych mikrosrodowisko zapalne,
mechanizmy immunosupresji oraz alternatywne formy unaczynienia odgrywaja kluczowa role
w ich progresji i agresywnosci. Zidentyfikowane zaleznosci pomigdzy ekspresja markerow
immunohistochemicznych, obecno$ciag komorek olbrzymich wielojadrzastych a stopniem
ztosliwosci nowotworu mogg stanowi¢ podstawg do wyodrebnienia nowych czynnikow
prognostycznych oraz potencjalnych celéw terapeutycznych. Uzyskane dane maja znaczenie
poznawcze 1 moga znalez¢ zastosowanie w dalszych badaniach nad personalizacja leczenia

nowotworow mezenchymalnych u zwierzat towarzyszacych.
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4.4. Inne osiagnie¢cie, 0 ktorym mowa art. 219 ust. 1 pkt. 2 Ustawy z dnia 20 lipca 2018
r. ,,Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce” (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 z p6zn. zm.)

4.4.1. Osiagnigcie pt. ,,Badania nad zmianami proliferacyjnymi w jamie ustng u

psow i kotow.”

Badania nad nowotworami zwierzat stanowig kluczowy obszar wspotczesnej
weterynarii, umozliwiajagc poglebienie wiedzy na temat mechanizméw patogenezy,
doskonalenie metod diagnostycznych oraz rozwoj skuteczniejszych strategii terapeutycznych.
Moja dzialalno$¢ naukowa koncentruje si¢ na analizie morfologicznej, immunofenotypowej
oraz ocenie czynnikdw prognostycznych nowotworéw u zwierzat, ze szczegdlnym
uwzglednieniem aspektow diagnostycznych i r6znic gatunkowych. Podejmowane przeze mnie
badania dostarczaja danych na temat czestosci wystgpowania okreslonych typdéw zmian
nowotworowych, ich potencjalnej agresywnosci oraz znaczenia klinicznego, co przektada si¢
na bardziej precyzyjne rozpoznania i szybsze podejmowanie dziatan terapeutycznych.

Wyniki jednego z moich projektow badawczych, dotyczacego proliferacyjnych zmian

w jamie ustnej psoOw 1 kotow, zostaly po raz pierwszy zaprezentowane na prestizowym
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miedzynarodowym kongresie: 3rd Joint European Congress of the ESVP, ESTP and ECVP
(Lyon, Francja, 2017). Prezentacja spotkata si¢ z zainteresowaniem $rodowiska naukowego i
stanowita podstawe do przygotowania petnej publikacji naukowe;.

Zmiany jamy ustnej nalezg do cz¢sto wykrywanych patologii u psow i kotow podczas
rutynowych badan klinicznych. Takie zmiany moga powodowac bol, dyskomfort, trudnosci w
przyjmowaniu pokarmu, a czasem sg wykrywane przypadkowo przy okazji leczenia choréb
przyzebia. Etiologia zmian bywa zroznicowana: czg$¢ rozwija si¢ jako nastgpstwo
przewlektego zapalenia dzigsel i jamy ustnej, inne moga powstawacé spontanicznie. Istnieja
przestanki, ze przewlekte podraznienie btony $luzowej lub dtugotrwata stymulacja antygenowa
mogg sprzyjac transformacji nowotworowej komorek w jamie ustnej. Sugerowano takze wptyw
czynnikow $rodowiskowych, takich jak dym tytoniowy, stosowanie obrozy przeciwpchelnych,
dieta na rozwdj nowotworow jamy ustnej u matych zwierzat.

Mimo réznorodnej natury zmian w jamie ustnej, czesto prezentujg si¢ one klinicznie
bardzo podobnie — jako guzki, owrzodzenia lub zgrubienia blony $luzowej. Z tego powodu
ocena makroskopowa nie pozwala na pewne odrdznienie zmian zapalnych 1 rozrostowych od
nowotworowych. Konieczne jest badanie histopatologiczne wycinka, aby postawi¢ trafne
rozpoznanie i wdrozy¢ odpowiednie leczenie. W literaturze weterynaryjnej opisano wczesniej
czestos¢ wystepowania wybranych nowotworéw jamy ustnej u pséw 1 kotdw, jednak brakowato
kompleksowych opracowan obejmujacych wszystkie typy zmian (zapalenia, rozrosty,
nowotwory tagodne i ztosliwe) w obrebie jamy ustne;j.

Celem przeprowadzonych badan bylo lepsze poznanie epidemiologii oraz
charakterystyki zmian w obr¢bie jamy ustnej u psow i kotow. Uzasadnieniem podjecia
omawiang tematyki byta potrzeba lepszego zrozumienia, jak czgsto poszczegolne typy zmian
wystepuja oraz ktdre z nich dominuja u pséw, a ktére u kotow. Takie dane sg istotne dla lekarzy
weterynarii praktykéw — pomagaja w ustaleniu diagnostyki roznicowej w przypadku wykrycia
zmiany w jamie ustnej oraz podkreslaja znaczenie badania histopatologicznego. Ponadto
wyniki dostarczajg informacji, czy pewne czynniki (np. wiek, pte¢, rasa zwierzgcia) wigza si¢
z wigkszym ryzykiem wystapienia konkretnych zmian.

Glownym celem tych badan bylo okreslenie czestosci wystgpowania zmian zapalnych,
hiperplastycznych i nowotworowych (tagodnych i ztosliwych) w jamie ustnej pséw i1 kotow.
Dodatkowym aspektem tych badan bylo okreslenie czy istnieje zalezno$¢ pomiedzy
wystepowaniem okreslonych zmian jamy ustnej a picig, wiekiem i rasg zwierzecia. Badania
zostaly przeprowadzone za pomoca retrospektywnej analizy przypadkdw zmian

histopatologicznych stwierdzanych w jamie ustnej psow i1 kotoéw w latach 2015-2017
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pochodzacych z archiwum Laboratorium Diagnostycznego Katedry Anatomii Patologicznej
Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie.

W celu przeprowadzenia analizy zgromadzono dokumentacje histopatologiczng
wszystkich guzow 1 zmian guzowatych jamy ustnej psow i1 kotow z lat 2015-2017 (tacznie 486
przypadkow — 340 przypadkow u psow; 146 przypadkow u kotdéw). Kazdy przypadek zostat
zaklasyfikowany do jedng z kategorii: zmiana zapalna, zmiana hiperplastyczna, nowotwor
tagodny lub nowotwodr zlosliwy. Okreslono procentowy udzialu zmian zapalnych,
hiperplastycznych, nowotworow tagodnych i ztosliwych u pséw i kotéw, nastgpnie w ramach
kazdej kategorii zidentyfikowano konkretne jednostki chorobowe 1 policzono ich
wystgpowanie. Ponadto przeanalizowano wiek, pte¢ i ras¢ zwierzat z poszczegdlnymi typami
zmian. Celem bylo sprawdzenie, czy wystepuja predyspozycje rasowe czy pte¢ ma wptyw na
czestos¢ wystepowania zmian oraz jaka jest srednia wieku zwierzat dla konkretnych rozpoznan
histopatol ogicznych.

Uzyskane dane porownano mig¢dzy psami a kotami, co miato na celu wykazanie réznic
1 podobienstw w czestosci wystepowania poszczegdlnych kategorii zmian oraz okreslenie, czy
pewne typy zmian sg charakterystyczne dla jednego gatunku.

Realizacja tych zadan pozwolita na kompleksowe scharakteryzowanie zmian jamy
ustnej u obu gatunkéw w badanym okresie oraz sformutowanie wnioskow dotyczacych ich
czestosci 1 znaczenia klinicznego.

W grupie psow odnotowano zblizong czesto$¢ wystepowania zmian u obu pici — samce
stanowity 51,47% przypadkow (175/340), a samice 48,53% (165/340). Wickszo$¢ przypadkow
zmian zaobserwowano u psOw nierasowych. Zmiany hiperplastyczne stanowity 24,12%
(82/340) wszystkich zmian w jamie ustnej. Zaobserwowano gtownie hiperplazj¢ nabtonkowo-
tacznotkankowa btony §luzowej dziagset (96,34% wszystkich zmian hiperplastycznych; 79/82),
z pojedynczymi przypadkami wapnienia  guzowatego oraz Ziarniniaka
olbrzymiokomorkowego. Hiperplazja nabtonkowo-tgcznotkankowa btony Sluzowej dzigsta
byla najczgéciej zwigzana z naciekami zapalnymi o typie limfocytarno-plazmocytarnym o
réznym nasileniu. Dodatkowo, w dziewigciu przypadkach przerostu dzigset zaobserwowano
réwniez metaplazje kostng tkanki taczne;.

Zmiany zapalne (bez wyraznej hiperplazji nabtonkowo-tacznotkankowej btony
Sluzowej dziasta) stanowity 14,7% (50/340) wszystkich zmian w jamie ustnej psow i
obejmowaly: zapalenie limfocytarno-plazmocytarne (62% wszystkich zmian zapalnych;
31/50), wrzodziejace (16%; 8/50), ropne (8%; 4/50), zapalenie eozynofilne (6%; 3/50),
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ziarniniakowo-ropne (4%; 2/50) oraz zapalenie mieszane (4%; 2/50). W szesciu przypadkach
zmian zapalnych zaobserwowano réwniez dysplazj¢ nablonka.

Nowotwory tagodne stanowity 29,11% (99/340) wszystkich zmian w jamie ustnej psow
i obejmowaty: obwodowego witokniaka odontogenicznego (drugie najczestsze rozpoznanie
histopatologiczne u psow; 65,66% wszystkich tagodnych nowotworow; 65/99), brodawczaka
wirusowego (11,11%; 11/99), szkliwiaka rogowiakowego (8,08%; 8/99), plazmocytomg
(7,07%; 7/99) oraz pojedyncze przypadki guza ziarnistokomérkowego, wildkniaka
kostniejacego (ossifying fibroma), brodawczaka spontanicznego, nerwiaka ostonkowego
(Schwannoma) oraz guza odontogennego produkujacego amyloid. Obwodowego wiokniaka
odontogenicznego rozpoznano az u dziewigciu z jedenastu psow rasy bokser uwzglednionych
w badaniu.

Nowotwory ztosliwe stanowily 32,06% (109/340) wszystkich zmian w jamie ustnej
psow. Najczestszym nowotworem zto§liwym byl czerniak — 35,78% wszystkich nowotworow
ztosliwych (39/109). Sposrod nich 35 przypadkéw sklasyfikowano jako czerniaki o wysokim
stopniu zlo§liwosci, a 4 jako czerniaki niskiego stopnia ztos$liwosci. Innymi czesto
diagnozowanymi nowotworami zlosliwymi byly: rak ptaskonablonkowy (26,61%; 29/109),
wiokniakomigsak (12,84%; 14/109), kostniakomigsak (10,09%; 11/109). Rzadziej wystepujace
nowotwory ztosliwe obejmowaly: guz z komorek tucznych, chloniaki (3,67%; 4/109), w tym
chloniaka nieepitelotropowy oraz chioniaka epitelotropowego, niezréznicowanego mie¢saka,
naczyniakomigsaka oraz S$luzakomigsaka. Wigkszos¢ przypadkéw nowotworéw i zmian
guzopodobnych jamy ustnej obserwowano u psow w $rednim wieku (przedziat 4-11 lat).
Jedynie nieliczne przypadki — zwlaszcza wapnienie guzowate, zapalenie eozynofilne oraz
brodawczak wirusowy — wystepowaty u mtodych psow (przedziat wiekowy 0,5-3,5 roku).

Rozktad ptci wsrod kocich przypadkow wynosit: 79 samcow (54,11%) 1 67 samic
(45,89%). Wigkszos¢ przypadkéw zaobserwowano u kotow europejskich krotkowlosych.
Zmiany hiperplastyczne stanowily 15,06% (22/146) wszystkich przypadkow i obejmowaty:
hiperplazje nabtonkowo-tgcznotkankowa btony §luzowej dzigset (90,91% wszystkich zmian
hiperplastycznych; 20/22), pojedynczy przypadek gruczolakowatej hiperplazji drobnych
gruczolow  §linowych oraz  pojedynczy  przypadek obwodowego  ziarniniaka
olbrzymiokomoérkowego. Podobnie jak u pséw, hiperplazja nabtonkowo-tacznotkankowa
btony S$luzowej dzigsel u kotow byla czegsto zwigzana z limfocytarno-plazmocytarnym
naciekiem zapalnym o roéznym nasileniu. W dwoch przypadkach hiperplazji nabtonkowo-

tacznotkankowej btony §luzowej dzigsta zaobserwowano rdwniez metaplazje¢ kostna.
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Zmiany zapalne (bez wyraZznego przerostu dzigsel) stanowily 58,22% (85/146)
wszystkich zmian w jamie ustnej kotow i obejmowaly: zapalenie limfocytarno-plazmocytarne
(75,29% wszystkich zmian zapalnych; 64/85), zapalenie eozynofilne (18,82%; 16/85),
zapalenie ropne (2,35%; 2/85), ziarniniakowo-ropne (2,35%; 2/85) oraz zapaenie mieszane
(1,18%; 1/85). W trzech przypadkach naciekom zapalnym towarzyszyta dysplazja nabtonka.
Dodatkowo, w trzech przypadkach limfocytarno-plazmocytarnego zapalenia blony Sluzowe;j
jamy ustnej wspotistniata resorpcja zgbow.

Nowotwory tagodne stanowity 4,79% (7/146) wszystkich zmian nowotworowych jamy
ustnej u kotéw 1 obejmowaly: obwodowego widkniaka odontogenicznego (28,57% tagodnych
nowotworow; 2/7), plazmocytome (28,57%; 2/7), brodawczak spontanicznego (28,57%; 2/7),
nerwiaka ostonkowego (Schwannoma) (14,29%; 1/7).

Nowotwory zlosliwe stanowity 21,92% (32/146) wszystkich zmian nowotworowych
jamy ustnej u kotéw. Najczgstszym nowotworem ztosliwym byt rak ptaskonabtonkowy, ktory
odpowiadal za 75% wszystkich nowotwordéw ztosliwych (24/32). W dalszej kolejnosci
wystepowaly:  witokniakomigsak, chtoniak nieepitelotropowy, czerniak  ztosliwy,
kostniakomigsak.

Wigkszos$¢ przypadkow nowotwordw 1 zmian guzopodobnych jamy ustnej u kotow
obserwowano u kotow w $rednim wieku (przedziat 4—12 lat). Jedynie plazmocytomy zostaty
rozpoznane u dwoch 3-letnich kotow.

Wyniki retrospektywnej analizy 486 przypadkéw zmian jamy ustnej u pséw i kotdw
pozwolily na wyodrebnienie istotnych trendéw epidemiologicznych i klinicznych, ktore
przektadaja si¢ na praktyczne wnioski diagnostyczne 1 terapeutyczne. W grupie psow
odnotowano zblizong czgsto$¢ wystepowania zmian u obu plci, a wigkszos¢ przypadkow
dotyczyla psow nierasowych. Przewazaly zmiany hiperplastyczne (24,12%) i nowotwory
tagodne (29,11%), wsrod ktorych najezestsza byta hiperplazja nabtonkowo-tagcznotkankowa
btony §luzowej dzigset oraz obwodowy witokniak odontogeniczny (szczegdlnie czesty u
bokseréw). Nowotwory zlosliwe stanowily 32,06% przypadkéw 1 obejmowaly najczesciej
czerniaka (glownie o wysokim stopniu zlosliwosci), raka plaskonabtonkowego 1
wiokniakomigsaka. U kotow dominowaly przewlekle stany zapalne jamy ustnej (58,22%),
przede wszystkim zapalenie limfocytarno-plazmocytarne, czgsto z towarzyszaca resorpcja
zebow 1 dysplazja nabtonka. Hiperplazja nablonkowo-tacznotkankowa btony §luzowej dzigset
wystepowala rzadziej u kotow niz u pséw 1 miata charakter zapalny. Nowotwory ztosliwe u

kotow stanowity 21,92% przypadkow, z dominacja raka ptaskonablonkowego. Nowotwory
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tagodne u kotéw byly rzadkie. U obu gatunkéw zmiany najczesciej dotyczyly zwierzat w
srednim wieku.

Whioski z badania potwierdzaja, ze kazda zmiang jamy ustnej nalezy kierowa¢ do
badania histopatologicznego, poniewaz rozpoznanie kliniczne bywa mylace, a jedynie analiza
mikroskopowa pozwala na rzetelng ocen¢ charakteru zmiany. W praktyce klinicznej psow
czestos¢ nowotwordw, w tym ztosliwych (gldwnie czerniakdéw i rakow plaskonabtonkowych),
wymusza ostroznos¢ diagnostyczng, a obecno$¢ zmian dzigsel, szczegodlnie u bokserow,
powinna sugerowa podejrzenie obwodowych wiokniakéw odontogeniczych. U kotow
przewlekte zapalenia blony S$luzowej jamy ustnej wymagaja kompleksowego podejscia
terapeutycznego, a obecno$¢ zmian owrzodziatych powinna zawsze budzié¢ podejrzenie raka
ptaskonablonkowego. Leczenie i monitorowanie przewleklych zapalen jamy ustnej, zwtaszcza
z dysplazja nabtonka, moze zmniejszy¢ ryzyko transformacji nowotworowej. Dane uzyskane
w niniejszym badaniu pozwalaja na lepsze planowanie postepowania diagnostycznego i
terapeutycznego oraz podnosza standard opieki nad pacjentami.

W oparciu o dostgpng literature mozna stwierdzi¢, ze omowiona wyzej analiza
retrospektywna stanowi jedno z wigkszych tego typu opracowan w Polsce. Uzyskane dane
epidemiologiczne moga mie¢ warto$¢ poznawczg i praktyczng, w tym moga by¢ podstawa do
dalszych badan nad etiopatogeneza i leczeniem wybranych jednostek chorobowych, jak
rowniez stuzy¢ jako odniesienie statystyczne w praktyce klinicznej 1 dydaktyce akademickie;.
W mojej ocenie wyniki 1 wnioski uzyskane w niniejszych badaniach wypehity luke w wiedzy
w przedmiotowym zakresie i moga one stanowi¢ punkt wyjscia do dalszych analiz i rozwoju
nauki w dziedzinie patologii zwierzat towarzyszacych.

44.1.2. Streszczenie pokonferencyjne oraz publikacja wchodzaca w sklad
osiagnie¢cia wraz z informacja o wkladzie wnioskodawcy w prowadzaniu
badan naukowych opisanych w poszczegolnych publikacjach, jak i w
powstanie tych publikacji.
Mikiewicz M ateusz, Pazdzior-Czapula Katarzyna, Otrocka-Domagata Iwona, Gesek Michat,
Myrdek Patrycja. Oral Cavity Lesionsin Dogs: A Retrospective Sudy of 136 Cases. J. Comp.
Pathol. 2018;158:122. 3rd Joint European Congress of the ESVP, ESTP and ECVP, 35th
Meeting of the ESVP, 15th Meeting of the ESTP, 28th Meeting of the ECVP. 30th August -
2nd September 2017, Lyon, France.
DOI:10.1016/j.jcpa.2017.10.085.
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Mikiewicz Mateusz*, Pazdzior-Czapula Katarzyna, Gesek Michat, Lemishevskyi Vladimir,
Otrocka-Domagata Iwona. Canine and Feline Oral Cavity Tumours and Tumour-like Lesions:
a Retrospective Sudy of 486 Cases (2015-2017). J Comp Pathol. 2019;172:80-87.
DOI: 10.1016/j.jcpa.2019.09.007
Punktacja M NiSW 2019 = 100; | F2019 = 0,994
Moj wktad w powstanie w tej publikacji polegat na opracowaniu koncepcji badan, metodyki,
zaplanowaniu i wykonaniu analiz laboratoryjnych, opracowaniu i interpretacji wynikow,
sformutowaniu wnioskoéw, przygotowaniu manuskryptu, przygotowaniu odpowiedzi na
recenzj¢. M9j udzial procentowy szacuj¢ na 84%.
*autor korespondencyjny

4.4.2. Osiggniecie pt. ,Nowotwory zwierzat - diagnostyka, czynniki

prognostycznei znaczenie immunohistochemii w ocenieich biologii.”

Badania nad nowotworami zwierzat odgrywaja istotng rolg we wspotczesnej
medycynie weterynaryjnej, stanowigc fundament dla poglebionego zrozumienia mechanizmow
onkogenezy oraz opracowywania skuteczniejszych metod diagnostycznych i terapeutycznych.
Moje wilasne zainteresowania badawcze koncentruja si¢ na analizie biologii nowotworéw u
zwierzat, ze szczegdlnym uwzglednieniem ich immunofenotypu oraz znaczenia markeréw
prognostycznych. Nowotwory drobnych ssakoéw i zwierzat towarzyszacych stajg si¢ coraz
czestszym wyzwaniem diagnostycznym w praktyce weterynaryjneg. Podjecie tych badan byto
odpowiedzia na wyrazng luke poznawcza dotyczaca diagnostyki rdéznicowej guzow
nowotworowych u zwierzat, a takze ich potencjalnej agresywnosci klinicznej. Jednym z
istotnych kierunkéw mojej pracy badawczej jest analiza wplywu przewlektych proceséw
zapalnych na rozw6j nowotwordéw, co stanowi kluczowy aspekt zarowno diagnostyki, jak i
profilaktyki onkologiczney.

Celem podjetych badan byla ocena morfologii, immunofenotypu oraz potencjatu
proliferacyjnego wybranych nowotwordw wystepujacych u zwierzat, ze szczegolnym
uwzglednieniem parametréw prognostycznych i1 przydatno$ci diagnostycznej wybranych
markerow.

Guz z komorek chromochtonnych jest nowotworem pochodzenia neuroendokrynnego,
wywodzacym si¢ z komoérek rdzenia nadnerczy, produkujacych adrenaling i noradrenaling. U
psow wystepuje rzadko, a jego rozpoznanie kliniczne jest trudne ze wzgledu na nieswoiste
objawy. Zréznicowanie mi¢dzy postacig tagodng a ztosliwag tego nowotworu stanowi istotne
wyzwanie diagnostyczne, gdyz klasyczne cechy histologiczne nie zawsze korelujg z

biologicznym zachowaniem guza.
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W badaniu przypadku ztosliwego guza z komoérek chromochtonnych u psa wykazano,
ze makroskopowo guz byt dobrze odgraniczony od otaczajacych tkanek, jednak nie posiadat
torebki. W zrebie guza obecne byly liczne ogniska martwicy. Badanie histopatologiczne
ujawnito obecno$¢ mieszanego populacyjnie nowotworu wywodzacego si¢ z rdzenia
nadnercza. Komorki nowotworowe miaty ksztatt okragly, owalny, wrzecionowaty lub
wielokatny, wykazywaly wysoka anizocytoze i anizokarioze. Mniejsze komorki byly
przewaznie okragte, z malymi, okragtymi jadrami i skapa, eozynofilng cytoplazmg. Srednie i
duze komorki miaty ksztalt owalny, wielokatny lub wrzecionowaty, posiadaty §rednie lub duze,
owalne lub okraglte jadro komorkowe oraz obfita, eozynofilng cytoplazme 1 2-3 niewyrazne
jaderka. Niektore jadra byty podzielone, przypominajac ksztattem ,,ziarna kawy”, co nadawato
obrazowi wyglad podwdjnego jadra. Chromatyna w jadrach byla skondensowana lub
grudkowata. Obecne byto do 2 figur podziatu mitotycznego w polu widzenia. Barwienie metoda
Mallory’ego wykazalo obecnos¢ wiokien kolagenowych otaczajacych komorki nowotworowe.
Wilbkna te byly rowniez widoczne w migzszu guza w postaci matych skupisk. Impregnacja
srebrem ujawnita obfite wtokna retikulinowe, ktore dzielity komorki nowotworowe na Srednigj
wielkosci gniazda. Badanie immunohistochemiczne z uzyciem przeciwciata przeciwko
neuroswoistej enolazie (NSE), chromograninie A (CGA) 1 biatka S100 wykazato dodatnig
reakcje¢ w cytoplazmie komorek nowotworowych. Komorki dodatnie dla PCNA byty
zlokalizowane w poblizu tkanki wioknistej, a indeks PCNA wynosit 17%. Komorki
nowotworowe byty natomiast ujemne pod wzgledem ekspresji Ki67.

Na podstawie obecnosci silnej pleomorfii komdrkowe;j, rozlegltych obszaréw martwicy,
wysokiej anizocytozy 1 anizokariozy, a takze dodatniej reakcji immunohistochemicznej na
CGA, NSE oraz biatko S100, rozpoznano ztosliwego guza z komorek chromochtonnych
rdzenia nadnerczy. Pomimo braku przerzutow, fenotyp komoérek, w tym obecnos¢
wrzecionowatych komorek CGA-dodatnich, wskazywat na agresywny charakter guza.

Wyniki badania potwierdzaja, ze ztosliwy guz z komorek chromochtonnych moze nie
dawac przerzutow mimo obecnosci klasycznych cech ztosliwosci. Jednocze$nie wykazano, ze
wskazniki proliferacyjne, takie jak Ki67, moga nie by¢ wystarczajaco wiarygodne w ocenie
biologicznego zachowania tego typu nowotworu — w prezentowanym przypadku Ki67 byt
calkowicie ujemny, pomimo obecno$ci innych cech agresywno$ci. Umiarkowana aktywno$¢
proliferacyjna, wykazana przez dodatnig ekspresj¢ PCNA, sugeruje, ze PCNA moze lepiej
odzwierciedla¢ lokalng aktywnos$¢ proliferacyjng niz Ki67.

Uzyskane dane podkreslaja znaczenie immunohistochemii jako podstawowego

narz¢dzia diagnostycznego w réznicowaniu nowotworéw rdzenia nadnerczy u psoéw oraz
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konieczno$¢ dalszych badan nad identyfikacja wiarygodnych markerow prognostycznych.
Opisany przypadek zwraca uwage na potrzebe opracowania obiektywnych 1 niezaleznych od
obecno$ci przerzutdw kryteriow zlosliwosci nowotworu z komorek chromochtonnych.
Powyzsze badanie moze pomodc ustanowi¢ wytyczne w zakresie klasyfikacji nowotworow
nadnerczy oraz prawdopodobnie przyczyni¢ si¢ do poprawy planowania leczenia
chirurgicznego i oceny rokowania u pacjentdw weterynaryjnych.

K olg ne badanie obejmowato guzy z komorek Merkla u psow i kotow, ktore sg rzadkimi
nowotworami neuroendokrynnymi skory, ktorych pochodzenie pozostaje nie do konca
poznane. U ludzi maja one charakter wysoce zto§liwy, natomiast u zwierzat, szczego6lnie psow
i kotéw, wiedza na temat ich biologii, immunofenotypu i dynamiki wzrostu jest ograniczona.
W diagnostyce réznicowej guzow  okraglokomorkowych niezbedne s3a  techniki
immunohistochemiczne, a potencjalne znaczenie markerdw takich jak Ki67 czy metalotioneiny
pozostaje przedmiotem badan. Ze wzgledu na niespecyficzng morfologie 1 rzadkos¢
wystepowania, guzy z komorek Merkla u pséw 1 kotow sa czesto btednie diagnozowane.

Guzy u obu gatunkéw wystepowaty w postaci srodskornej masy zlokalizowanej w
okolicy policzkowej. Guz u psa pochodzil od 5-letniej, niekastrowanej suki mieszanca,
natomiast guz u kota— od 13-letniego, wykastrowanego samca rasy europejskiej krotkowtosej.

U psa guz byl nieotorebkowany, zlokalizowany gl¢boko w skérze 1 nie wykazywat
naciekania naskérka ani przydatkéw skory. Komorki byly male 1 otoczone ggstym zregbem
wloknisto-naczyniowym, co potwierdzono barwieniem Mallory’ego. Jadra komorkowe byty
hiperchromatyczne, a $rednia liczba figur mitotycznych wynosita 7 w 2,37 mm?. Cytoplazma
byta eozynofilna i1 skapa. Komorki nowotworowe wykazywaly dodatnig, wysoka (okoto 80%
komorek nowotworowych) cytoplazmatyczng, ziarnistg lub rozlang ekspresj¢ NSE oraz wysoka
(90% komorek) okotojadrowa ekspresje cytokeratyn AEI1/AE3. Ekspresja CGA byta
nieobecna. Ekspresja metalotioneiny w cytoplazmie i btonie komérkowej byta minimalna
(okoto 15% komorek). Indeks Ki67 wynosit 7%.

U kota guz byl nieotorebkowany, zlokalizowany gleboko w skorze 1 nie wykazywat
naciekania naskoérka ani mieszkoéw wilosowych. Sktadat si¢ z monomorficznych komorek o
okraglym ksztalcie, ulozonych w pakiety, oddzielonych delikatnym zr¢gbem widknisto-
naczyniowym (co potwierdzono barwieniem Mallory’ego). Jadra komorkowe byly centralnie
potozone, okragte do owalnych, z rOwnomiernie rozproszong chromatyng i1 wyraznie
zaznaczong btona jadrowa. Liczba figur mitotycznych wynosita 56 w 2,37 mm?. Cytoplazma
byta blada, eozynofilna i umiarkowanie obfita. Komorki nowotworowe wykazywaty wysoka

(okoto 90% komorek nowotworowych) ziarnista lub rozlang ekspresje NSE w cytoplazmie,
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wysoka (okoto 90% komorek) cytoplazmatyczng okotojadrowa ekspresje cytokeratyn
AEVAE3 oraz brak ekspresi CGA. Ekspresa metaotioneiny w cytoplazmie i jadrze
komorkowym byla minimalna i stwierdzono ja w okoto 30% komorek nowotworowych. Indeks
Ki67 wynosit 25%.

W przedstawionym badaniu opisano dwa rzadkie przypadki nowotworow z komorek
Merkla — u psa i u kota — z zastosowaniem kompleksowe oceny histopatologiczng i
immunohistochemicznej. U obu zwierzat nowotwory charakteryzowaly si¢ silng ekspresja NSE
i cytokeratyny AEL/AE3, przy braku ekspregi chromograniny A, co potwierdza
neuroektodermalne pochodzenie tych guzéw i1 podwaza przydatnos¢ CGA jako markera
diagnostycznego. Wyrazne rdoznice w aktywnosci proliferacyjnej — niski indeks Ki67 i
mitotyczny u psa vs. wysoki indeks Ki67 i znaczna liczba mitoz u kota — sugeruja wigkszy
potencjat ztosliwosci w przypadku guza kociego. Ekspresja metalotioneiny w obu przypadkach
byta minimalna, co moze odzwierciedla¢ ograniczong rolg metalotioneiny w patogenezie tych
nowotworow, w przeciwienstwie do innych guzéw o wysokim stopniu zto§liwosci. Opisane
réznice pomiedzy psim 1 kocim guzem z komorek Merkla wskazuja na odmienne tempo
wzrostu 1 potencjat biologiczny tych zmian. Praca ta stanowi pierwsze opracowanie oceniajace
ekspresj¢ metalotioneiny w guzach z komorek Merkla u zwierzat, rozszerzajac wiedze na temat
biologii tych rzadkich nowotwordéw 1 podkreslajac konieczno$¢ stosowania paneli markerow
immunohistochemicznych w diagnostyce guzow okragtokomorkowych skory u psow i kotow,
gdzie rozpoznanie na podstawie obrazu morfologicznego bywa niewystarczajace. Powyzsze
wyniki rozszerzaja wiedz¢ na temat biologii tych rzadkich nowotwordéw, wykazujacych
odmienne tempo wzrostu i1 potencjal biologiczny pomiedzy gatunkami.

W kolejnych analizach skoncentrowalem si¢ na pozaszpikowych plazmocytomach
nalezacych do grupy nowotworow wywodzacych si¢ z dojrzalych limfocytow B,
produkujacych immunoglobuliny. W celach diagnostycznych czgsto wykonuje si¢ barwienie
immunohistochemiczne celem postawienia ostatecznego rozpoznaniaas Do badania
wykorzystano nastgpujace przeciwciata CD79a, CDI18, metalotioneing, PCNA. Wraz z
badanymi tkankami wykonano kontrole pozytywna oraz negatywng. Dotychczas brakowato
danych dotyczacych ekspresji metalotionein w pozaszpikowych plazmocytomach u zwierzat,
mimo ich potencjalng roli w regulacji proliferacji.

Badaniem objeto guzy skoérne, jamy ustnej oraz $ledziony pochodzace od 19 psow
(mieszaniec n=14, rottweiler n=2, golden retriever n=1, beagle n=1, yorkshire terrier n=1) oraz
7 kotow (wszystkie rasy europejskiej krotkowtosej). Skrawki barwiono hematoksyling i eozyng

(HE) oraz bi¢kitem toluidyny (w celu wykluczenia guzéow z komodrek tucznych). Guzy
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histologicznie zaklasyfikowano jako typ: dojrzaty (mature type), z wcigtym jadrem (cleaved
type), asynchroniczny (asynchronous type), polimorficzny blastyczny (polymorphous blastic
type), monomorficzny blastyczny (monomorphous blastic type) i szklisty (hyaline type).

Obliczenia statystyczne przeprowadzono przy uzyciu programu Statistica, wersja 12.0
(Tulsa, OK, USA). Obliczono $rednig warto$¢ oraz odchylenie standardowe dla indeksu
mitotycznego i PCNA. W celu oceny ekspresji metalotioneiny zastosowano potilosciows skale,
ktora uwzgledniala zaréwno intensywno$¢ reakcji barwnej, jak i procent komorek
pozytywnych. Zalezno$ci pomiedzy indeksem mitotycznym, warto$ciga ekspresji
metalotionieny a indeksem PCNA oceniano za pomoca analizy korelacji rang Spearmana.
Korelacje uznawano za statystycznie istotne przy poziomie istotnosci p < 0,05.

Oceniane guzy reprezentowaly nastepujace typy morfologiczne: dojrzaly (pies n=4; kot
n=2), z wcigtym jadrem (pies n=3; kot n=2), asynchroniczny (pies n=2; kot n=2), polimorficzny
blastyczny (pies n=4; kot n=1), monomorficzny blastyczny (pies n=5) oraz szklisty (piesn=1).
W typie dojrzatym komorki nowotworowe byty okragle do owalnych, z minimalng anizocytoza
1 anizokariozg, z jadrami zlokalizowanymi ekscentrycznie 1 zbitg chromatyng o uktadzie , kota
od wozu” (ang. ,,cartwheel”), przypominajac morfologicznie dojrzate komorki plazmatyczne.
W guzach psow i kotow liczba figur mitotycznych mieécila sic w zakresie 3—7 w 2,37 mm?,
Sporadycznie obserwowano komorki olbrzymie wielojadrzaste.

W typie z wcigtym jadrem charakterystyczng cechg komorek nowotworowych byty
pofatdowane jadra oraz lekko eozynofilna cytoplazma. Komorki mialy niewyrazne granice.
Chromatyna byla drobnoziarnista, a jaderka niewidoczne. W guzach psow i kotow liczba figur
Mitotycznych wynosita od 4 do 18 w 2,37 mm? Komorki nowotworowe tworzyly roznej
wielkosci pakiety poprzedzielane tkanka 1!aczng. Obecne byly komorki olbrzymie
wielojadrzaste.

W typie asynchronicznym obserwowano komorki blastyczne z ekscentrycznie
polozonym jadrem oraz centralnie zlokalizowanym jaderkiem. Obecna byta obfita,
zasadochlonna cytoplazma z okotojagdrowym przejasnieniem. W guzach psoéw i kotdéw liczba
figur mitotycznych wynosita od 5 do 10 w 2.37 mm?. Podobnie jak w typie z wcietym jadrem
komorkowym obecne byly liczne komorki olbrzymie.

W typie polimorficznym blastycznym komoérki nowotworowe wykazywaly wyrazna
anizocytozg, anizokarioz¢ oraz polimorfizm. Komorki blastyczne byly przemieszane z
komorkami dojrzatymi. W guzach u psow liczba figur mitotycznych wynosita od 12 do 35 w
2,37 mm?, natomiast u kota — 16 w 2,37 mm? Komorki olbrzymie wielojadrzaste byty

powszechne; niektore z nich zawieraty nawet do 7 jader komdrkowych.

48



Autoreferat: dr wet. Mateusz Mikiewicz

W typie monomorficznym blastycznym populacja komoérkowa byta jednorodna.
Komorki nowotworowe byty okragle do owalnych, zblizone wielkoscia, z jasnym, obszernym
jadrem i 1 do 3 jaderkami w kazdej komorce. W guzach psow liczba figur mitotycznych
wynosita od 6 do 10 w 2,37 mn?.

W typie szklistym charakterystyczng cechg komorek nowotworowych byta obfita
cytoplazma, poétksiezycowate, ekscentrycznie potozone jadra komoérkowe oraz centralnie
zlokalizowane, wyrazne jaderka (od 1 do 5 na komorke). Liczba figur mitotycznych wynosita
9w 2,37mm?. W miazszu guza obserwowano nieliczne komorki olbrzymie.

Niezaleznie od typu pozaszpikowe] plazmocytomy, indeks mitotyczny roéznil si¢ w
zalezno$ci od lokalizacji guza zarowno u psoéw, jak i kotow. U psow liczba figur mitotycznych
w 2,37mm?wynosila od 5 do 35 w zmianach skornych, od 3 do 9 w §ledzionie oraz od 6 do 18
w zmianach jamy ustnej. W skorze obserwowano typy: asynchroniczny (n=2), polimorficzny
blastyczny (n=4) oraz monomorficzny blastyczny (n=5). W §ledzionie wystgpowatly typy:
dojrzaty (n=4) i szklisty (n=1). W jamie ustnej rozpoznano wylacznie typ z weietym jadrem
komorkowym (n=3).

U kotoéw liczba figur mitotycznych w 2,37mm? wynosita od 8 do 16 w skorze, 5 w
Sledzionie oraz od 4 do 8 w jamie ustnej. W skorze stwierdzono obecno$¢ typow:
asynchronicznego (n=2) i polimorficznego blastycznego (n=1). W §ledzionie 1 jamie ustnej
wystepowal wylgcznie typ dojrzaty (n=2), natomiast typ wcietym jadrem komérkowym (n=2)
rozpoznano tylko w jamie ustngj.

U psow i kotow komorki pozaszpikowe plazmocytomy wykazywaly silng, dodatnig
cytoplazmatyczng ekspresje¢ CD79a. U psow okoto 80% komorek nowotworowych
wykazywato wysoka cytoplazmatyczng ekspresje CD18 w guzach skornych 1 §ledzionowych;
natomiast w guzach jamy ustnej ekspresja CD18 byta nieobecna. Brak immunobarwieniaCD18
w dodatniej kontroli tkanki kociej wskazuje, ze zastosowane w badaniu przeciwcialo anty-psie
nie reaguje krzyzowo z antygenami kocimi.

Ekspresja PCNA w guzach zar6wno psow, jak 1 kotow byla zréznicowana, lecz srednia
warto$¢ wynosita okoto 30%. Ekspresja metalotioneiny w guzach u pséw i kotéw réwniez byta
zmienna. Wigkszo$¢ typow pozaszpikowe plazmocytomy u psow wykazywata niska ekspresje
metal otioneiny, przy czym tylko jeden guz skorny typu polimorficznego blastycznego z okolicy
klatki piersiowe] wykazywat jgf umiarkowang ekspresje. Pozostate guzy tego typu miaty niska
ekspresje. Jeden z guzoéw typu asynchronicznego pochodzacy ze skory okolicy pachowej nie
wykazywat ekspresji metal otioneiny, natomiast drugi (skora konczyny miednicznej) miat niska

ekspresje.
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U kotéw niska ekspresja metalotioneiny zostala zaobserwowana w typie
polimorficznym blastycznym (skora) oraz typie dojrzatym ($ledziona). W typach
asynchronicznym (skéra), z wcigtym jadrem oraz dojrzatym ($ledziona i jama ustna) ekspresja
metal otioneiny bylta nicobecna.

W guzach u psow stwierdzono istotng dodatnig korelacj¢ pomigdzy indeksem
mitotycznym a warto$cig ekspresji metalotioneiny (r=0,805; p=0,000) oraz pomi¢dzy indeksem
PCNA a wartos$cig ekspresji metalotionieny (r=0,53; p=0,019). Natomiast w guzach kotéw nie
wykazano istotnej korelacji pomiedzy indeksem mitotycznym a wartoscig ekspresji
metalotionieny (r=0,642; p=0,120), ani pomiedzy indeksem PCNA a wartoscig ekspresji
metal otionieny (r=0,531; p=0,618).

W  przeprowadzonym badaniu oceniono cechy morfologiczne oraz profil
immunohistochemiczny pozaszpikowych plazmocytom u psow i kotow, uwzgledniajac
réznorodno$¢ typow histologicznych, lokalizacji oraz ekspresji wybranych markeréow: CD79a,
CD18, PCNA i metalotioneiny. Ustalono, ze typy dojrzaly, z weigtym jadrem, asynchroniczny
oraz polimorficzny blastyczny moga wystgpowac u obu gatunkéw. Dodatkowo, tylko u psow
zidentyfikowano typy monomorficzny blastyczny oraz szklisty. Brak tych dwoch ostatnich
typoéw pozaszpikowej plazmocytomy u kotow moze wskazywac na ich rzadkie wystgpowanie
lub ich brak. Wyniki jednoznacznie potwierdzity wysoka przydatnos¢ CD79a jako markeru
diagnostycznego w przypadkach tego nowotworu u obu gatunkéw. Ekspresja CD18 byta
zmienna i ograniczona do wybranych lokalizacji u pséw, co moze mie¢ znaczenie réznicujace,
natomiast u kotéw nie zostata wykazana, prawdopodobnie z uwagi na brak reaktywnosci
przeciwciala z antygenami kocimi.

Aktywno$¢ proliferacyjna, oceniana na podstawie indeksow PCNA 1 liczby figur
podziatu mitotycznego, byta wyraznie wyzsza w zmianach skérnych i w jamie ustnej w
porownaniu do guzow zlokalizowanych w $ledzionie, cO sugeruje ich wyzsza aktywno$¢
proliferacyjng. Co istotne, u pséw wykazano istotng dodatnig korelacj¢ pomiedzy ekspresja
metal otioneiny, indeksem PCNA i indeksem mitotycznym, co sugeruje udzial metalotionieny
w procesach proliferacyjnych. Taka zalezno$¢ nie zostala potwierdzona u kotdw, co moze
$wiadczy¢ o gatunkowo specyficznych réznicach w biologii pozaszpikowych plazmocytom.

Eksprega metalotioneiny byta na og6t niska u obu gatunkéw, a w niektorych typach
histologicznych catkowicie nieobecna. Niemniej jednak, obserwacje dokonane u psow
wskazujag na mozliwo$¢ wykorzystania metalotionieny jako uzupehlniajagcego markera
aktywno$ci nowotworu, szczegdlnie u psow. W przypadku kotow brak zaleznosci pomiedzy

ekspresja metalotionieny a markerami proliferacyjnymi wymaga dalszych badan na wigkszej
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liczbie przypadkow, rowniez w celu potwierdzenia/wykluczenia wystepowania typow
monomorficznego blastycznego i szklistego u tego gatunku.

Wnhioski plynace z badania majg praktyczne implikacje kliniczne — wskazuja na
konieczno$¢ stosowania paneli markerow immunohistochemicznych w diagnostyce
pozaszpikowych plazmocytom, z uwzglednieniem lokalizacji guza i jego typu histologicznego.
U psow, dla ktorych wykazano korelacje miedzy proliferacja a ekspresja metalotionieny,
mozliwe jest rozwazenie jej wykorzystania jako uzupetniajacego markera prognostycznego, co
moze znalez¢ zastosowanie w ocenie rokowania oraz planowaniu leczenia.

Praca dostarcza danych dotyczacych ekspresji metalotioneiny W pozaszpikowych
plazmocytomach u kotéw, a takze dokumentuje korelacje metalotionieny z markerami
proliferacyjnymi u pséw. Badanie przyczynia si¢ do zrozumienia réznic biologicznych i
diagnostycznych pomiedzy opisanymi nowotworami u réznych gatunkéw oraz pokazuje
mozliwos¢ wykorzystania metalotionieny jako markera prognostycznego w onkologii
weterynaryjne.

W  mojej praktyce badawczej mialem réwniez okazje opisaé przypadek
wewnatrzgatkowego chrzestniakomigsaka u krolika. W dostgpnej literaturze nie znaleziono
opisu podobnego przypadku w okulistyce weterynaryjng. Nowotwory wewnatrzgatkowe u
krolikow sa niezwykle rzadkie, a ich rozpoznanie kliniczne 1 histopatologiczne stanowi
powazne wyzwanie diagnostyczne. U kotow znany jest tzw. pourazowy migsak
wewnatrzgatkowy, jednak jego odpowiednik u krélikow nie zostal wezesniej opisany.

Celem  badania  byta  szczegblowa  charakterystyka  morfologiczna i
immunohistochemiczna guza, z uwzglednieniem oceny potencjatu proliferacyjnego komorek
nowotworowych. Uzyskane wyniki dostarczaja nowych danych dotyczacych rzadkich
nowotworow oka u zajeczakoéw 1 moga mie¢ znaczenie zaréwno diagnostyczne, jak i
prognostyczne w praktyce weterynaryjne.

Os$mioletnia samica krélika miniaturowego rasy karzel niderlandzki (Oryctolagus
cuniculus), o masie ciata 1,81 kg, trafita do przychodni weterynaryjnej z powodu wypltywu z
prawego oka oraz obecno$ci ciemnej plamki o $rednicy 2 mm na rogéwce. Badanie
okulistyczne wykazalo obecno$¢ zapalenia btony naczyniowej, precypitatow biatkowych w
przednigg komorze oka oraz neowaskularyzacje rogowki, odpowiadajaca widocznej
makroskopowo ciemnej plamce. Nie stwierdzono owrzodzenia rogdéwki, a lewe oko byto
prawidtowe. Ci$nienie wewnatrzgatkowe (IOP) prawego oka, mierzone tonometrem Schiotza
(Reister, Jungingen, Niemcy), bylo zbyt niskie, aby mozna je bylo zmierzy¢, natomiast

ci$nienie w oku lewym miescito si¢ w normie. Miano przeciwcial przeciwko Encephalitozoon
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cuniculi w tescie immunofluorescencji posredniej wynosito 1:80, co jest wartoscig wyzsza od
uznawanej za dodatnig (1:40). W chwili przyjecia morfologia krwi wykazata tagodna
neutrofilie, a st¢zenia kinazy kreatynowej (CK) i mocznika w osoczu byty podwyzszone.

W celu zlagodzenia objawdéw stosowano miejscowo deksametazon (jedna kropla do
prawego i lewego oka co 4 godziny, Dexamethason 0,1% WZF, Polfa, Warszawa, Polska),
kwas tolfenamowy (6 mg doustnie co 24 godziny, Tolfedine, Vetoquinol Biowet Gorzéw,
Gorzow Wielkopolski, Polska) oraz fenbendazol (5 mg/kg doustnie co 24 godziny, Panacur
AquaSol, Intervet, Boxmeer, Holandia). Poniewaz stan oka nie ulegl poprawie, zostalo ono
usuniete chirurgicznie i przekazane do badania histopatologicznego.

Probke przekazano do laboratorium gdzie wykonano obrobke histopatologiczng i
barwiono skrawki hematoksyling i eozyna (HE) oraz bi¢kitem alcjanowym (pH 2,5). Badanie
immunohistochemiczne wykonano z uzyciem przeciwcial przeciwko cytokeratynie AE1/AE3,
wimentyniei Ki67.

Histopatologicznie stwierdzono stabo odgraniczony nowotwodr zlokalizowany w
obrebie ciata rzeskowego, ktory naciekal naczyniowke, komore przednig okai przednia czgs¢
twardowki, ogniskowo rozprzestrzeniajac si¢ réwniez pod spojowke gatkowa. Rogdwka
wykazywata umiarkowany naciek ztoZzony z heterofili, komoérek plazmatycznych i limfocytow;
widoczna byta wyrazna neowaskularyzacja. Komorki nowotworowe ksztattu poligonalnego lub
owalnego wykazujace znaczng anizocytoze¢ 1 anizokarioze, o pleomorficznych jadrach
komorkowych, zbitej chromatynie i duzych jaderkach w liczbie 1-3 tworzytly pojedyncze lub
réznej wielkos$ci skupiska chaotycznie rozmieszczonych jamek chrzestnych. W polu widzenia
przy powigkszeniu x400 obserwowano od jednej do dwoch figur mitotycznych. Stwierdzano
pojedyncze komorki z makronukleozg oraz komorki olbrzymie wielojadrzaste. Cytoplazma
komorek nowotworowych byta obfita i lekko zasadochtonna. Zragb nowotworu byt skapy, stabo
unaczyniony, zawieral hemosyderofagi i byt bogaty w mucyny o niskiej kwasowosci, CO
potwierdzono barwieniem blekitem alcjanowym. Komorki nowotworowe wykazywaly
ekspresje wimentyny, natomiast nie wykazywaly ekspresji cytokeratyny AE1/AE3. Obliczony
indeks Ki67 wynosit 5,5%. Opisane cechy histopatologiczne i immunohistochemiczne
wskazywaly na chrzestniakomigsaka wewnatrzgatkowego. Trzy dni po zabiegu chirurgicznym
krolik stat si¢ apatyczny i przestal przyjmowaé pokarm; stwierdzono podwyzszone stezenia
mocznika i kreatyniny w osoczu oraz zwigkszong aktywno$¢ aminotransferazy alaninowe;j
(ALT), aminotransferazy asparaginianowej (AST) i kinazy kreatynowej (CK). Siedem dni po
operacji pojawila si¢ nagta duszno$¢. Badanie ultrasonograficzne klatki piersiowej wykazato

obecno$¢ plynu w jamie optucnej oraz cieniujgcej masy o srednicy okoto 3,3 cm w prawym
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tylnym placie ptuca. Zwierze zostalo poddane eutanazji miesigc po enukleacji z powodu
nasilajacej si¢ dusznosci i niepomys$lnego rokowania. Wtasciciel nie wyrazil zgody na
wykonanie sekcji zwlok.

Przedstawione badanie opisuje przypadek chrzestniakomigsaka wewnatrzgatkowego u
krolika, dokumentujac jego cechy kliniczne, histopatologiczne oraz immunohistochemiczne.
Nowotwoér wywodzit si¢ z ciala rzeskowego 1 naciekal sasiednie struktury oka. W badaniu
immunohistochemicznym komorki nowotworowe wykazywaly ekspresj¢ wimentyny,
natomiast nie wykazywatly ekspresji cytokeratyny AEI/AE3, co potwierdza ich
mezenchymalne pochodzenie. Obliczony indeks Ki67 wynosit 5,5%, co w klasyfikacji ludzkiej
odpowiada | stopniowi ztosliwosci. Mimo, ze nie wykonano sekcji zwlok, nagte pogorszenie
stanu klinicznego zwierzgcia, obecnos¢ dusznos$ci oraz cieniujgca masa w plucu sugeruja
mozliwo$¢ przerzutu, cho¢ nie zostalo to potwierdzone histopatologicznie. Opisywane cechy
odpowiadaja rowniez przypadkom chrzestniakomigsaka wewnatrzgatkowego u kotow, w
ktérych przerzuty do ptuc i klatki piersiowej byly opisywane.

W badaniu nie wykazano obecnosci organizméw Encephalitozoon cuniculi, jednak
dodatni wynik serologiczny w te$cie immunofluorescencji posredniej oraz wczesniejsze
leczenie przeciwpasozytnicze moga wskazywaé na przebyta infekcje. W zwiazku z tym
przewlekly stan zapalny spowodowany przez Encephalitozoon cuniculi mogt stanowic
potencjalny czynnik predysponujacy do rozwoju nowotworu, co jest zgodne z hipotezami
dotyczacymi mechanizmu powstawania mi¢saka pourazowego.

Opisany przypadek poszerza diagnostyke roznicowg choréb gatki ocznej u krolikow, w
tym w sytuacjach, gdy obecne sg objawy takie jak zapalenie btony naczyniowe;,
neowaskularyzacja, precypitaty biatkowe w komorze przedniej czy przewlekty wyplyw z oka.
Dotychczas objawy te przypisywano gtéwnie zapaleniom na tle infekcyjnym, np. zakazeniom
Encephalitozoon cuniculi lub Pasteurella multocida, tymczasem moga one rowniez wskazywac
na rozwijajacy si¢ nowotwor ztosliwy. Rozpoznanie chrzestniakomigsaka wymaga uzycia
metod specjalistycznych, w tym oceny histopatol ogicznej oraz immunohistochemicznej.

Przedstawiony przypadek zwraca uwage na potrzebe poszerzania diagnostyki
réznicowej u krolikow z przewlektymi objawami okulistycznymi oraz stanowi punkt wyjscia
do dalszych badan nad patogeneza 1 potencjalem przerzutowym nowotwordéw
wewnatrzgatkowych u zajeczakow. Powyzsze badanie otwiera nowy kierunek badan nad
wplywem procesow zapalnych na onkogeneze u zwierzat.

Powyzsze wyniki badan moga mie¢ zastosowanie praktyczne. Wnosza noweinformacje

do  praktyki  diagnostycznej,  podkre$lajac mozliwo$s¢  stosowania  technik
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immunohistochemicznych w przypadkach nowotworéw o niespecyficznej morfologii.
Jednoczesnie dostarczaja narzedzi pomocnych w prognozowaniu przebiegu choroby,
umozliwiajac trafniejszy dobdr strategii terapeutycznej — od leczenia radykanego po
zachowawcze. Wiedza dotyczaca markerow takich jak Ki67 czy metalotioneina znajduje
zastosowanie w codziennej opiece onkologicznej nad zwierzgtami 1 przyczynia si¢ do rozwoju
weterynaryjnej patomorfologii nowotwordw.

44.2.1. Publikacje wchodzace w sklad osiaggniecia wraz z informacja o

wkladzie wnioskodawcy w prowadzaniu badan naukowych opisanych w
poszczegolnych publikacjach, jak i w powstanie tych publikacji.

Mikiewicz M ateusz*, Otrocka-Domagata Iwona, Gesek Michat, Pazdzior-Czapula Katarzyna,
Rotkiewicz Tadeusz. Immunohistochemical and histopathological evaluation of malignant
pheochromocytoma: a case study. Med. Weter. 2015;71:453-457.
Punktacja MNiSW 2015 = 15; | F2015 = 0,195
Moj wktad w powstanie w tej publikacji polegat na opracowaniu koncepcji badan, metodyki,
zaplanowaniu 1 wykonaniu analiz laboratoryjnych, opracowaniu i interpretacji wynikow,
sformutowaniu wnioskow, przygotowaniu manuskryptu, przygotowaniu odpowiedzi na
recenzj¢. M9j udziat procentowy szacuj¢ na 53%.
Mikiewicz M ateusz*, Otrocka-Domagata Iwona, Pazdzior-Czapula Katarzyna, Gesek Michat,
Mikotajczyk Anna, Blacha Agnieszka. Immunohistochemical evaluation of canine and feline
Merkel cell tumors - a report of two cases. Turk JVet Anim Sci. 2016;40:124-129.
DOI: 10.3906/vet-1505-65
Punktacja MNiSW 2016 = 15; | F2016 = 0,449
Moj wkiad w powstanie w tej publikacji polegat na opracowaniu koncepcji badan, metodyki,
zaplanowaniu i wykonaniu analiz laboratoryjnych, opracowaniu i interpretacji wynikow,
sformutowaniu wnioskoéw, przygotowaniu manuskryptu, przygotowaniu odpowiedzi na
recenzj¢. M9j udziat procentowy szacuj¢ na 53%.
Mikiewicz M ateusz*, Otrocka-Domagata Iwona, Pazdzior-Czapula Katarzyna, Gesek Michat.
Mor phology and immunor eactivity of canine and feline extramedullary plasmacytomas. Pol. J.
Vet. Sci. 2016;19:345-352.
DOI: 10.1515/pjvs-2016-0042
Punktacja M NiSW 206 = 20; | F2016 = 0,697
Moj wkiad w powstanie w tej publikacji polegat na opracowaniu koncepcji badan, metodyki,

zaplanowaniu i wykonaniu analiz laboratoryjnych, opracowaniu i interpretacji wynikow,
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sformutowaniu wnioskoéw, przygotowaniu manuskryptu, przygotowaniu odpowiedzi na
recenzj¢. M9j udziat procentowy szacuj¢ na 60%.
Mikiewicz M ateusz, Pazdzior-Czapula Katarzyna, Gesek Michat, Dziubinska-Bartylak Paula,
Otrocka-Domagata Iwona*. Intraocular chondrosarcoma in a rabbit. J Comp Pathol.
2020;179:41-44.
DOI: 10.1016/j.jcpa.2020.06.013
Punktacja MNiSW 2020 = 100; 1F2020 = 1,311
Moj wktad w powstanie w tej publikacji polegat na opracowaniu koncepcji badan, metodyki,
zaplanowaniu 1 wykonaniu analiz laboratoryjnych, opracowaniu i interpretacji wynikow,
sformulowaniu wnioskoéw, przygotowaniu manuskryptu, przygotowaniu odpowiedzi na
recenzj¢. Mj udziat procentowy szacuj¢ na 60%.
*autor korespondencyjny

4.5. Osiagniecia naukowe przedstawione w rozprawie doktorskiej

W ramach rozprawy doktorskiej skoncentrowalem si¢ na kompleksowej ocenie wptywu
dhlugotrwatego podawania deksametazonu oraz simwastatyny na komoérki watrobowe, ze
szczegblnym uwzglednieniem mechanizméw zaburzen proliferacyjnych i apoptotycznych.
Glownym celem badan byto zidentyfikowanie réznic w odpowiedzi hepatocytow na leki o
odmiennym mechanizmie dziatania oraz okreslenie potencjalnych markeréw molekularnych,
ktore moga odzwierciedla¢ stopien uszkodzenia komorek watrobowych.

Badania przeprowadzitem na zaprojektowanym modelu zwierzgcym, obejmujacym 72
loszki rasy Wielka Biala Polska, w wieku trzech miesiecy. Zwierzeta zostaly podzielone na trzy
grupy: kontrolng, otrzymujaca domig$niowo deksametazon oraz otrzymujacg doustnie
Simwastatyne. Po 29 dniach stosowania lekoéw wykonano sekcjg¢ zwierzat oraz pobrano probki
watroby do badan histologicznych, histochemicznych (HE, PAS wg McManusa, Van Gieson’a,
Feulgena i Plotona) oraz immunohistochemicznych, obejmujacych oceng ekspresji PCNA, Bcl-
2, kaspazy-3 oraz analiz¢ metodg TUNEL.

W badaniu wykazatem, ze podawanie deksametazonu prowadzi do wystagpienia zmian
wstecznych w postaci zwyrodnien glikogenowych, migzszowych i ttuszczowych hepatocytow,
a takze ogniskowej martwicy 1 przekrwienia naczyn. Jednocze$nie obserwowano obnizenie
wskaznikow proliferacji komorkowej (PCNA, AgNORs, pAgNORs) oraz wzrost poziomu
biatka Bcl-2, co moze $wiadczy¢ o aktywacji mechanizmoéw chronigcych hepatocyty przed
apoptoza.

Z kolei simwastatyna wywotywata zwyrodnienie migzszowe, spadek zawarto$ci

glikogenu w hepatocytach oraz proliferacj¢ hepatocytow w formie bezosiowych
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pseudozrazikow, otoczonych tkankg taczng 1 naciekiem eozynofilowym — zmiany mogace
sugerowaé reakcje nadwrazliwosci. W tej grupie zaobserwowatem znaczace obnizenie
ekspresji markerow proliferacji oraz istotny wzrost ekspresji kaspazy-3 i indeksu apoptozy, co
potwierdza proapoptotyczny efekt dziatania simwastatyny.

Uzyskane wyniki stanowig oryginalny wkiad w rozw6j wiedzy na temat toksycznosci
lekow powszechnie stosowanych zaréwno w medycynie ludzkiej, jak i weterynaryjnej. Badanie
ujawnilo istotne roznice w odpowiedzi hepatocytow na poszczegdlne substancje 1 wskazato na
potencjalne zastosowanie markerow takich jak Bcl-2 1 kaspaza-3 w ocenie ryzyka
hepatotoksycznosci. Wnioski ptynace z rozprawy maja nie tylko warto$¢ poznawcza, ale
rowniez praktyczne znaczenie dla oceny bezpieczenstwa farmakoterapii oraz wczesnego
wykrywania uszkodzen watroby w przebiegu leczenia glikokortykosteroidami i statynami.

Artykuty naukowe wchodzace w sktad rozprawy doktorskie;j:

Mikiewicz Mateusz*, Otrocka-Domagata Iwona, Pazdzior-Czapula Katarzyna, Rotkiewicz

Tadeusz. Influence of long-term, high-dose dexamethasone administration on proliferation and

apoptosisin porcine hepatocytes. Vet. Sci. Res. 2017;112:141-148.

DOI: 10.1016/j.rvsc.2017.03.018

Punktacja MNiSW20m7: 35; | Fam7: 1,616

Mikiewicz Mateusz*, Otrocka-Domagata Iwona, Pazdzior-Czapula Katarzyna. Influence of

simvastatin on hepatocytes - histopathological and immunohistochemical study. Pol. J. Vet.

Sci. 2019;22:263-270.

DOI: 10.24425/pjvs.2019.127095

Punktacja M NiSW2019: 100; | F2019: 0,516

*autor korespondencyjny

5. Pozostala aktywno$¢ naukowa

5.1. Wplyw wybranych dodatkéw paszowych i warunkéw Srodowiskowych na rozwaj

oraz zdrowie ryb slodkowodnych w kontek$cie akwakultury i ochrony
gatunkowsej

W ramach mojej aktywnos$ci naukowej zrealizowatem cykl badan poswigconych ocenie
wptywu wybranych dodatkéw paszowych oraz czynnikéw $rodowiskowych na wzrost,
przezywalno$¢, morfologi¢ tkanek i ogodlna kondycje fizjologiczng ryb stodkowodnych,
szczegblnie istotnych z punktu widzenia nowoczesnej akwakultury oraz programow
restytucyjnych. Celem prowadzonych prac byto dostarczenie danych, ktoére nie tylko
wzbogacaja wiedze z zakresu biologii 1 patologii ryb, ale rOwniez majg wymierne znaczenie

praktyczne w doskonaleniu metod hodowlanych i ochronnych.
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W jednym z projektéw, ktorego bylem wspodtautorem, wykazatem, ze dodatek pytku
pszczelego do paszy dla mlodych osobnikow suma afrykanskiego (Clarias gariepinus)
znaczaco poprawiat tempo wzrostu, modyfikowat korzystnie sktad mikroflory jelitowej oraz
sprzyjal prawidlowemu rozwojowi struktur histologicznych przewodu pokarmowego. W
kolgilnym badaniu, skoncentrowanym na larwach brzany (Barbus barbus), udokumentowano
pozytywny wpltyw suplementacji larw Artemia sp. wielonienasyconymi kwasami thuszczowymi
na rozwo6j somatyczny oraz funkcje odporno$ciowe ryb, co potwierdzono analizami
hematol ogicznymi i histomorfologicznymi.

Odrgbny projekt dotyczyl wptywu kwasu kynureninowego — zwigzku o potencjalnym
dziataniu immunomodulujgcym — na pstraga tgczowego (Oncor hynchus mykiss) w warunkach
eksperymentalnego zakazenia Yersinia ruckeri. Przeprowadzone analizy wykazaly, ze
podawanie kwasu nasilato reakcje zapalng w narzadach migzszowych, co moze mie¢ znaczenie
dla bezpieczenstwa jego stosowania w warunkach stresu immunologicznego.

Roéwnolegle zaangazowatem si¢ w badania nad fizjologia i histogeneza uktadu
rozrodczego minoga rzecznego (Lampetra fluviatilis), stanowigcego gatunek chroniony.
Przeprowadzone przeze mnie analizy histologiczne 1 histochemiczne pozwolily na szczegotowe
scharakteryzowanie zmian morfologicznych i endokrynnych zachodzacych w toku dojrzewania
ptciowego. Uzyskane wyniki dostarczyty cennych informacji wspierajacych dziatania z zakresu
biologii rozrodu i ochrony populacyjnel tego cennego gatunku.

Wszystkie opisane projekty taczy interdyscyplinarne podejscie, aczace elementy
histopatologii, fizjologii, immunologii 1 praktyki hodowlanej. Rezultaty badan wnosza wktad
w rozw0j akwakultury 1 ochrony ryb stodkowodnych, a jednocze$nie wyznaczaja nowe
kierunki dla wdrazania rozwigzan poprawiajacych dobrostan i zdrowotnos¢ ryb w warunkach
chowu intensywnego i restytucji sSrodowiskowe;j.

Efektem opisanych badan jest wspétautorstwo w nastgpujacych pracach oryginalnych
oraz doniesienia konferencyjne:

Kaczorek Edyta, Szarek Jozef, Mikiewicz Mateusz, Terech-Majewska Elzbieta, Schulz
Patrycja, Malaczewska Joanna, Wojcik Roman M., Siwicki Andrzej K. Effect of feed
supplementation with kynurenic acid on the morphology of the liver, kidney and gills in
rainbow trout (Oncorhynchus mykiss Walbaum, 1792), healthy and experimentally infected
with Yersinia ruckeri. J. Fish Dis. 2017,40:873-884.

DOI: 10.1111/jfd.12567

Punktacja MNiSW2017: 35; | F2017: 2,004
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Prusinska Maja, Nowosad Joanna, Jarmotowicz Sylwia, Mikiewicz M ateusz, Duda Arkadiusz,
Wiszniewski Grzegorz, Sikora Mateusz, Biegg Mateusz, Samselska Agnieszka, Arciuch-
Rutkowska Martyna, Targonska Katarzyna, Otrocka-Domagata Iwona, Kucharczyk Dariusz.
Effect of feeding barbel larvae (Barbus barbus (L, 1758)) Artemia sp. nauplii enriched with
PUFAs on their growth and surviva rate, blood composition, alimentary tract histological
structure and body chemical composition. Aquac. Rep. 2020;18:1-8.

DOI: 10.1016/j.aqrep.2020.100492

Punktacja M NiSW2020: 100; | F2020: 3,216

Nowosad Joanna, Jasinski Szymon, Arciuch-Rutkowska Martyna, Abdel-Latif Hany M.R.,
Wrobel Marcin, Mikiewicz Mateusz, Ziclonka Lukasz, Kotsyumbas Thor Y., Muzyka Victor
P., Brezvyn Oksana M., Dietrich Grzegorz, Kucharczyk Dariusz. Effects of Bee Pollen on
Growth Performance, Intestinal Microbiota and Histomorphometry in African Catfish.
Animals. 2023;13: 1-16.

DOI: 10.3390/ani13010132

Punktacja M NiSW2023: 100; | F2023: 2,7

Nowosad Joanna, Kujawa Roman, Sherzada Shahid, Kucharczyk Dariusz, Mikiewicz
Mateusz, Dryl Katarzyna, Kapusta Andrzej, Luczynska Joanna, Abdel-Latif Hany M.R.
Histomorphological and Dynamical Changes in Female River Lampreys during Maturation
under Controlled Conditions as a Part of Lamprey Restoration Programs. Animals. 2024;17:1-
14.

DOI: 10.3390/ani14172516

Punktacja M NiSW2024: 100; | F2024: 2.7

Kaczorek Edyta, Terech-Majewska Elzbieta, Szarek Jozef, Mikiewicz Mateusz, Schulz
Patrycja, Mataczewska Joanna, Wojcik Roman M., Pajdak Joanna, Siwicki Andrzej K. The
influence of feed supplementation with kynurenine acid (KY NA) on the gillsin rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss) infected experimentally with Yersinia ruckeri. J. Comp. Pathol.
2017;156:93. 34th ESV P Meeting of the European Society of Veterinary Pathology: 27th ECVP
Meeting of the European College of Veterinary Pathology: Bologna (Italy), September 7th-
10th, 2016

DOI: 10.1016/j.jcpa.2016.11.120

Kaczorek Edyta, Terech-Majewska Elzbieta, Szarek Jozef, Mikiewicz Mateusz, Schulz
Patrycja, Mataczewska Joanna, Wo¢jcik Roman M., Siwicki Andrzej K. Ocena wplywu
suplementacji paszy kwasem kynureinowym na obraz histopatologiczny watroby u pstraga

teczowego (Oncorhynchus mykiss) przed oraz po zakazeniu eksperymentalnym Yersinia
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ruckeri. ANG. Influence of dietary administration of kynurenic acid on the morphological
evaluation of the liver in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) before and after experimental
trial with Yersinia ruckeri. XV Kongres Polskiego Towarzystwa Nauk Weterynaryjnych:
Lublin, 22-24 wrzesnia 2016: Per scientiam ad salutem animalium et hominum: materiaty
kongresowe. Lublin, Wydawnictwo MORPOL s.c., 2016;166.
5.2. Charakterystyka nowotworow i zmian nowotworopodobnych u malych ssakéw
domowych

W ramach mojej dziatalno$ci naukowej bralem aktywny udzial w badaniach
poswigconych identyfikacji oraz szczegdtowej charakterystyce nowotworéw 1 zmian
nowotworopodobnych wystepujacych u matych ssakow towarzyszacych, takich jak §winki
morskie, kroliki, szczury i chomiki. Prace te stanowily wklad w rozwoj weterynaryjnej
onkologii zwierzat egzotycznych, obszaru wciaz relatywnie stabo poznanego, a jednoczesnie
rosnacego w znaczeniu klinicznym.

Cze$¢ badan miata charakter kazuistyczny i obejmowata opracowanie rzadkich
przypadkow klinicznych, takich jak gruczolak §linianki podzuchwowej, nasieniak jadra czy
torbielowato$¢ jajnikow wspotistniejaca z migéniakiem macicy u §winek morskich. Opisy te,
oparte na analizie histopatologicznej 1 immunohistochemicznej, poszerzaja wiedze
diagnostyczng 1 wskazuja na konieczno$¢ indywidualnego podejscia do przypadkoéw
onkologicznych u tych gatunkow.

Uzupetnieniem dzialan kazuistycznych byly szeroko zakrojone, retrospektywne analizy
materialu nowotworowego obejmujace guzy skory i tkanki podskornej, a takze zmiany
nowotworowe 1 nowotworopodobne gruczolu mlekowego oraz uktadu rozrodczego. Dzigki
wykorzystaniu metod mikroskopowych i immunohistochemicznych udato si¢ okresli¢ nie tylko
czestos¢ wystepowania poszczegdlnych typow nowotworéw i ich lokalizacje, lecz takze
scharakteryzowaé¢ cechy histologiczne zmian z uwzglednieniem ich zrdznicowania
gatunkowego i piciowego.

Rezultaty badan majg bezposrednie przelozenie na poprawe jakoSci opieki
weterynaryjnej nad malymi ssakami towarzyszacymi oraz wyznaczaja kierunki dalszych badan
w zakresie patologii nowotworéw u gatunkéw nieudomowionych.

Efektem opisanych badan jest wspétautorstwo w nastgpujacych pracach oryginalnych
oraz doniesienie konferencyjne:

Przyborowska Paulina, Kotodziejska-Sawerska Anna, Mikiewicz Mateusz. Przypadek
gruczolaka $linianki podzuchwowej u §winki morskiej. ANG A case of submandibular salivary

gland adenomain a guinea pig. Weterynaria 2014;7-8:46-50.
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Przyborowska Paulina, Kotodziejska-Sawerska Anna, Mikiewicz M ateusz, Szcze$niak Anna.
Przypadek nasieniaka jadra u $winki morskiej. ANG. Case of testicular seminoma in guinea
pig. Weterynaria 2014;10:30-34.
Przyborowska Paulina, Kolodziejska-Sawerska Anna, Mikiewicz Mateusz. Przypadek
torbielowatos$ci jajnikow 1 mig$niaka gtadkokomoérkowego macicy u §winki morskiej. ANG
Case of polycystic ovarian disease and lelomyoma in guinea pig. Weterynaria 2014;6:56-63.
Otrocka-Domagata Iwona, Pazdzior-Czapula Katarzyna, Fiedorowicz Joanna, Mikiewicz
M ateusz, Piotrowska Agnieszka, Gesek Michat. Cutaneous and subcutaneous tumours of small
pet mammal - retrospective study of 256 cases (2014-2021). Animals. 2022;12:1-16.
DOI: 10.3390/ani 12080965
Punktacja M NiSW2022: 100; | F2022: 3
Pazdzior-Czapula Katarzyna, Mikiewicz Mateusz, Fiedorowicz Joanna, Otrocka-Domagata
Iwona. Mammary and reproductive tract tumours and tumour-like lesions of 286 small pet
mammals: a retrospective study. J. Comp. Pathol. 2024;213: 46-58.
DOI: 10.1016/j.jcpa.2024.07.002
Punktacja M NiSW2024: 100; | F2024: 0.8
Otrocka-Domagata Iwona, Mikiewicz M ateusz, Pazdzior-Czapula Katarzyna, Gesek Michat.
Extraskeletal myxoid-type chondrosarcoma in a rat. J. Comp. Pathol. 2019;166:148. The 3rd
Joint European Congress of the ESVP, ESTP and ECVP, 35th Meeting of the ESVP, 15th
Meseting of the ESTP, 28th Meeting of the ECVP. 30th August - 2nd September 2017, Lyon,
France.
DOI: 10.1016/j.jcpa.2018.10.159
5.3. Immunologiczne i zapalne mechanizmy objawow systemowych w chorobach

reumatycznych

W ramach wspotpracy z Klinika Reumatologii Collegium Medicum Wydziatu
Lekarskiego Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie uczestniczylem w
interdyscyplinarnych badaniach taczacych elementy reumatologii klinicznej, immunologii 1
patomorfologii. Dzialania te umozliwity mi bezposrednie zaangazowanie w projekty o wartosci
poznawczej, ktorych wyniki poszerzaja rozumienie mechanizméw ogoélnoustrojowych
powiktan chor6b autoimmunizacyjnych.

Jednym z opracowanych projektéw byt opis rzadkiego i cigzkiego powiktania tocznia
rumieniowatego uktadowego (SLE) — ostrej niewydolnosci serca w przebiegu zespotu
aktywacji makrofagbw (MAS). Przeprowadzono wszechstronng analiz¢ kliniczna,

patomorfologiczng i immunologiczng przypadku, ze szczegdlnym uwzglednieniem roli
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makrofagow, cytokin prozapalnych (w tym IL-1, IL-6, IFN-y) oraz szlakéw sygnatowych w
patogenezie MAS i kardiomiopatii zapalnej. Wyniki tego badania podkreslity znaczenie
czujnosci klinicznej w rozpoznawaniu atypowych manifestacji zespotu aktywacji makrofagow
oraz potrzebe szerszego uwzglednienia badan histopatologicznych serca w ocenie przypadkoéw
0 ostrym przebiegu.

Druga praca, w ktorej bratem udziat, miata charakter przegladowy i koncentrowata si¢
na mechanizmach zmeczenia w przebiegu zapalnych chordb stawow, takich jak reumatoidalne
zapalenie stawow (RZS), zesztywniajace zapalenie stawdw kregostupa oraz tuszczycowe
zapalenie stawow. Opracowanie to przedstawia aktualny stan wiedzy na temat roli cytokin
zapalnych, aktywacji mikrogleju, zaburzen funkcjonowania bariery krew—mozg oraz
deregulacji uktadow serotoninergicznego i dopaminergicznego w patogenezie przewleklego
zmeczenia. Szczegdlny nacisk potozono réwniez na oceng skutecznosci terapii biologicznych
oraz ich wplyw na poprawe jakosci zycia pacjentow.

Efektem opisanych badan jest wspodtautorstwo w nastepujacych pracach oryginalnych:
Kuna Jakub, Chmielewski Grzegorz, Gruchata Marcin, Mikiewicz Mateusz, Recki
Przemystaw, Krajewska-Wtodarczyk Magdalena. Fatal Acute Heart Failure in the Course of
Macrophage Activation Syndrome: Case Report and Literature Review. J. Clin. Med.
2022;14:1-9.

DOI: 10.3390/jcm11144208
Punktacja M NiSW2022: 140; | F2022: 3.9
Chmielewski Grzegorz, Majewski Michat S., Kuna Jakub, Mikiewicz M ateusz, Krajewska
Wiodarczyk Magdalena. Fatigue in Inflammatory Joint Diseases. Int. J. Mol. Sci. 2023;24:1-
16.
DOI: 10.3390/ijms241512040
Punktacja M NiSWa20z2s: 140; | Faoz3: 4,9
5.4. Diagnostyka zmian nowotworowych i nienowotworowych réznych gatunkéw
zwierzat

W ramach mojej dzialalnosci zawodowej 1 naukowej jako patomorfologa
diagnostycznego bralem udziat w szerokim zakresie badan obejmujacych przypadki
nowotworowe 1 inne jednostki chorobowe wystgpujace u zwierzat towarzyszacych,
egzotycznych i gospodarskich. Udziat w tych projektach pozwolit mi na rozwinigcie
umiejetnosci w zakresie oceny zmian histopatologicznych i immunohistochemicznych w
zrdznicowanym materiale biologicznym, a takze na wspoltworzenie publikacji istotnych z

punktu widzenia weterynaryjneg diagnostyki kliniczng i eksperymentalnegy.
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Szczegdlng grupe stanowily badania nad nowotworami psow. Uczestniczytem m.in. w
opracowaniu przypadku agresywnego migsaka prazkowanokomorkowego z zajgciem skory i
obecnoscig licznych przerzutéw narzadowych oraz opisie migsaka Kaposiego z nietypowa
lokalizacja w sercu i1 jamie brzusznej. W kolejnych projektach skupiono si¢ na guzach
gruczotéw apokrynowych, w tym rowniez na ocenie ekspresji mutacji genu p53, co pozwolito
na postawienie hipotezy o zwigzku patogenezy tych nowotworow z ekspozycja na
promieniowanie UV.

Uzupetnieniem tego nurtu byla retrospektywna analiza 60 guzéw okraglokomdrkowych
skory psOw z zastosowaniem rozszerzonego panelu przeciwcial immunohistochemicznych, co
pozwolito na doprecyzowanie rozpoznan histopatologicznych i opracowanie przydatnego w
praktyce schematu roznicowania. Uczestniczytem rowniez w badaniu przypadkéw podskédrnej
dirofilariozy u psow, gdzie wykazano nie tylko nietypowe lokalizacje pasozytéw, ale takze
obecnos¢ mikrofilarii Dirofilaria repensw ptynach wysiekowych jam ciata, co miato znaczenie
diagnostyczne i epidemiologiczne.

Zakres moich zainteresowan obejmowat takze schorzenia uktadu rozrodczego u koni.
W ramach jednego z projektow wspdtuczestniczytem w opracowaniu analizy przypadkow
nieptodnosci klaczy z wykorzystaniem biopsji endometrium. W badaniu zastosowano
klasyfikacj¢ zmian wg Kenney-Doig’a, oceniajac zmiany zapalne, widknienie oraz zaburzenia
struktury blony S$luzowej macicy. Wyniki podkreslity wysoka warto$¢ diagnostyczng tej
metody oraz jej przydatno$¢ w rokowaniu ptodnosci klaczy w warunkach hodowli.

Efekty tych prac przyczyniaja si¢ do poprawy standardéw diagnostyki weterynaryjnej
oraz poszerzaja wiedz¢ na temat rzadkich 1 trudnych w rozpoznaniu przypadkow klinicznych.

Efektem opisanych badan jest wspdtautorstwo w nastepujacych pracach oryginalnych i
doniesien konferencyjnych:

Pazdzior-Czapula Katarzyna, Otrocka-Domagata Iwona, Gesek Michat, Mikiewicz M ateusz,
Rotkiewicz Tadeusz. Guzy histiocytarne u psow i kotow. ANG. Canine and feline histiocytic
neoplasia. Weterynariaw Praktyce 2014;11;89-93.

Punktacja MNiSW2014: 3

Otrocka-Domagata Iwona, Pazdzior-Czapula Katarzyna, Gesek Michat, Koda Mariusz,
Mikiewicz Mateusz, Mikotajczyk Anna. Aggressive, solid variant of alveolar
rhabdomyosarcoma with cutaneous involvement in a juvenile Labrador Retriever. J. Comp.
Pathol. 2015;152:177-181.

DOI: 10.1016/j.jcpa.2014.11.004

Punktacja MNiSW2o1s: 25; | F201s: 1,173
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Pazdzior-Czapula Katarzyna, Otrocka-Domagata Iwona, Gesek Michat, Mikiewicz M ateusz,
Rotkiewicz Tadeusz, Mikulska-Skupien Elzbieta. Kaposi-like vascular tumor of the cardiac
muscle in a dog: morphological and immunohistochemical study. Med. Weter. 2015;71:513-
517.

Punktacja MNiSW2o01s: 15; 1 F20s: 0,195

Pazdzior-Czapula Katarzyna, Otrocka-Domagata Iwona, Gesek Michat, Mikiewicz M ateusz,
Rapacz-Leonard Anna. Biopga i ocena histopatologiczna endometrium w diagnostyce
nieptodnosci u klaczy. ANG. The endometrial biopsy and histopathological evaluation as
diagnostic procedure for mare infertility. Zycie Weterynaryjne. 2016;91:435-439.

Punktacja MNiSW2o016: 4

Kycko Anna, Jasik Agnieszka, Bocian Lukasz, Otrocka-Domagata Iwona, Mikiewicz
M ateusz, Smiech Anna, Lopuszynski Wojciech, Dolka Izabella, Nowak Marcin, Madej Janusz.
Epidemiological and histopathol ogical analysis of 40 apocrine sweat gland carcinomas in dogs.
aretrospective study. J. Vet. Res. 2016;60:331-337.

DOI: 10.1515/jvetres-2016-0050

Punktacja MNiSW2016: 15

Pazdzior-Czapula Katarzyna, Otrocka-Domagata Iwona, Myrdek Patrycja, Mikiewicz
Mateusz, Gesek Michat. Dirofilaria repens - an etiological factor or an incidental finding in
cytologic and histopathologic biopsies from dogs. Vet. Clin. Pathol. 2018;47:307-311.

DOI: 10.1111/vcp.12597

Punktacja M NiSW2o1s: 35; | F201s: 0,937

Pazdzior-Czapula Katarzyna, Otrocka-Domagata Iwona, Gesek Michat, Mikiewicz M ateusz.
Canine oral cavity T-cell lymphoma- histopathological and immunohistochemical study. Med.
Weter. 2018;74:70-72.

DOI: 10.21521/mw.5826

Punktacja MNiSW2o1s: 15; | F2o1s: 0,197

Pazdzior-Czapula Katarzyna, Mikiewicz M ateusz, Gesek Michat, Zwolinski Cezary, Otrocka-
Domagata Iwona. Diagnostic immunohistochemistry for canine cutaneous round cell tumours
- retrospective analysis of 60 cases. Folia Histochem Cytobiol. 2019;57:146-154.

DOI: 10.5603/FHC.a2019.0016

Punktacja MNiSW2019: 70; | F2019: 0,854

Jasik Agnieszka, Kycko Anna, Olech Monika, Wyrostek Krzysztof, Smiech Anna, Eopuszynski
Wojciech, Otrocka-Domagata Iwona, Mikiewicz Mateusz, Dolka |zabella. Mutations of p53
gene in canine sweat gland carcinomas probably associated with UV radiation. J. Vet. Res.

63



Autoreferat: dr wet. Mateusz Mikiewicz

2021,;65:519-526.
DOI: 10.2478/jvetres-2021-0070
Punktacja M NiSW2021: 140; | F2021: 2,058
Otrocka-Domagata Iwona, Pazdzior Katarzyna, Gesek Michal, Mikiewicz Mateusz,
Rotkiewicz Tadeusz. Immunophenotype of neoplastic and bystander cells in canine cutaneous
mast cell tumours (CCMCTYS). J. Comp. Pathol. 2014;150:106. The 31st Meeting of the
European Society of Veterinary Pathology and the Annual Meeting of the European College of
Veterinary Pathologists, , 5-7th September, 2013, London, United Kingdom
DOI: 10.1016/j.jcpa.2013.11.128
Otrocka-Domagata Iwona, Rekawek Wojciech, Pazdzior Katarzyna, Gesek Michal, Mikiewicz
Mateusz, Rotkiewicz Tadeusz. Congenital cardiac rhadomyosarcoma in a caf. J. Comp.
Pathol. 2014: 150:107. The 31st Meeting of the European Society of Veterinary Pathology and
the Annual Meeting of the European College of Veterinary Pathologists, 5-7th September,
2013, London, United Kingdom.
DOI: 10.1016/j.jcpa.2013.11.129
Pajdak Joanna, Mikiewicz Mateusz, Schulz Patrycja, Kaczorek Edyta, Terech-Majewska
Elzbieta. Histopathological lesions associated with metabolic bone disease (MBD) in the
central bearded dragon (Pogona vitticeps). J. Comp. Pathol. 2016;154:97. The 33rd Annual
Meeting of the European Society of Veterinary Pathology and the 26th Annua Meeting of the
European College of Veterinary Pathologists, 2nd-5th September 2015, Helsinki, Finland.
DOI: 10.1016/j.jcpa.2015.10.098
Pazdzior-Czapula Katarzyna, Otrocka-Domagata Iwona, Gesek Michal, Mikiewicz M ateusz,
Pawlik Marek. Expression of Ki67 in canine cutaneous histiocytoma. J. Comp. Pathol.
2019;166:123. The 3rd Joint European Congress of the ESVP, ESTP and ECVP, 35th Meeting
of the ESVP, 15th Meeting of the ESTP, 28th Meeting of the ECVP. 30th August - 2nd
September 2017, Lyon, France.
DOI: 10.1016/j.jcpa.2018.10.072
Durska M., Pazdzior-Czapula K., Mikiewicz M., Szadurska-Noga M., Otrocka-Domagata I.
Choriocarcinoma in a cat — a case study. XVII Kongres Polskiego Towarzystwa Nauk
Weterynaryjnych ,,Sanitas animalium pro salute homini”, 19-21.09.2024, Olsztyn, Polska.

5.5. Wplyw czynnikéw Srodowiskowych i zakaznych na strukture i funkcje narzadéow

wewnetrznych ptakow
W ramach prowadzonej przeze mnie dziatalno$ci naukowej uczestniczytem rowniez w

projektach badawczych poswigconych ocenie wpltywu czynnikow S$rodowiskowych,
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zywieniowych 1 infekcyjnych na morfologi¢ oraz funkcj¢ narzagdow wewnetrznych ptakow, w
szczegblnosci uktadu pokarmowego i sercowo-naczyniowego. Celem tych prac bylo nie tylko
poznanie patofizjologii zmian narzadowych w intensywnym chowie, ale rowniez poszukiwanie
rozwigzan mogacych poprawi¢ zdrowotnos$¢ i dobrostan ptakéw w warunkach przemystowych.

W jednym =z projektow oceniono skutecznos$¢ suplementacji efektywnymi
mikroorganizmami (EM) u przepidrek japonskich (Coturnix japonica) poddanych zakazeniu
eksperymentalnemu Clostridium perfringens. Badanie wykazato, ze EM skutecznie ograniczaja
zmiany zapalne w jelitach i narzadach migzszowych oraz korzystnie wptywajg na morfometri¢
kosmkoéw jelitowych 1 parametry biochemiczne krwi, takie jak poziom biatka catkowitego,
cholesterolu czy dehydrogenazy mleczanowej (LDH). Wyniki te potwierdzajg uzyteczno$¢
probiotykow w profilaktyce subklinicznych form martwiczego zapalenia jelit oraz wspieraniu
odpornosci wrodzonej u ptakow.

Drugi projekt obejmowat analiz¢ czestosci 1 charakterystyki zmian patologicznych
migénia sercowego w trzech liniach brojleréw kurzych. Przeprowadzona ocena histologiczna
pozwolila na identyfikacj¢ zmian zwyrodnieniowych, przekrwienia, zmian obrzekowych oraz
niedokrwiennych, ktérych najwieksze nasilenie odnotowano w lewej komorze i przegrodzie
miedzykomorowej w koficowej fazie tuczu. Zmiany te uznano za potencjalne podtoze dla
wystegpowania zespotu naglej $mierci oraz zespotu nadcis$nienia plucnego, stanowiagcych istotne
wyzwaniaw produkcji drobiarskieg).

Ponadto udokumentowano rzadki przypadek mig¢éniakomigsaka gtadkokomorkowego u
gotebia. Przeprowadzono szczegdtowa ocene mikroskopowa i immunohistochemiczng guza,
uzyskujac petlng charakterystyke histopatologiczng zmiany, co wzbogacito baze wiedzy na
temat nowotworow u ptakéw ozdobnych 1 synantropijnych, ktorych diagnostyka nadal
pozostaje wyzwaniem w medycynie weterynaryjng. Uzyskane dane wnoszg wktad zarowno w
patomorfologi¢ drobiu, jak i w rozwoj praktycznych strategii prewencyjnych w chowie ptakdw.

Efektem opisanych badan jest wspdtautorstwo w nastepujacych pracach oryginalnych i
doniesien konferencyjnych:

Gesek Michat, Otrocka-Domagata Iwona, Sokoét Rajmund, Pazdzior-Czapula Katarzyna,
Lambert Barry D., Wisniewska Anna, Zechowicz Maciej, Mikiewicz M ateusz, Korzeniowska
Patrycja. Histopathological studies of the heart in three lines of broiler chickens. Br. Poult. Sci.
2016;57:219-226.

DOI: 10.1080/00071668.2016.1154505

Punktacja MNiSW2o16: 30; | F2016: 0,884
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Michalska Korina, Gesek Michal, Sok6t Rajmund, Murawska Daria, Mikiewicz Mateusz,
Chlodowska Agnieszka. Effective Microorganisms (EM) Improve Internal Organ Morphology,
Intestinal M orphometry and Serum Biochemical Activity in Japanese Quails Under Clostridium
perfringens Challenge. Molecules 2021;26:1-17.
DOI: 10.3390/mol ecul es26092786
Punktacja M NiSW2021: 140; | F2o21: 4,927
Gesek Michat, Stenzel Tomasz, Otrocka-Domagata Iwona, Pazdzior-Czapula Katarzyna,
Mikiewicz Mateusz, Michalska Korina, Koncicki Andrze. Immunohistochemical
characterization and proliferation activity of cutaneous leiomyosarcoma with multiple visceral
metastasesin afantail pigeon. J. Comp. Pathol. 2018;158:145. The 3rd Joint European Congress
of the ESVP, ESTP and ECVP, 35th Meeting of the ESVP, 15th Meeting of the ESTP, 28th
Meseting of the ECVP. 30th August - 2nd September 2017, Lyon, France.
DOI: 10.1016/j.jcpa.2017.10.157

5.6. Wplyw wybranych mediator6w zapalnych i lekow immunomodulujacych na

komorki ukladu odpornosciowego

W ramach wspolpracy uczestniczylem rowniez w badaniach eksperymentalnych
koncentrujacych si¢ na ocenie wptywu mediatorow zapalnych oraz wybranych substancji
immunomodulujacych na funkcjonowanie komorek uktadu odpornosciowego. Badania te miaty
na celu lepsze zrozumienie mechanizméw molekularnych odpowiedzi zapalnej oraz
mozliwosci jej farmakologicznej modulacji, co znajduje zastosowanie zarowno w immunologii
kliniczngj, jak i weterynaryjng.

W jednym z badan analizowano dziatanie IMD-0354, ktory blokuje aktywacje
jadrowego czynnika transkrypcyjnego kappabeta (NF-kB), w modelu mysim astmy alergicznej
wywotanej owalbuming. Wykazano, ze IMD-0354 skutecznie hamuje rozwdj reakcji zapalne;
w obregbie ukladu oddechowego, co manifestowalo si¢ znacznym ograniczeniem nacieku
komorek zapalnych w phlucach oraz zahamowaniem aktywacji 1 klonalnej ekspansji
efektorowych limfocytow T CD4" w wezlach chtonnych s$rédpiersiowych. Co istotne, nie
zaobserwowano jednoczesnego wzrostu liczby regulatorowych limfocytow T (Treg).

Drugi projekt badawczy poswigcony byt wptywowi prostaglandyny E. (PGE:) na
komorki natural killer (NK) u bydla. Przeprowadzona analiza wykazala, ze dlugotrwala
ekspozycja limfocytow krwi obwodowej na PGE: w stezeniach >10~7 M prowadzi do istotnego
wzrostu apoptozy oraz zmniejszenia liczby 1 proliferacji komoérek NK. Badania receptorowe
wykazaly, ze efekt antyproliferacyjny byt §cisle zwigzany z aktywacja receptora EP4, natomiast

efekt proapoptotyczny nie zalezal bezposrednio od znanych receptoréw PGE: (EP1-EP4).
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Efekty tych prac stanowia wkilad w rozwo6j badan translacyjnych nad
immunomodulacja, z potencjalnym zastosowaniem w leczeniu choréb zapalnych i
autoimmunol ogicznych.

Efektem opisanych badan jest wspotautorstwo w nastepujacych pracach oryginalnych:
Maslanka Tomasz, Otrocka-Domagata Iwona, Zuska-Prot Monika, Mikiewicz Mateusz,
Przybysz Jagoda, Jasiecka Agnieszka, Jaroszewski Jerzy J. Ik B kinase inhibitor, IMD-0354,
prevents allergic asthmain amouse model through inhibition of CD4+ effector T cell responses
in the lung-draining mediastinal lymph nodes. Eur. J. Pharmacol. 2016;775:78-85.

DOI: 10.1016/j.ejphar.2016.02.023
Punktacja MNiSW2o16: 30; | F2016: 2,896
Maslanka Tomasz, Chrostowska Malgorzata, Otrocka-Domagata Iwona, Snarska Anna,
Mikiewicz M ateusz, Zuska-Prot Monika, Jasiecka Agnieszka, Ziotkowski Hubert, Markiewicz
Wilodzimierz, Jaroszewski Jerzy J. Prostaglandin E2 exerts the proapoptotic and
antiproliferative effects on bovine NK cells. Res. Vet. Sci. 2016;107:80-87.
DOI: 10.1016/j.rvsc.2016.05.009
Punktacja MNiSW2o16: 35; | F2o16: 1,298

5.7. Ocena bezpieczenstwa stosowania biomaterialow hemostatycznych w modelach

urazowych

W ramach kolejnej wspotpracy uczestniczytem w badaniu eksperymentalnym
dotyczacym oceny bezpieczenstwa dlugotrwalego stosowania nowoczesnych materiatéw
hemostatycznych w warunkach masywnego urazu naczyniowego. Celem pracy byla ocena
potencjalnych dzialan niepozadanych zwigzanych z obecno$cig biomateriatu w ranie przez
wydtuzony czas — aspekt ten pozostaje istotny nie tylko w medycynie cywilnej, ale rowniez w
konteks$cie zastosowan ratunkowych i wojskowych.

W modelu do$wiadczalnym, opracowanym na $winiach, zastosowano trzy rdzne
opatrunki hemostatyczne: QuikClot Combat Gauze (zawierajacy kaolin), ChitoGauze PRO
oraz Celox Gauze (obie zawierajace chitozan). Kazdy z materiatow zostal uzyty w sytuacji
pelnego przecigcia tetnicy udowej, a nastgpnie pozostawiony w ranie przez 24 godziny, po
czym przeprowadzono eutanazj¢, a nastgpnie sekcje oraz kompleksowa oceng
patomorfologiczng narzadéw wewnetrznych.

We wszystkich grupach zaobserwowano cechy zespotu wstrzasowego oraz obecnos¢
materiatu zatorowego w tetnicy ptucnej i drobnych naczyniach krazenia ptucnego. Stwierdzono
réwniez rozlegle uszkodzenia narzadow migzszowych — w szczegolnosci ptuc, watroby, nerek

I serca — mogace $wiadczy¢é o rozwijajacej si¢ koagulopatii oraz zespole rozsianego
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wykrzepiania wewnatrznaczyniowego. Mimo skutecznego dziatania hemostatycznego
wszystkich testowanych opatrunkéw, wyniki jednoznacznie wskazuja na ryzyko powaznych
powiktan systemowych w przypadku ich dlugotrwalej obecnosci w ranie.

Uzyskane wyniki majg znaczenie praktyczne i mogg stanowi¢ podstawe do modyfikacji
zalecen klinicznych dotyczacych dlugosci stosowania opatrunkdéw hemostatycznych w
sytuacjach wymagajacych interwencji chirurgiczne;.

Efektem opisanych badan jest wspdtautorstwo w nastepujacej pracy oryginalnej:
Otrocka-Domagata Iwona, Jastrzgbski Pawel, Adamiak Zbigniew, Pazdzior-Czapula
Katarzyna, Gesek Michat, Mikiewicz M ateusz, Rotkiewicz Tadeusz. Safety of the long-term
application of QuikClot Combat Gauze, ChitoGauze PRO and Celox Gauze in afemora artery
injury model in swine - apreliminary study. Pol. J. Vet. Sci. 2016;19:337-343.

DOI: 10.1515/pjvs-2016-0041
Punktacja MNiSW 2016 20; | F2o16: 0,697
5.8. Wplyw czynnikéw fizykalnych i antyoksydacyjnych na regeneracje mieSni
szkieletowych

W ramach badan eksperymentalnych nad procesami regeneracji tkanek mig¢$niowych
uczestniczytem w projekcie po§wigconym ocenie wplywu niskoenergetycznej terapii laserowej
oraz suplementacji koenzymem Q10 1 witaming E na procesy naprawcze w mig$niach
szkieletowych na modelu $winskim po chemicznie indukowanym uszkodzeniu. Model
badawczy oparty byl na kontrolowanej iniekcji bupiwakainy — $rodka o dziataniu
miotoksycznym — co umozliwito analize faz regeneracji migsni w warunkach powtarzalnych i
porownywalnych miedzy grupami.

Badaniem objeto 75 loszek rasy Wielka Biata Polska, ktore podzielono na pie¢ grup
badawczych, uwzgledniajac rézne schematy terapii: brak leczenia (kontrola),
niskoenergetyczna terapia laserowa (LELI), suplementacja koenzymem Q10, witaming E oraz
ich polaczenie. Kluczowym punktem analizy byta ocena czestosci apoptozy komorek
uczestniczacych w regeneracji migsnia, w tym makrofagow oraz komorek prekursorowych
miegsni, przy uzyciu metody TUNEL.

Wyniki  jednoznacznie potwierdzity korzystny wplyw niskoenergetycznego
napromieniania laserowego, ktore w istotny sposob ograniczalo apoptoz¢ zaréwno
makrofagow, jak 1 komorek prekursorowych migéni, wspierajac tym samym proces regeneracji
uszkodzongj tkanki mig¢sniowej. Efekt ten byl najbardziej wyrazny sposrod wszystkich
analizowanych grup. Witamina E wykazata podobne, cho¢ stabsze dziatanie ochronne, gldwnie

w odniesieniu do makrofagéw. Suplementacja koenzymem Q10, zard6wno samodzielna, jak i w
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potaczeniu z witaming E, nie wptywata istotnie na obnizenie wskaznikow apoptozy, natomiast
obserwowano u tych zwierzat wzmozone tworzenie miotub i mtodych wldkien mig¢§niowych,
co wskazuje na korzystny wplyw na pdzniejsze etapy regeneracji.

Uzyskane dane wzbogacaja wiedz¢ na temat regeneracji mig$ni szkieletowych w
warunkach uszkodzenia toksycznego oraz wskazuja na potencjalne zastosowanie terapii
laserowej jako skutecznej i nieinwazyjnej metody wspierajacej gojenie tkanek.

Efektem opisanych badan jest wspdtautorstwo w nastepujacej pracy oryginalnej:
Otrocka-Domagata Iwona, Mikotajczyk Anna, Pazdzior-Czapula Katarzyna, Gesek Michat,
Rotkiewicz Tadeusz, Mikiewicz Mateusz. Effect of low-energy laser irradiation and
antioxidant supplementation on cell apoptosis during skeletal muscle post-injury regeneration
in pigs. Pol. J. Vet. Sci. 2015;18:523-531.

DOI: 10.1515/pjvs-2015-0068

Punktacja MNiSW2o015: 20; | F2o1s: 0,719

6. Informacja o wykazywaniu si¢ istotna aktywnoscia naukowg albo artystyczna
realizowana w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury, w
szczegoOlnosci zagranicznej.

W ramach realizowanej dziatalnosci naukowej wykazalem si¢ aktywnoscig badawcza
prowadzong poza jednostka macierzysta. W okresie od 1 sierpnia do 31 pazdziernika 2019 roku
odbytem staz naukowy w Zaktadzie Patomorfologii i Weterynarii Sadowej Katedry i Kliniki
Chorob Wewnetrznych Zwierzat Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu
Przyrodniczego w Lublinie. Staz mial charakter pracy laboratoryjno-badawczej i zostat
formalnie potwierdzony zaswiadczeniem podpisanym przez kierownika jednostki.

W trakcie pobytu w Uniwersytecie Przyrodniczym w Lublinie uczestniczylem w
realizacji badan diagnostycznych i naukowych, obejmujacych materiat sekcyjny oraz biopsyjny
pochodzacy od zwierzat towarzyszacych i gospodarskich. Do moich obowigzkéw nalezato
samodzielne wykonywaniei ocenapreparatow histologicznych oraz immunohistochemicznych
réznych typow tkanek 1 narzadéw. Uczestniczylem rowniez w dokumentowaniu 1
interpretowaniu zmian mikroskopowych oraz w opracowywaniu dokumentacji diagnostyczne)
w kontek$cie patomorfologii ogoélnej i szczegdtowej. Szczegdlng uwage poswiecitem
przypadkom zmian nowotworowych, zapanych i zwyrodnieniowych, istotnych z punktu
widzenia diagnostyki kliniczng.

Pobyt ten umozliwit mi nie tylko doskonalenie umiejetnosci warsztatowych i poznanie
specyfiki pracy w innej jednostce naukowej, ale rowniez stanowit rozszerzenie mojego dorobku

badawczego, pozwalajac na konfrontacje i1 integracje podejs¢ badawczych oraz rozwoj
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kompetencji w zakresie diagnostyki weterynaryjnej. Odbyty staz byt istotnym elementem
mojego rozwoju naukowego po uzyskaniu stopnia doktora, a doswiadczenia i umiejetnosci
zdobyte w trakcie jego realizacji znajduja trwate zastosowanie w mojej dalszej dziatalnosci
naukowsj i dydaktyczne.
7. Informacja o osiagnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych
nauke lub sztuke
7.1. Dzialalnos¢ dydaktyczna
e Redizacja przedmiotu Patomorfologia I, Il, 11l dla studentow III i IV roku kierunku
Weterynaria.
e Od I pazdziernika 2020 roku do chwili obecnej petnie funkcj¢ Zastepcy Opiekuna Roku
przyznang przez Dziekana Wydziatu Medycyny Weterynaryjne;.
e Koordynator przedmiotu Patomorfologia |
e Przygotowanie materiatdw do e-learningu — opracowanie filmow instruktarzowych z
przedmiotu Patomorfologia I dla studentéw III roku kierunku Weterynaria dostgpnych
na Portalu Weterynaryjnym.
7.2. Osiagniecia organizacyjne
e Czlonkostwo w miedzynarodowych i krgowych organizacjach i towarzystwach
naukowych:
e (Czlonek Polskiego Towarzystwa Patologow.
e (Czlonek Polskiego Towarzystwa Reumatologéw.
e Czlonek European Society of Veterinary Pathology (ESVP).
e Czlonek Odwolawczej Komisji Dyscyplinarnej ds. doktorantéw oraz Uczelnianej
odwotawczej Komisji Stypendialnej w roku akademickim 2014/2015.
e Recenzje prac naukowych:
e Recenzje artykulow naukowych o zasiggu migdzynarodowym m. in. Animals
(IF 2,7), Veterinary Sciences (IF 2), Applied Sciences (IF 2,5), International
Journal of Molecular Science (4,9), The Veterinary Journa (2,3), Canadian
Veterinary Journa (IF 1,261), Biology of Reproduction (IF 3,1), BMC
Veterinary Research (IF 2,3), Cancer Management and Research (IF 2,5),
Veterinary Research Communications (IF 1,8), Archives of Microbiology (2,3),
JAVMA — Journa of the American Veterinary Medical Association (IF 1,6),
CienciaRurd (IF 0,8), Dermatology Research and Practice (IF 1,5), Biotechnic
& Histochemistry (IF 1,6), The Anatomical Record (IF 1,8).
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Prowadzenie dziatalno$ci diagnostycznej jako patomorfolog, obejmujacej
wykonywanie specjalistycznych ekspertyz histopatologicznych i sgdowo-
weterynaryjnych na zlecenie podmiotdéw sektora prywatnego, policji oraz prokuratury.
Guest Editor w wydaniu Specjalnym ,,Stomatology of Companion Animals” w

Animals (IF 2,7) 29.11.2022-31.12.2024.

7.3. Odbyte Kursy i szkolenia podnoszace kwalifikacje dydaktyczne i zawodowe

Uczestnictwo w Szkole Letniej Patologow Weterynaryjnych organizowanej przez
ECVP-ESVP 18-29.07.2016, Berlin, Niemcy.

Uczestnictwo w Szkole Letniej Patologoéw Weterynaryjnych organizowanej przez
ECVP-ESVP 17-28.07.2017, Berlin, Niemcy.

Uczestnictwo sympozjum zorganizowanym przez Davis Thompson DVM
Foundation w dniach 29-30.08.2017, Lyon, Francja.

Uczestnictwo w Szkole Letniej Patologéw Weterynaryjnych organizowanej przez
ECVP-ESVP 16-27.07.2018, Walencja, Hiszpania.

Uczestnictwo w Szkole Letniej Patologéw Weterynaryjnych organizowanej przez
ECVP-ESVP 15-26.07.2019, Walencja, Hiszpania

Uzyskanie tytutu specjalisty z zakresu ,,Choréb zwierzat nieudomowionych”

nadang przez Komisj¢ do Spraw Specjalizacji Lekarzy Weterynarii dnia 10.12.2016

7.4. Popularyzacja nauki

Prezentacja infrastruktury dydaktycznej, laboratoryjneg i prosektoryjngl Katedry
Anatomii Patologicznej Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej uczniom szkot
srednich w ramach ,,Dni Otwartych UWM”.

Udziat w krgjowych i zagranicznych konferencjach naukowych:

e Konferencja Migdzynarodowa “Current approches to health and diseases in
animals and humans”, Wydziat Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytet
Przyrodniczy w Lublinie, 19-20.09.2014, Lublin, Polska.

e Konferencja ,,Wptyw mlodych naukowcow na osiagnigcia polskiej nauki” VII
Edycja— Nowe trendy w naukach przyrodniczych, 6.12.2014, Krakow, Polska.

e The 34th Annua Meeting of the European Society of Veterinary Pathology and
27th Annual Meeting of the European College of Veterinary Pathologists, 07-
09.09.2016, Bolonia, Wtochy.

e The 3rd Joint European Congress of the European Society of Veterinary
Pathology, European Society of Toxicologic Pathology and European College
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Prace wchodzgce w sktad cyklu
publikacyjnego pt. ,,Rola markerow
Immunohistochemicznych |
mikrosrodowiska zapalnego w
biologii kocich wlokniakomiesakow
poiniekcyjnych” Wraz z

oswiadczeniami wspotautorow
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Oswiadczenie
Wyrazam zgode na wykorzystanie nizej wymienionych publikacji naukowych w
osiagnieciu habilitacyjnym dr wet. Mateusza Mikiewicza pod tytulem ,.Role markeréw
immunohistochemicznych i  mikrosrodowiska zapalnego w  biologii  kocich
widkniakomigsakdw poiniekcyjnych”.

Mateusz Mikiewicz, Katarzyna Pazdzior-Czapula, Joanna Fiedorowicz, Michat Gesek, Iwona
Otrocka-Domagata. Metallothionein expression in feline injection site fibrosarcomas. BMC
Veterinary Research 2023; 19(1): 42.
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Metallothionein expression in feline
injection site fibrosarcomas

Mateusz Mikiewicz , Katarzyna Pazdzior-Czapula, Joanna Fiedorowicz, Michat Gesek and
Iwona Otrocka-Domagata

Abstract

Background Feline injection site fibrosarcoma is an aggressive and infiltrative tumour arising in the background of
chronic inflammation. The aim of this study was to evaluate the expression of metallothionein (--Il) in feline injection
site fibrosarcomas and to assess its possible relationships with Ki67 index, inflammation score and tumour grade.
The study included 40 feline fibrosarcomas, located in the common injection sites (i.e., interscapular area, thigh,
flank), constituting archival diagnostic specimens collected between 2019-2020. Tumours were graded histologically
according to the newly proposed soft-tissue sarcoma grading system in cats. Immunohistochemistry was performed
to evaluate the expression of Ki67 and metallothionein in tumour cells.

Results The cytoplasmic and sometimes nuclear expression of metallothionein was observed in all tumours grade |,
66.67% of tumours grade Il and 55% of tumours grade Ill. The expression of metallothionein was negatively correlated
with tumour grade and inflammation score, while the Ki67 index was positively correlated with tumour grade, inflam-
mation score and necrosis score.

Conclusion The downregulation of MT expression in feline injection site fibrosarcomas seems to be connected with
an increase in the inflammatory infiltration, hence tumour progression. This is the first study describing metallothio-

nein expression in feline injection site fibrosarcomas.

Keywords Feline injection site fibrosarcoma, Proliferation index, Ki67, Metallothionein, Immunohistochemistry

Background

Feline injection site sarcoma (FISS) is a malignant tumour
arising in the area of a former injection site [1, 2]. The
vast majority of FISSs are fibrosarcomas, however other
malignancies such as osteosarcoma, chondrosarcoma,
rhabdomyosarcoma, malignant fibrous histiocytoma
and myofibroblastic sarcoma have also been reported
[3]. Although the first cases of FISS in cats were related
to the increased use of rabies and feline leukaemia virus
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(FeLV) vaccinations [4—6], subsequent observations
revealed that other non vaccine injectables, i.e. drugs,
foreign material, microchip implantation and trauma can
also induce chronic inflammation, essential in the patho-
genesis of FISS [2, 7-9]. However, chronic inflammation
alone probably cannot induce neoplastic transformation
[8, 10]. The exact pathogenesis of FISS is not fully under-
stood and requires further research.

Metallothioneins (MTs; with the best characterised iso-
forms MT I and II) are a group of small cysteine-rich pro-
teins, playing an important role in metal homeostasis and
protection against heavy metal toxicity, DNA damage,
oxidative stress, and apoptosis [11]. MT I-II also shows
immunomodulatory effects by reducing the synthesis of
pro-inflammatory cytokines and increasing the synthe-
sis of anti-inflammatory cytokines [12]. These properties
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make MT I-II an interesting object of research, particu-
larly in tumours arising in the background of chronic
inflammation, irritation or injury. Due to its antioxi-
dant and cytoprotective role, MT I-II expression can
be responsible for tumour resistance to radiotherapy or
chemotherapy [12-15]. As radiotherapy and — to a lesser
extent — adjuvant chemotherapy, in addition to aggressive
surgery, are used in treatment of FISS [16], the expres-
sion of MT I-II could be the potential predictive factor.
Furthermore, as the chronic inflammation predispose to
FISS, the possible downregulation of MT I-II (due to its
antiinflammatory properties) could also play a role in the
pathogenesis of FISS. In feline mammary gland tumours
and cutaneous melanomas, increased expression of MT
I-1I was related to tumour progression [17]. The expres-
sion of metallothionein has not been previously investi-
gated in FISS.

The aim of this study was to evaluate the expression
of MT I-II in feline injection site fibrosarcomas and to

Table 1 Percentage of tumours grade |, Il and Il with particular
mitotic, necrosis and inflammation scores, and IRS for MT
expression (range, mean with standard deviation)

Tumour grade
| Il 1]

Mitotic score 1 80% 26.67% -

2 20% 26.67% 20%

3 46.67% 80%
Necrosis score 0 60% 20% -

1 40% 80% 75%

2 25%
Inflammation score 1 100% 46.67% 15%

2 - 13.33% 10%

3 - 40% 75%
IRS for MT expression  Range 2-9 0-6 0-6

mean,SD 6.2+£303 187+21 165+£2.18

- - -
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investigate possible relationships between the expres-
sion of metallothionein, Ki67 index, inflammation score,
necrosis score and tumour grade.

Results

Histological analysis of evaluated tumours is summarised
in Table 1, and detailed characteristics of all evaluated
tumours are presented in Supplementary Table 1. Five
tumours were graded I (12.5%), 15 tumours—II (37.5%)
and 20 tumours—III (50%). In tumours grade I, necrosis
was either absent or involved less than 50% of the tumour
parenchyma. Inflammatory infiltrates were absent or
mild. In tumours grade II, necrosis was observed in only
40% of cases, and inflammatory infiltrates were variable.
In tumours grade III, necrosis was observed in all cases,
most of which involved more than 50% of the tumour
parenchyma. Inflammatory infiltrates were massive in
75% of cases.

The mean Ki67 (Fig. 1A-C) index was 6.64+3.31 in
tumours grade I, 15.25+5.36 in tumours grade II and
38.4+14.4 in tumours grade III. Statistical analysis
revealed that the Ki67 index was significantly higher in
tumours grade III compared to grade II (p =0.000) and to
grade I (p=0.000; Fig. 2A). Additionally, the Ki67 index
was positively correlated with tumour grade (r=0.853;
p=0.000; Fig. 2B), inflammation score (r=0.452;
p=0.003; Fig. 2C), and necrosis score (r=0.37; p=0.018;
Fig. 2D).

The cytoplasmic and sometimes nuclear MT expres-
sion was observed in all tumours grade I (100%), 10
tumours grade II (66.67%), and 11 tumours grade III
(55%) (Fig. 3A-C). The mean immunoreactive score
(IRS) for MT expression was 6.2+3.03, 1.87+2.1, and
1.65+2.18 for tumours grade I, II, and III, respectively.
Statistical analysis showed that the IRS for MT expres-
sion was significantly higher in grade I compared to grade
II (p=0.04) and to grade III (p=0.012; Fig. 4A). Moreo-
ver, IRS for MT expression was negatively correlated with

A
. L
-

. _:C = 4 =

Fig. 1 Feline injection site fibrosarcomas. A Tumour grade I. Small number of tumour cells show nuclear expression of Ki67. B Tumour grade |I.
Moderately numerous tumour cells show nuclear expression of Ki67. C Tumour grade Ill. Numerous tumour cells show nuclear expression of Ki67.
Ki67 immunostaining with DAB, counterstaining with Mayer’s haematoxylin, 400x
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Fig. 2 Feline injection site fibrosarcomas. A Mean Ki67 index values in tumours grade |, II, and Ill. The Ki67 index was significantly higher in tumours
grade Il compared to grade Il (p=0.000) and | (p=0.000). B Positive correlation between the Ki67 index and the tumour grade. The Ki67 index
increased with the tumour grade (r=0.853; p=0.000). C Positive correlation between the Ki67 index and the inflammation score. The Ki67 index
increased with the inflammation score (r=0.452; p=0.003). D Positive correlation between the Ki67 index and the necrosis score. The Ki67 index
increases with the necrosis score (r=0.37; p=0.018)

Fig. 3 Feline injection site fibrosarcomas. A Tumour grade I. Numerous tumour cells (quantitative score: 3) show moderate (qualitative score:
2) expression of metallothionein (IRS: 6). The expression is mostly cytoplasmic, but the nuclear expression is also present in some tumour

cells. B Tumour grade Il. Moderately numerous tumour cells (quantitative score: 2) show weak (qualitative score: 1) cytoplasmic expression of
metallothionein (IRS: 2). C Tumour grade Ill. Absence of metallothionein expression in tumour cells. Metallothionein immunostaining with DAB,
counterstaining with Mayer’s haematoxylin, 200x
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Fig. 4 Feline injection site fibrosarcomas. A Mean IRS for MT expression values in tumours grade |, I, and lIl. The IRS for MT expression was
significantly higher in tumours grade | compared to grade Il (p=0.04) and Il (o =0.012). B Negative correlation between the IRS for MT expression
and the tumour grade. The metallothionein expression decreased as the tumour grade was higher (r=-0.356; p=0.024). C Negative correlation
between the IRS for MT expression and the inflammation score. The metallothionein expression decreased as the inflammation score was higher
(r=-0.713; p=0.000). D No correlation was found between IRS for MT expression and necrosis score (r=0.014; p=0.9)

tumour grade (r=-0.356; p=0.024; Fig. 4B) and inflam-
mation score (r=-0.713; p=0.000; Fig. 4C). No cor-
relation was found between IRS for MT expression and
necrosis score (r=0.014; p=0.9; Fig. 4D).

Discussion

We observed the expression of MT in 26 cases (out
of 40) of feline injection site fibrosarcomas, and this
expression was negatively correlated with the degree
of inflammation and tumour grade. It was previously
shown that MT has immunomodulatory properties,
suppressing T-dependent humoral immune response
[18] and function of cytotoxic T-cells [19]. The chronic
inflammation is a key point in the pathogenesis of FISS.
Free radicals generated during persistent inflammation
cause DNA damage [20]. Furthermore, the degree of

inflammatory infiltration is one of three parameters of
a recently proposed grading system for feline soft tis-
sue sarcomas [21]. Therefore, the negative correlation
between MT expression and the degree of inflamma-
tory infiltration (and tumour grade) in feline injection
site fibrosarcomas indicates that the downregulation of
MT expression may be involved in tumour progression.
The downregulation of MT expression was observed
in several human cancers, i.e. liver, colon and prostate
[22-24]. In human colon carcinoma downregulation of
a specific isoform of MT (MT1F) resulted from loss of
heterozygosity [24]. As MT protects cells from oxida-
tive stress, downregulation of MT expression might be
linked to increased risk of DNA damage and mutagenic
changes, responsible for carcinogenesis [17, 25] which
is also very likely in feline injection site fibrosarcoma.



Mikiewicz et al. BMC Veterinary Research (2023) 19:42

On the contrary, a positive correlation between MT
expression and tumour grade was found in selected
human soft tissue sarcomas [26]. The elevated expres-
sion of MT allows tumour cells to evade the host
immune response [19]. Furthermore, as the MT is
responsible for resistance to radiotherapy [25], it can be
assumed that feline injection site fibrosarcomas grade I
could be possibly more resistant to radiotherapy (com-
pared to grade II and III), but this relationship must
be further evaluated in prospective clinical studies.
Although MT expression was mainly cytoplasmic, we
also observed nuclear expression in some tumour cells.
The nuclear localization of MT is transiently observed
during cell proliferation and early differentiation; this
protein protects DNA from oxidative damage and
apoptosis [27]. It was previously shown that nuclear
expression of MT was responsible for cisplatin resist-
ance in ovarian cancer [28].

The Ki67 index is associated with tumour prolifera-
tion, growth, and progression, and it is commonly used
in human and veterinary medicine as a prognostic
marker [29-33]. A high Ki67 index is associated with
poor prognosis in several human and animal tumours,
e.g., human and feline mammary gland tumours and
human soft-tissue sarcomas [29, 34, 35]. In our study,
the Ki67 index was positively correlated with tumour
grade, but its prognostic significance must be eluci-
dated in the further studies. Furthermore, we found a
positive correlation between Ki67 index and inflamma-
tory score. In a study on canine colorectal carcinoma,
Ki67 index was positively correlated with the number
of tumour associated macrophages and mast cells [36].
It is suggested that inflammatory cells have an impact
on cancer development by increasing the invasive
capacity, angiogenesis and motility of tumour cells [37].
In human breast cancer, the inflammation is closely
associated with tumour proliferation and progression.
This correlation may reflect an active immune response
to poor tumour cell differentiation or may be a conse-
quence of increased cytokine secretion by high-grade
tumours [38]. The association between inflammatory
infiltration and Ki67 index (as well as tumour grade)
in feline injection site fibrosarcomas suggests that the
inflammation plays an important role not only in patho-
genesis, but also in tumour progression. Additionally,
we found a positive correlation between Ki67 index
and necrosis score. This is not surprising since tumour
necrosis is a consequence of ischemic injury caused by
rapid tumour growth [39]. Furthermore, necrotic cells
release factors enhancing tumour cell proliferation
[40]. In human breast cancer, the degree of the tumour
necrosis reflects higher metabolic activity and more
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rapid growth, which results in higher Ki67 index in
tumours with extent areas of necrosis [41].

Conclusion

The downregulation of MT expression in feline injec-
tion site fibrosarcomas is connected with an increase
in the inflammatory infiltration. Both the reduction
of MT expression and the increased degree of inflam-
matory infiltration seem to be associated with tumour
progression.

Methods

Study design

The study included surgically excised cutaneous
tumours collected from 40 cats between 2019-2020, 28
(70%) males and 12 (30%) females, aged 4-17 (mean:
1143 years). The samples were fixed in 10% neutral buff-
ered formalin, processed routinely, embedded in paraf-
fin wax, cut and stained with Mayer’s haematoxylin and
eosin (HE). Inclusion criteria included morphological
features [42, 43] and localisation in the injection site:
interscapular region (50%; 20/40 cases), thigh (12.5%;
5/40 cases), flank (12.5%; 5/40 cases), lumbar area (10%;
4/40 cases), shoulder (10%; 4/40 cases), and dorsal area
of the neck (5%; 2/40 cases). Histologically, the tumours
were graded into grade I, II and III, according to the
grading system proposed by Dobromylskyj et al. [21]
for feline soft tissue sarcomas (Table 2). The number of
inflammatory cells was categorised as none or mild (1),
when inflammatory cells were absent or only few, scat-
tered throughout the tumour parenchyma; moderate (2),
when inflammatory cells were more numerous, forming
distinct foci within the tumour parenchyma; and severe

Table 2 Grading system for cutaneous soft tissue sarcomas [21]

Mitotic score Number of mitoses in 2.37mm?; 400x

1 0-9

2 10-19

3 >19

Tumour necrosis score Necrosis as % of tumour area
0 Absent

1 <50%

2 >50%
Inflammation score

1 None or mild

2 Mild to moderate
3 Severe

Histological grade (Sum of score)
<3-I(low grade)

4 or 5 - Il (intermediate grade)

6 or more - Il (high grade)
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(3), when the inflammatory cells were numerous, and
formed large foci. The necrosis extent was classified as 0
(no necrosis within the tumour), 1 (necrotic area up to
50% of tumour parenchyma) and 2 (necrotic area covers
more than 50% of tumour parenchyma).

Immunohistochemical evaluation

The sections for immunohistochemistry were mounted
on silanized glass slides. Heat-induced antigen retrieval
was performed in Tris—-EDTA buffer pH 9.0 (EnVi-
sion”" Flex Target Retrieval Solution High pH, DAKO,
Glostrup, Denmark) for 20 min at 96 °C using a PT-
Link module (Dako, Glostrup, Denmark). Immunohis-
tochemical examination of each tumour was performed
using primary antibodies: Ki67 (monoclonal mouse
anti-human, clone MIB-1, dilution 1:75, incubation time:
30 min in a humid chamber at room temperature; Dako,
Glostrup, Denmark) and metallothionein (monoclonal
mouse anti-metallothionein I-II, clone UC1IMT, dilution
1:1000, incubation time: 60 min in a humid chamber at
60°C; Abcam, Cambridge, Great Britain) and a visualisa-
tion system based on the immunoperoxidase method,
with 3,3-diaminobenzidine (DAB) as a substrate (EnVi-
sion+ System-HRP, Mouse, Dako, Glostrup, Denmark).
The slides were counterstained with Mayer’s haematoxy-
lin. Positive and negative control slides were processed
together with the evaluated slides (metallothionein —
feline mammary gland, Ki67 — feline skin). Brown pre-
cipitate at the antigen site was regarded as a positive
reaction (Ki67 — nuclear; MT I-II — nuclear and cytoplas-
mic). The slides were evaluated under a light microscope
(BX63, Olympus, Tokyo, Japan) using CellSense (Olym-
pus, Tokyo, Japan) software.

Ki67 evaluation

The expression of Ki67 was calculated in 10 HPFs (high
power fields, 400x), in areas with the most numerous
positive cells (“hot-spots”), avoiding areas of inflamma-
tion and necrosis The Ki67 index was expressed as a per-
centage of positive cells and was obtained by calculating
the ratio of positively stained tumour cells and all tumour
cells observed in the analysed microscopic fields, as was
previously described by Patruno et al. [32]. Mean values
(with standard deviation) were calculated for groups with
grades [, IT and III.

MT evaluation

The expression of MT was assessed in 10 randomly
selected HPFs (400x), using a semiquantitative scale
that included the intensity of the immunostaining (0:
none; 1: weak; 2: moderate; 3: intense) and the per-
centage of immunoreactive tumour cells (1:<10%; 2:
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10-50%; 3: 51-80%; 4:>80%). IRS for MT expression
was a product of multiplication of points given for
individual traits and ranged between 0 and 12 [44—47].
Mean values (with standard deviation) were calculated
for groups with grades I, II and III.

Statistical analysis

The variables were checked for normality using the
Shapiro—Wilk test. Differences in Ki67 index and IRS
for MT expression between groups with grade I, II and
IIT were analysed using Kruskal-Wallis H test (one-
way ANOVA on ranks) followed by Dunn’s post-hoc
test. Correlations between tumour grade, inflamma-
tion score, necrosis score, Ki67 index and IRS for MT
expression were examined using Spearman’s rank cor-
relation (r: Spearman’s rank correlation coefficient);
p<0.05 was considered statistically significant, and
»<0.001 as highly significant. The statistical analysis
was performed using Statistica 14 software (StatSoft
Inc., Tulsa, OK, USA).

Supplementary Information

The online version contains supplementary material available at https://doi.
0rg/10.1186/512917-023-03604-5.

Additional file 1: Supplementary Table 1. Detailed characteristics of
evaluated feline injection site fibrosarcomas.
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ABSTRACT

Feline injection site fibrosarcomas represent a unique challenge in veterinary oncology due to their association
with injection sites and aggressive behaviour. The study explores the expression of immune checkpoints pro-
grammed cell death protein 1 and programmed cell death ligand 1 in the malignancy, aiming to unravel their
potential significance in tumour progression. The study included 31, archival diagnostic specimens of feline fi-
brosarcomas, located in the common injection sites. The programmed cell death protein 1 and programmed cell
death ligand 1 expression in tumour cells and tumour infiltrating lymphocytes were assessed by immunohisto-
chemical methods. Programmed cell death protein 1 and programmed cell death ligand 1 expression were
observed in 84% and 81% of cases, respectively. In tumour infiltrating lymphocytes the PD-1 expression was
observed in 71% of cases. Notably, higher programmed cell death protein 1 expression correlated with tumour
grade and heightened inflammation score, suggesting a potential association with tumour aggressiveness.
Similarly, programmed cell death ligand 1 expression exhibited a positive correlation with tumour grade and
inflammation score. The observed findings suggest a potential role for programmed cell death protein 1 and
programmed cell death ligand 1 in tumour progression and immune response within the tumour microenvi-
ronment. Moreover, this study contributes to a deeper understanding of feline injection site fibrosarcoma
pathogenesis, emphasizing the importance of considering immunological perspectives in developing effective
treatment strategies for this challenging condition. Further investigations are warranted to advance our
knowledge and refine therapeutic approaches for feline injection site fibrosarcoma management.

1. Introduction

inflammatory environment and a genetic predisposition (O'Byrne and
Dalgleish, 2001). Consequently, the significance of inflammation in

Feline injection site sarcomas (FISS) have garnered considerable
attention due to their unique association with injection sites and their
aggressive behaviour (Martano et al., 2011; Porcellato et al., 2017). The
most commonly diagnosed histological type is fibrosarcoma (Carneiro
et al., 2019; Doddy et al., 1996). The most commonly and widely
accepted theory is that the tumour arises due to chronic inflammation
caused by vaccination, long-acting drug injections, trauma, and micro-
chip implantation (Esplin et al., 1999; Kass et al., 2003; Munday et al.,
2011; Porcellato et al., 2017), however, the mechanism by which the
chronic inflammatory reaction might cause tumour formation is not
fully understood. The inflammation can induce the production of free
radicals and metabolites that cause DNA damage and mutations, acting
as an initiator of carcinogenesis (Hartmann et al., 2023), thus altering
the susceptibility to carcinogenic injuries in conjunction with a chronic

* Corresponding author.
E-mail address: mateusz.mikiewicz@uwm.edu.pl (M. Mikiewicz).

https://doi.org/10.1016/j.rvsc.2024.105350

malignancy formation highlights the necessity for further research
aimed at a better understanding of the mechanisms that connect
inflammation, DNA damage, and neoplasm development. Previously, we
have shown a connection among the Ki67 index, tumour grade and in-
flammatory score in feline injection site fibrosarcomas, indicating that
inflammation may have a significant role not just in the development of
the malignancy but also in tumour progression (Mikiewicz et al., 2023).

Programmed cell death protein 1 (PD-1) is a receptor which plays a
crucial role in suppressing immune responses and fostering self-
tolerance by regulating T-cell activity, initiating the apoptosis of
antigen-specific T cells, and impeding the apoptosis of regulatory T cells.
Programmed cell death ligand 1 (PD-L1) is a transmembrane protein
recognized as a coinhibitory factor in the immune response. It can bind
to PD-1, reducing the proliferation of PD-1-positive cells, suppressing
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their cytokine secretion, and inducing apoptosis. PD-L1 is also signifi-
cant in various malignancies, where it diminishes the host immune
response to tumour cells (Han et al., 2020). PD-1 can be found on acti-
vated T and B lymphocytes and neoplastic cells, while PD-L1 is mostly
expressed on the surface of tumour cells (Yao et al., 2018). The inter-
action between PD-1 and PD-L1 inhibits T cell function and promotes
immune evasion by the tumour (Joseph et al., 2015; Samstein et al.,
2019). Following its binding to a ligand, PD-1 inhibits the anti-tumour
capabilities of T cells and diminishes the responsiveness of T cells
(Yao et al., 2018). In humans, this immune checkpoint mechanism has
been recently identified and linked to the development of different types
of neoplasms (Han et al., 2020). PD-L1 expression is correlated with
poor prognosis in cancer patients (Patel and Kurzrock, 2015; Sznol and
Chen, 2013; Wu et al., 2006). In humans, the potential involvement of
PD-1/PD-L1 mechanism in undifferentiated pleomorphic sarcoma, sy-
novial sarcoma, angiosarcoma, leiomyosarcoma, epithelioid sarcoma,
alveolar soft part sarcoma has been documented, yet its exact role re-
mains ambiguous (Boxberg et al., 2018; Oike et al., 2018). The
connection between the PD-1/PD-L1 pathway and its role in malignancy
in cats is not yet well understood (Maekawa et al., 2023). The elevation
of PD-1/PD-L1 protein expression within lymphocytes was observed in
cats infected with immunodeficiency virus (Folkl et al., 2010).
Furthermore, PD-L1 expression was observed in HER2-positive and
triple-negative feline mammary carcinomas (Nascimento et al., 2020).
In feline injection site fibrosarcoma the role of PD-1/PD-L1 remains
obscure, and therefore understanding the expression patterns and sig-
nificance of PD-1 and PD-L1 could offer insights into the immune in-
teractions occurring within the tumour microenvironment, potentially
informing the development of novel therapeutic strategies. So far
despite advancements in understanding their clinical presentation and
treatment strategies, the intricate interplay between tumour biology,
immune response, and the microenvironment remains a subject of
investigation.

This study aimed to investigate the correlation between tumour
grade, PD-1 and PD-L1 expression, and the degree of inflammation in
feline injection site fibrosarcoma. By analysing the distribution of
tumour grades, assessing the levels of PD-1 and PD-L1 expression, and
evaluating their associations with inflammation scores, the study aimed
to provide insights into these factors in the context of this malignancy.
Ultimately, a comprehensive understanding of these intricate in-
teractions may pave the way for improved diagnostic, prognostic, and
treatment strategies for this challenging malignancy.

2. Materials and methods
2.1. Study design

The study included surgically excised cutaneous tumours collected
from 31 cats, 17 (55%) males and 14 (45%) females, aged 4-17 (mean:
11 + 3 years). The samples were fixed in 10% neutral buffered formalin,
processed routinely, embedded in paraffin wax, cut, and stained with
Mayer's hematoxylin and eosin (HE). Inclusion criteria included
morphological features described previously (Dean et al., 2013; Doddy
etal., 1996; Mikiewicz et al., 2023) and localisation in the injection site:
interscapular region (45%; 14/31 cases), thigh (13%; 4/31 cases), flank
(16%; 5/31 cases), lumbar area (6.5%; 2/31 cases), shoulder (6.5%; 2/
31 cases), and dorsal area of the neck (13%; 4/31 cases). Histologically,
the tumours were graded into grades I, II and III, according to the
grading system proposed by Dobromylskyj et al. (Dobromylskyj et al.,
2021) for feline soft tissue sarcomas and described previously (Mikie-
wicz et al., 2023).

2.2. Immunohistochemical evaluation

The sections for immunohistochemistry were mounted on silanized
glass slides. Heat-induced antigen retrieval was performed in Tris-EDTA
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buffer pH 9.0 (EnVision™ Flex Target Retrieval Solution High pH,
DAKO, Glostrup, Denmark) for 20 min at 96 °C using a PT-Link module
(Dako, Glostrup, Denmark). Immunohistochemical examination of each
tumour was performed using primary antibodies: PD-1 (monoclonal
mouse anti-PD-1, clone J166, dilution 1:25, incubation time: overnight
in a humid chamber at 4 °C; Abcam, Cambridge, Great Britain) and PD-
L1 (monoclonal rabbit anti-PD-L1, clone 28-8, dilution 1:100, incuba-
tion time: overnight in a humid chamber at 4 °C; Abcam, Cambridge,
Great Britain) and a visualisation system based on the immunoperox-
idase method, with 3,3-diaminobenzidine (DAB) as a substrate (for PD-
1: EnVision + System-HRP, Anti-Mouse, Dako, Glostrup, Denmark; for
PD-L1: EnVision + System-HRP, Anti-Rabbit, Dako, Glostrup, Denmark).
A previous study has shown that the anti-human programmed cell death
1 (PD-1) monoclonal antibody, clone J116, cross-reacts with feline PD-1,
confirming its suitability for feline tissues (Nascimento et al., 2020). The
cross-reactivity of anti-human programmed cell death ligand 1 (PD-L1)
monoclonal antibody, clone 28-8 against feline PD-L1 confirms that the
PD-L1 clone 28-8 antibody is suitable for feline tissues (Nishibori et al.,
2023). The slides were counterstained with Mayer's hematoxylin. Posi-
tive and negative control slides were processed with the evaluated slides
(PD-1 and PD-L1 - feline tonsil; Fig. 1 and Fig. 2). For the negative
control slides the primary antibody was omitted. Brown precipitate at
the antigen site was regarded as a positive reaction. The slides were
evaluated under a light microscope (BX63, Olympus, Tokyo, Japan)
using CellSense (Olympus, Tokyo, Japan) software.

2.3. PD-1 and PD-L1 evaluation

The expression of PD-1 and PD-L1 was calculated in neoplastic cells
in 4 representative HPFs (high-power fields, 400x), avoiding areas of
necrosis. For PD-1 and PD-L1 a semiquantitative scale that included the
intensity of the immunostaining (0: none; 1: weak to moderate; 2:
strong) and the percentage of immunoreactive tumour cells (0: no pos-
itive cells; 1: <10%; 2: 10-50%; 3: >50%) was used. The percentage of
positive cells and intensity scores were then multiplied to obtain a final
IHC score (Kim et al., 2016). Additionally, PD-1 expression was calcu-
lated in TILs, which were identified based on morphologic evaluation.
The score included the percentage of immunoreactive TILs (0: no posi-
tive cells; 1: <10%; 2: 10-50%; 3: >50%) (Brockhoff et al., 2018). The
positivity rate was defined as the number of positive cells/total cell
number. Membranous staining at least weak and partially counted as a
positive cell.

Fig. 1. Feline tonsil. Membranous PD-1 immunoexpression in cells (positive
control to PD-1). Inset: lack of PD-1 immunoexpression in cells (negative con-
trol to PD-1). PD-1 immunostaining with DAB, counterstaining with Mayer's
hematoxylin, 400 x .
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Fig. 2. Feline tonsil. Membranous PD-L1 immunoexpression in cells (positive
control to PD-L1). Inset: lack of PD-L1 immunoexpression in cells (negative
control to PD-L1). PD-L1 immunostaining with DAB, counterstaining with
Mayer's hematoxylin, 400 x .

2.4. Statistical analysis

The variables were checked for normality using the Shapiro-Wilk
test. Differences in PD-1, PD-L1 between groups with grades I, II and
111, and inflammation score were analysed using the Kruskal-Wallis H
test (one-way ANOVA on ranks) followed by Dunn's post hoc test. Cor-
relations between tumour grade, inflammation score, TILs, PD-1 and PD-
L1 were examined using Spearman's rank correlation (r: Spearman's
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rank correlation coefficient); p < 0.05 was considered statistically sig-
nificant, and p < 0.001 as highly significant. The statistical analysis was
performed using Statistica 14 software (StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA).

3. Results

Histological analysis of evaluated tumours revealed 3 grade I (10%),
13 grade II (42%) and 15 grade III (48%). The membranous PD-1
immunolabelling was observed in 84% of cases (Fig. 3 A-C) and
included 2 grade I (66.7%), 10 grade II (76.9%), and 14 grade III
(93.3%) tumours. The highest PD-1 expression was observed in 5 grade
III (16.1%) cases. The PD-1 immunoexpression was observed in tumour
infiltrating lymphocytes (TILs) in 22 cases (71%) and included 2 grade I
(66.7%), 7 grade I1 (53.8%), and 13 grade III (86.7%) tumours. The PD-1
immunoexpression in TILs is shown in Fig. 3D.

Statistical analysis revealed that the PD-1 immunoexpression in
tumour cells was higher in grade III compared to grade II tumours (p =
0.025; Fig. 4A), and it was positively correlated with tumour grade (r =
0.52; p = 0.003; Fig. 4B). Additionally, PD-1 expression in tumour cells
was positively correlated with the inflammation score (r = 0.53; p =
0.002; Fig. 4C). The lowest mean PD-1 expression in tumour cells was
observed in cases with the lowest inflammation score (score 1), and the
highest expression was observed in tumours with highest inflammation
score (score 3). Additionally, the differences were statistically signifi-
cant (p = 0.047; Fig. 4D).

Furthermore, a positive correlation was observed between PD-1
positive TILs and tumour grade (r = 0.4; p = 0.028; Fig. 5A), inflam-
mation score (r = 0.75; p = 0.000; Fig. 5B), PD-1 expression in tumour
cells (r = 0.81; p = 0.000; Fig. 5C), and PD-L1 expression in tumour cells
(r = 0.82; p = 0.000; Fig. 5D).

The membranous PD-L1 immunolabelling in tumour cells was

Fig. 3. Feline injection site fibrosarcoma. A. Tumour grade I. Tumour cells (quantitative score: 1) show weak to moderate (intensity score: 1) expression of PD-1
(score: 1). B. Tumour grade II. Tumour cells (quantitative score: 3) show weak to moderate (intensity score: 1) expression of PD-1 (score: 3). C. Tumour grade
III. Tumour cells (quantitative score: 3) show strong (intensity score: 2) expression of PD-1 (score: 6). D. PD-1 immunoexpression in TILs. PD-1 immunostaining with

DAB, counterstaining with Mayer's hematoxylin, 400 x .
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Fig. 4. Feline injection site fibrosarcoma. A. Mean PD-1 immunoexpression values in tumour cells in tumours grade I, II, and III. PD-1 immunoexpression was
significantly higher in tumours grade III compared to grade II (p = 0.025). B. Positive correlation between the PD-1 immunoexpression values in tumour cells and the
tumour grade. The PD-1 immunoexpression increased with the tumour grade (r = 0.52; p = 0.003). C. Positive correlation between the PD-1 immunoexpression in
values in tumour cells and the inflammation score. The PD-1 immunoexpression increased with the inflammation score (r = 0.53; p = 0.002). D. Mean PD-1
immunoexpression values in tumour cells in low (1), moderate (2), and severe (3) inflammation score. PD-1 immunoexpression was significantly higher in tu-
mours with severe (3) inflammation score compared to low (1) inflammation score (p = 0.047).

observed in 81% of cases (Fig. 6 A-C) and included 2 grade I (66.7%), 9
grade II (69.2%), and 14 grade III (93.3%) tumours. The highest PD-L1
expression in tumour cells was observed in 9 cases (29%), in which 8
tumours were grade IIl and 1 tumour was histologically classified as
grade II.

The PD-L1 immunoexpression in tumour cells was higher in grade IIT
compared to grade II tumours (p = 0.03; Fig. 7A), and it was positively
correlated with tumour grade (r = 0.5; p = 0.004; Fig. 7B). Furthermore,
similar as in case of PD-1, PD-L1 immunoexpression in tumour cells was
positively correlated with the inflammation score (r = 0.81; p = 0.000;
Fig, 7C). Statistical analysis revealed that the lowest mean PD-L1
expression in tumour cells was observed in cases with the lowest
inflammation score (score 1), and the highest expression was observed
in tumours with the highest inflammation score (score 3). The statisti-
cally significant differences were observed between cases with the
highest inflammation score (score 3) and lowest inflammation score (p
= 0.001; score 1) and between moderate inflammation score (score 2)
and lowest (p = 0.002; score 1) (Fig. 7D). The data on histological grade,
PD-1, and PD-L1 expression in tumour cells are presented in Table 1.

4. Discussion

In the present study, PD-1 expression was observed in 84% of cases,
with the highest expression observed in grade III tumours. PD-1
expression was positively correlated with tumour grade and inflamma-
tion score indicating a potential association with tumour aggressiveness.
Similarly, PD-L1 expression, observed in 81% of cases, demonstrated a
positive correlation with tumour grade and inflammation score. Our
study significantly contributes to our understanding of feline injection

site fibrosarcoma pathogenesis by investigating the expression of im-
mune checkpoints PD-1 and PD-L1 within the tumour microenviron-
ment. Additionally, the above findings provide crucial insights into the
immunological mechanisms that may influence tumour progression,
offering a foundation for potential therapeutic strategies.

The high prevalence of membranous PD-1 immunolabelling among
evaluated fibrosarcoma cases underscores the involvement of the PD-1
pathway in malignancies. PD-1, a critical regulator of T-cell function,
plays a pivotal role in dampening the immune response against cancer
cells, leading to immune evasion and tumour growth in humans (Han
et al., 2020). Silencing PD-1 or PD-L1, promotes cell proliferation and
colony formation in vitro and tumour growth in vivo, while over-
expression of PD-1 or PD-L1 inhibits tumour cell proliferation. Addi-
tionally, the coordination of PD-1 and PD-L1 activates major
downstream signalling pathways, including the AKT and ERK1/2
pathways, leading to enhanced tumour cell growth (Wang et al., 2020).
Recent studies have revealed intrinsic expression of PD-1 in melanoma,
liver, and non-small cell lung cancer cells, influencing tumour growth
independent of adaptive immunity (Kleffel et al., 2015; Li et al., 2017;
Du et al., 2018). In melanoma and liver cancer, PD-1 activation was
found to promote tumour growth through downstream mammalian
target of rapamycin (mTOR) signalling independent of adaptive immu-
nity and its blockade has shown therapeutic effects (Kleffel et al., 2015;
Lietal., 2017), while in non-small cell lung cancer, PD-1 blockade led to
tumour proliferation (Du et al., 2018). Taken together, these findings
suggest that the roles of tumour cell-intrinsic PD-1 can vary considerably
across different cancer types, and further research is needed to precisely
define its functions and therapeutic implications in individual cancer
cases. Understanding these multifaceted roles is crucial for refining
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Fig. 5. Feline injection site fibrosarcoma. A. Positive correlation between PD-1 expression in tumour infiltrating lymphocytes and the tumour grade. The number of
tumour infiltrating lymphocytes increased with the tumour grade (r = 0.4; p = 0.028). B. Positive correlation between PD-1 expression in tumour infiltrating
lymphocytes and the inflammation score. The number of tumour-infiltrating lymphocytes increased with the inflammation score (r = 0.75; p = 0.000). C. Positive
correlation between PD-1 expression in tumour infiltrating lymphocytes and the PD-1 expression in tumour cells. The number of tumour-infiltrating lymphocytes
increased with the increased expression of PD-1 in tumour cells (r = 0.81; p = 0.000). D. Positive correlation between PD-1 expression in tumour infiltrating
lymphocytes and the PD-L1 expression in tumour cells. The number of tumour-infiltrating lymphocytes increased with the increased expression of PD-L1 in tumour
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Fig. 6. Feline injection site fibrosarcoma. A. Tumour grade I. Tumour cells (quantitative score: 1) show weak to moderate (intensity score: 1) expression of PD-L1
(score: 1). B. Tumour grade II. Tumour cells (quantitative score: 2) show weak to moderate (intensity score: 1) expression of PD-L1 (score: 2). C. Tumour grade III.
Tumour cells (quantitative score: 3) show weak to moderate (intensity score: 1) expression of PD-L1 (score: 3). PD-L1 immunostaining with DAB, counterstaining

with Mayer's hematoxylin, 400 x .

combinatorial immunotherapies and developing more effective treat-
ment strategies.

The observed correlation between PD-1 expression and tumour grade
is a noteworthy finding in our study. The elevated PD-1 expression in
feline injection site fibrosarcoma in grade III tumours aligns with pre-
vious research across diverse cancer types, where elevated PD-1
expression has been associated with advanced disease stages and
poorer prognosis (McDermott and Atkins, 2013; Oike et al., 2018;
Samstein et al., 2019). In the context of feline injection site fibrosar-
coma, this correlation may suggest the potential prognostic value of PD-

1 as a biomarker for tumour aggressiveness, however further studies are
needed to determine the utility of PD-1 as a biomarker in feline injection
site fibrosarcoma.

Our study revealed a positive correlation between PD-1 expression
and inflammation score. This intriguing association implies a dynamic
interplay between chronic inflammation and PD-1 activation in feline
injection site fibrosarcoma development. Chronic inflammation has long
been recognized as a promoter of tumorigenesis in various malignancies
(Coussens and Werb, 2002; Murri et al., 2008; Sorbye et al., 2012),
furthermore, our findings provide additional insight into the already
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Fig. 7. Feline injection site fibrosarcoma. A. Mean PD-L1 immunoexpression values in tumour cells in tumours grade I, II, and IIl. PD-L1 immunoexpression was
significantly higher in tumours grade III compared to grade II (p = 0.03). B. Positive correlation between the PD-L1 immunoexpression values in tumour cells and the
tumour grade. The PD-L1 immunoexpression increased with the tumour grade (r = 0.5; p = 0.004). C. Positive correlation between the PD-L1 immunoexpression
values in tumour cells and the inflammation score. The PD-L1 immunoexpression increased with the inflammation score (r = 0.81; p = 0.000). D. Mean PD-L1
immunoexpression values in tumour cells in low (1), moderate (2), and severe (3) inflammation score. PD-L1 immunoexpression was significantly higher in tu-
mours with severe (3) inflammation score compared to low (1) inflammation score (p = 0.001), and higher in tumours with moderate (2) inflammation score

compared to low (1) inflammation score (p = 0.002).

established connection between chronic inflammation and the devel-
opment of feline injection site fibrosarcoma (Dean et al., 2013; Hart-
mann et al., 2015; Hendrick and Dunagan, 1991; Porcellato et al., 2017).
It is conceivable that the sustained inflammatory environment at the
injection site primes the microenvironment for immune checkpoint
activation, potentially creating a conducive setting for tumour growth
and immune evasion. The tumour microenvironment is characterised by
hypoxia, low pH, and high interstitial fluid pressure, which can reduce
the effectiveness of anticancer therapies, including immunotherapy
(Fukumura et al., 2018).

The positive correlation between PD-1 positive TILs and various
parameters highlights the intricate interplay between immune response
markers and the tumour microenvironment in feline injection site
fibrosarcoma. The observed correlation with the tumour grade may
suggest that PD-1 expression on TILs may be associated with the
aggressiveness of the malignancy (Kim et al., 2013). The positive cor-
relation with the inflammation score suggests a possible link between
the presence of PD-1-positive TILs and the immune response against the
tumour. A recent study on human soft-tissue sarcoma showed that pa-
tients with the presence of PD-1 TILs in tumours had increased
progression-free survival and overall survival after treatment with
monoclonal antibodies targeting the PD-1/PD-L1 signalling axis (Bevins
et al., 2022).

The expression of PD-1/PD-L1 in tumour cells and TILs has been
investigated across various types of tumours (Boxberg et al., 2018; Han
et al., 2020). Activation of PD-1 and PD-L1 leads to T-cell exhaustion,
thus contributing to immune evasion (Patel and Kurzrock, 2015; Teng
et al., 2015; Spranger, 2016). Previous study has demonstrated a close

relationship between PD-L1/PD-1 expression and T-cell populations. In
undifferentiated pleomorphic sarcoma, PD-L1 expression in tumour cells
was notably higher in cases with PD-L1-positive TILs, and both PD-L1
expression in tumour cells and TILs were associated with a high den-
sity of lymphocytic infiltration (Boxberg et al., 2018). While these
findings provide insights into complex dynamics between immune
response and tumour features, further research is needed to elucidate
the underlying mechanisms and potential therapeutic implications.
Understanding the interactions between PD-1 positive TILs and those
parameters may contribute to the development of targeted
immunotherapies.

Moreover, studies in various human malignancies have highlighted
the critical role of PD-L1 expression as a predictor of response to im-
munotherapies targeting the PD-1/PD-L1 axis (Joseph et al., 2015;
Samstein et al., 2019). PD-L1 expression was found in canine squamous
cell carcinoma, mammary adenocarcinoma, transitional cell carcinoma,
and haemangiosarcoma (Maekawa et al., 2014; Maekawa et al., 2016;
Shosu et al., 2016; Kumar et al., 2017; Maekawa et al., 2021; Gulay
et al., 2022). In veterinary medicine, the anti-PD-1/PD-L1 antibody
treatment has been shown to be useful in cattle infected with bovine
leukaemia virus, mycoplasmosis, and Johne's disease (Nishimori et al.,
2017; Okagawa et al., 2017; Shinya et al., 2020; Sajiki et al., 2021).
Furthermore, in dogs diagnosed with malignant melanoma and undif-
ferentiated sarcoma, treatment involving anti-PD-L1 antibodies has
proven effective in impeding tumour progression (Maekawa et al., 2017;
Maekawa et al., 2021). Moreover, due to the resemblance in tumour
development and the immune systems across mammalian species, it is
hypothesised that immune checkpoint blockade could serve as an
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Table 1
Detailed characteristics of evaluated feline injection-site fibrosarcomas.

Case Histological Inflammation
no. grade score

PD-1 expression PD-L1
in tumour cells expression in
tumour cells
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effective therapeutic approach for feline tumours including feline in-
jection site fibrosarcoma (Maekawa et al., 2023). Additionally, based on
the similarity in tumorigenesis and the immune system among
mammalian species it is hypothesised that the immune checkpoint
blockade may be an effective therapeutic strategy for feline injection site
fibrosarcoma. The positive correlation between PD-L1 expression,
tumour grade, and inflammation scores suggests a potential avenue for
immunotherapeutic intervention. The highest PD-L1 expression in grade
III tumours further supports the notion of a more pronounced immune
evasion mechanism in a high-grade feline injection site fibrosarcoma,
aligning with similar observations in human soft tissue sarcomas (Box-
berg et al., 2018). The upregulation of PD-L1 may signify an adaptive
response of the tumour to evade immune surveillance, allowing for
continued growth and progression.

5. Conclusion

Our study enhances our comprehension of the immunological
mechanisms underlying feline injection site fibrosarcoma progression.
The observed correlations between PD-1/PD-L1 expression, tumour
grade, and inflammation score provide valuable insights into the
immunopathogenic mechanisms driving feline injection site fibrosar-
coma development. These findings underscore the potential therapeutic
implications of targeting the PD-1/PD-L1 axis in feline injection site
fibrosarcoma treatment and call for further exploration of immuno-
therapeutic strategies for patients. The multifaceted interplay between
immune checkpoints, chronic inflammation, and tumour progression
highlights the complexity of feline injection site fibrosarcoma patho-
genesis and emphasises the importance of an immunological perspective
in unravelling the intricacies of this challenging condition.
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Immunohistochemical analysis of smooth 2
muscle actin and CD31 in feline post-injection

site fibrosarcomas: association with tumour

grade, vascular density, and multinucleated

giant cells

Mateusz Mikiewicz'" and Iwona Otrocka-Domagata’

Abstract

Background Multinucleated giant cells are commonly observed in various malignancies; however their clinical
and biological significance remains largely unexplored and it has been hypothesised that the cells may play a role in
vascular mimicry, tumour progression and tumour survival. This study aimed to investigate the expression of smooth
muscle actin and CD31 in feline post-injection site fibrosarcomas, focusing on relationships between multinucleated
giant cells presence, tumour grade, and vascular density to elucidate their potential role in tumour progression.

Results A total of 61 feline post-injection site fibrosarcomas, histologically graded into grades |, I, and Ill, were
examined immunohistochemically. Smooth muscle actin immunoreactivity was detected in 57/61 (93.4%) cases.
Multinucleated giant cells expressing CD31 were identified in 39/61 (63.9%) cases, predominantly in high-grade
tumours, with a correlation observed between multinucleated giant cell presence, tumour grade, and mitotic index.
Vascular density differed across tumour grades. A negative correlation between vascular density, tumour grade and
necrosis score was identified. Additionally, a negative correlation was observed between multinucleated giant cells
presence and vascular density.

Conclusions The findings suggest a complex tumour microenvironment in which multinucleated giant cells and
vascular mimicry may facilitate tumour survival under hypoxic conditions, potentially contributing to an aggressive
tumour phenotype.

Keywords Feline injection site fibrosarcoma, Multinucleated giant cell, Smooth muscle actin, CD31,
Immunohistochemistry
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Background

Mulitinucleated giant cells (MGCs) have been recog-
nized in various malignancies, including canine and
feline mast cell tumours [1, 2], histiocytic sarcoma [3],
plasma cell tumour [4], soft-tissue sarcoma, and feline
post-injection site sarcoma [5]. Despite being frequently
observed in tumours, their clinical and biological sig-
nificance remains largely unexplored. Macrophages have
been identified as the primary precursors of epithelioid
cells in vitro, induced to differentiate into these cells by
treatment with interleukin 4 (IL-4) [6]. This is significant
as a Th2 cytokine environment is commonly linked to
the enhanced activation of macrophages and recent stud-
ies have confirmed that M2 macrophages can give rise to
multinucleated giant cells [7].

In the tumour microenvironment MGCs may repre-
sent a senescent cells [8] or can exhibit non—senescent
CD31 +immunophenotype [9]. Additionally, these cells
might form in response to chronic inflammation which
may be associated with the tumour, similar as can be
observed in foreign body reaction [10]. This may be sup-
ported by the theory that MGCs may form in response to
an attempt to eliminate a chronic irritant [11]. Although
this seems a logical suggestion, many MGCs, particularly
those that are poorly differentiated, are not effective at
eradicating neoplasms and are now thought to contrib-
ute to tumour progression [12—14]. A previous study on
human papillary thyroid carcinoma has revealed that
MGCs occurrence is associated with advanced malig-
nancy stage and therefore is connected to tumour pro-
gression [14].

While MGCs can appear in the context of tumours,
their presence is generally not a direct immune mecha-
nism against the malignancies. Instead, they often
reflect a complex interaction between the tumour and
the immune system, where the MGCs may represent
a response to chronic inflammation or be part of the
tumour’s microenvironment rather than an active anti-
tumour mechanism [11, 14]. Recent studies on human
cancer cells have revealed that MGCs are metabolically
active and may contribute to tumour heterogeneity and
resistance to therapy [15].

Angiogenesis is essential for processes like wound
healing; however it can be also seen in pathological con-
ditions such as tumour growth [16]. The process is trig-
gered by growth factors or low oxygen levels, which
activate hypoxia-inducible factors [17]. During angio-
genesis, previously inactive endothelial cells that line the
blood vessels are prompted to proliferate, modify the
extracellular matrix, migrate, and differentiate to form
the structure of new vessels in response to angiogenic
signals [18]. In solid tumours, the vasculature consists
of endothelial-lined blood vessels and a non-endothelial
microcirculatory network. This non-endothelial network
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is known as vascular mimicry (VM), and it is thought to
arise from the differentiation of cancer stem cells into
endothelial-like cells [19].

The aim of the present study was to investigate the
expression of immunohistochemical markers, specifi-
cally smooth muscle actin (SMA) and CD31, in feline
post-injection site fibrosarcomas. Additionally, this study
sought to elucidate the relationship between tumour
grade, vascular density, and the presence of multinucle-
ated giant cells, with an emphasis on understanding these
features and their potential role in tumour progression
and aggressiveness.

Results

Histological examination of the tumour samples revealed
a distribution across three grades, with 6 tumours clas-
sified as grade I (9.8%), 24 as grade II (39.3%), and 31 as
grade III (50.8%). In all cases FISS were poorly demar-
cated, located in the dermis and subcutis. The cells were
spindle or polyhedral with marked anisocytosis and
anisokaryosis with macronucleosis, and multinucleated
giant cells scattered through neoplastic mass. Mitotic
count was variable. In most cases various necrotic areas
in tumour mass were seen. In all tumours various degree
of peripheral mostly perivascular lymphocyte and plasma
cell infiltration were seen, also scattered macrophages
were seen in tumour mass.

SMA immunolabelling was detected in 93.44% of cases
(Fig. 1A). Specifically, SMA expression was observed in
6 grade I tumours (10.53%), 22 grade II tumours (38.6%),
and 29 grade III tumours (50.88%). SMA immunolabel-
ling was absent in 4 cases, including 2 grade II tumours
(3.28%) and 2 grade III tumours (3.28%).

CD31 immunolabelling was present in multinucleated
giant cells in 39 tumours (63.93%) (Fig. 1B). CD31-pos-
itive multinucleated giant cells were present in 2 grade
I tumours (5.13%), 14 grade II tumours (35.9%), and 23
grade III tumours (58.97%). The mean MGCs count var-
ied across grades, with grade I tumours showing an aver-
age of 8+5 cells, grade II tumours showing 15+ 17 cells,
and grade III tumours showing 23 +14 cells. Statistical
analysis revealed a higher count of multinucleated giant
cells in grade III tumours compared to grade II (p =0.004)
and grade I (p=0.017) (Fig. 2A). Furthermore, a positive
correlation was observed between MGCs occurrence
and tumour grade (r=0.49; p =0.000) (Fig. 2B). Addition-
ally, the presence of MGCs varied between mitotic score
(1 vs. 3 p=0.022; 2 vs. 3 p=0.02) (Fig. 2C), with a posi-
tive correlation between these two parameters (r=0.441;
p=0.000) (Fig. 2D).

Vascular density showed a mean value of 21+7 in
grade I tumours, 29+ 11 in grade II, and 17+6 in grade
III. Comparative analysis indicated that vascular density
was higher in grade II tumours compared to grade III
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Fig. 1 Feline injection-site fibrosarcoma. (A) Tumour cells show positive expression to SMA. SMA immunostaining with DAB, counterstaining with Mayer’s
haematoxylin, 200x (B) Multinucleated giant cell show positive expression to CD31. CD31 immunostaining with DAB, counterstaining with Mayer's hae-

matoxylin, 400x
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Fig. 2 Feline injection-site fibrosarcoma. (A) Mean multinucleated giant cell count in grade |, Il, and Il tumours. Significantly higher multinucleated giant
cell count was observed in grade Ill tumours compared to grade Il (p=0.004) and grade | (p=0.017). (B) A positive correlation between multinucleated
giant cell occurrence and tumour grade (r=0.49; p=0.000). (C) Mean multinucleated giant cell count compared to mitotic score. Significantly higher
multinucleated giant cell count was observed in mitotic score 3 compared to mitotic score 1 (p=0.022) and mitotic score 2 (p=0.02). (D) A positive cor-
relation between multinucleated giant cell count and mitotic score (r=0.441; p=0.000)

(p=0.000) (Fig. 3A). Furthermore, a negative correlation 0 vs. 2 (p=0.005) (Fig. 3C), with a negative correlation
was found between vascular density and tumour grade (r=-0.411; p=0.001) (Fig. 3D). Moreover, a negative cor-
(r=-0.444; p=0.000) (Fig. 3B). Blood vessel count was relation was found between the MGCs count and vascu-
highest in with necrosis score 0 and a statistically sig- lar density (r=-0.262; p=0.042) (Fig. 4). Comprehensive
nificant difference was observed between necrosis score
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Fig. 3 Feline injection-site fibrosarcoma. (A) Mean vascular density in grade |, II, and lll tumours. Significantly higher vascular density was in grade Il tu-
mours compared to grade Il (p=0.000). (B) A negative correlation between vascular density and tumour grade (r=-0.444; p=0.000). (C) Vascular density
compared to necrosis score. Vascular density was significantly higher in necrosis score 0 compared to necrosis score 2 (p=0.005). (D) A negative correla-

tion between vascular density and necrosis score (r=-0.411; p=0.001)

tumour characteristics are collected in Supplemental
Table 1.

Discussion
The histological and immunohistochemical findings of
this study revealed an important insights into the tumour
microenvironment and the progression of feline post-
injection site fibrosarcomas. A significant correlation
between MGCs presence, tumour grade, and mitotic
score was observed. Additionally, the vast majority of
evaluated cases were SMA positive, which aligns with
previous studies reporting frequent SMA positivity in
feline post-injection fibrosarcomas [20, 21].

The presence of MGCs in different tumour grades, with
a significant prevalence in grade III tumours, may suggest
a potential link between MGCs and tumour aggressive-
ness. The higher MGCs count in more advanced (grade
[I) tumours, aligns with previous studies which sug-
gested that MGCs may contribute to tumour progres-
sion [22-25]. In human papillary thyroid carcinoma the
presence of MGCs has been associated with advanced
malignancy stages [14], supporting the hypothesis that
MGC s, although originating from immune cells, may
foster a pro-tumorigenic environment [26, 27]. This rela-
tionship between MGCs and tumour grade may reflect

the immunosuppressive properties often observed in
advanced tumours, where MGCs contribute to a Th2-
polarized environment that favours tumour growth and
immune evasion [28-30]. Moreover, a significant asso-
ciation was observed between MGCs occurrence and
mitotic score, which further strengthens the potential
link between MGCs and aggressive tumour behaviour.
The identification of CD31-positive MGCs in more
than half evaluated cases, particularly within higher-
grade lesions, suggests an intricate relationship between
vascularization and the immune microenvironment in
post-injection feline fibrosarcomas. CD31, is known as a
well-established endothelial marker and it is widespread
used in assessing vascular characteristics in tumours
[31], and when expressed on MGCs, may indicate a non-
traditional form of vasculature [16, 32]. However, we
recognize, that employing CD31 alone does not defini-
tively distinguish vascular mimicry from conventional
angiogenesis. Thus, while the detection of CD31-posi-
tive MGCs suggests an endothelial-like phenotype, these
findings should be interpreted with caution. Inclusion of
additional markers (e.g., vascular epithelial growth factor,
VE-cadherin) and functional assays would ideally provide
more robust validation of vascular mimicry [33, 34]. Due
to limitations in tissue availability and the scope of the
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Fig. 4 A negative correlation between the multinucleated giant cell count and vascular density (=-0.262; p=0.042)

present study, such supplementary analyses were not per-
formed, and therefore our results represent preliminary
evidence that warrants further investigation into the role
of MGCs in alternative vascular network formation in
feline post-injection site fibrosarcomas.

This phenomenon is in agreement with reports on
VM, where non-endothelial cells acquire endothelial-
like properties [19, 27]. CD31 expression in MGCs might
represent an adaptive response within the tumour micro-
environment to support tumour survival and progres-
sion under hypoxic conditions. The association between

vascular density and tumour grade also reveals complexi-
ties in the angiogenic profile of feline post-injection site
fibrosarcomas. This finding suggests that high-grade
tumours may shift toward alternative mechanisms of
nutrient acquisition, such as VM. The increased pres-
ence of CD31-positive MGCs in grade III tumours sug-
gests that these cells might participate in the formation
of such non-classical vascular channels, thereby facilitat-
ing tumour progression and survival within the hypoxic
microenvironment characteristic of these aggressive
tumours. The adaptation to hypoxia may be driven by
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the activation of hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1), a
key regulator of cellular responses to low oxygen levels.
Under hypoxic stress conditions, HIF-1 acts as a master
regulator by promoting the transcription of numerous
genes involved in angiogenesis, metabolic reprogram-
ming, and cellular survival, which are fundamental to
cancer development and progression [35, 36]. Such
hypoxic conditions may not only stimulate the formation
of MGCs but also induce a phenotypic shift in these cells,
enabling them to acquire endothelial-like characteristics,
thereby contributing to the formation of non-traditional
vascular channels that help sustain the tumour despite a
reduction in classical blood vessels [37]. This transition
is in line with the concept of VM, where tumour cells
or associated cells adopt features of endothelial cells to
form alternative vascular networks independent of tra-
ditional angiogenesis [38]. In our study, high-grade feline
post-injection site fibrosarcomas exhibited a paradoxi-
cally lower conventional vascular density while simulta-
neously displaying a significantly higher count of MGCs.
Above findings are important in understanding the com-
plex interplay between tumour vascularization and the
immune microenvironment. We propose that the lower
vascular density in high-grade tumours may reflect a shift
towards alternative nutrient acquisition mechanisms,
such as VM.

Alternative interpretations of this negative correla-
tion are also plausible. The decreased vascular density in
high-grade tumours could result from extensive necrosis
and the collapse of normal vasculature, conditions that
may further stimulate a compensatory response leading
to the recruitment or formation of MGCs. These cells
might then participate in VM, serving as a mechanism to
bypass the limitations imposed by reduced angiogenesis
[38].

Overall, the observed negative correlation under-
scores the adaptive strategies tumours may employ
under hypoxic stress and highlights the potential role of
MGC s in facilitating alternative vascularization. Future
studies are warranted to further explore these mecha-
nisms, which could ultimately lead to the identification
of novel therapeutic targets for managing aggressive
malignancies. In human malignancies VM was corre-
lated with high tumour grade, cancer cell invasion, can-
cer cell metastasis, and reduced survival of cancer [39].
This inverse relationship between vascular density and
tumour grade may imply a dynamic vascular remodelling
process, where tumours progress toward an increasingly
aggressive phenotype by reducing reliance on traditional
angiogenesis and adopting alternative vascular strate-
gies. This observation aligns with reports from other
malignancies, where declining vascularity accompanies
increased necrosis and hypoxia in higher-grade tumours
[40]. Elevated levels of HIF-1la, frequently observed in
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hypoxic tumours or resulting from genetic changes,
correlate with poorer patient outcomes across various
cancer types [41, 42]. The findings not only highlight
the plasticity of the tumour microenvironment but also
underscore the potential for MGCs to facilitate tumour
survival when conventional angiogenic mechanisms are
insufficient. This is noteworthy since as the formation of
MGC:s in tumours is driven by cellular stress factors such
as hypoxia, chemotherapy, radiotherapy, reactive oxygen
species production, viral infections, and other factors
[27, 43, 44]. Although the exact mechanism underlying
MGCs induction remains unclear, other studies point
to pathways analogous to those involved in VM [45,
46]. Key processes contributing to MGCs formation are
connected with the HIF-1 pathway activation and DNA
damage [43, 45].

Furthermore, the association of vascular density with
the necrosis score strengthens the link between reduced
vascularity and tumour progression. Tumours with high
necrosis score exhibit pronounced hypoxic environment,
what was previously reported in different malignancy
types [42, 47].

The observed positive correlation between MGCs and
the mitotic score supports the hypothesis that MGCs
could contribute to an environment that promotes cel-
lular proliferation. It is hypothesized that MGCs may
secrete various cytokines and growth factors, such as
interleukin-6 (IL-6), tumour necrosis factor-alpha (TNF-
a), and vascular endothelial growth factor (VEGEF), which
can modulate the tumour microenvironment and stimu-
late proliferative signalling pathways. This pro-inflam-
matory milieu may not only enhance the proliferative
capacity of tumour cells but also facilitate further tumour
progression and invasion [48]. This association could
result from chronic inflammation, which may stimulate
both the recruitment of immune cells and the prolifera-
tion of tumour cells, contributing to tumour growth and
heterogeneity [11]. Moreover, the correlation between
MGCs occurrence and tumour grade aligns with the
theory, that MGCs not only indicate, but may actively
contribute to the malignant progression, potentially by
modulating the inflammatory microenvironment or
enhancing resistance to immune clearance [27].

Above findings are important in understanding the
complex interplay between vascularization and the
immune microenvironment in post-injection feline
fibrosarcomas. However, a limitation of our study is
the absence of comprehensive follow-up data, includ-
ing parameters such as tumour recurrence, metastasis,
and overall survival. Due to limitations in the available
follow-up information for the cases studied, we were
unable to correlate our histological findings with clinical
outcomes. Future studies should aim to incorporate such
clinical data to better assess the prognostic significance
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of these histopathological markers and to enhance the
clinical relevance of these observations.

Conclusion

In summary, our study demonstrates that higher-grade
feline post-injection site fibrosarcomas exhibit a lower
conventional vascular density alongside an increased
presence of CD31-positive MGCs. A significant posi-
tive correlation between MGC counts and mitotic scores
was observed, suggesting that MGCs may be linked
to increased cellular proliferation, potentially through
alternative vascular mechanisms such as VM. Although
the data indicate that MGCs might play a pivotal role
in promoting tumour proliferation, the complexity of
the tumour microenvironment precludes the identifi-
cation of a single element as solely responsible for this
process. We conclude that MGCs appear to play a spe-
cial role in tumour proliferation; however, additional
studies employing further markers and functional assays
are needed to fully elucidate their precise contribution.
Overall, our findings highlight the complex interplay
between immune, vascular, and stromal components in
feline post-injection site fibrosarcomas and underscore
the need for further investigation into the roles of MGCs
and vascular mimicry in tumour progression. Future
studies focusing on the molecular pathways that drive
MGC formation and VM could yield valuable insights
into therapeutic targets, potentially improving outcomes
for feline patients diagnosed with feline post-injection
site fibrosarcoma.

Methods

Study design

The study included surgically excised cutaneous tumours
collected from 61 cats, 32 (52%) males and 29 (48%)
females, aged 4-22 (mean: 12+4 years). The samples
were fixed in 10% neutral buffered formalin, processed
routinely, embedded in paraffin wax, cut and stained
with Mayer’s haematoxylin and eosin (HE). The inclu-
sion criteria included morphological features described
previously [49-51]. The tumours were located at typical
injection sites: flank (34.4%; 21/61 cases), interscapu-
lar region (26.2%; 16/61 cases), lumbar area (18%; 11/61
cases), thigh (11.5%; 7/61 cases), dorsal area of the neck
(8.2%; 5/61 cases), and shoulder (1.6%; 1/61 cases). His-
tologically, the tumours were graded into grade I, II and
111, according to the grading system proposed by Dobro-
mylskyj et al. [52] for feline soft tissue sarcomas and
described previously [51].

Immunohistochemical evaluation

The sections for immunohistochemistry were mounted
on silanized glass slides. Heat-induced antigen retrieval
was performed in Tris-EDTA buffer pH 9.0 (EnVision™
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Flex Target Retrieval Solution High pH, DAKO, Glos-
trup, Denmark) for 20 min at 96 °C using a PT-Link
module (Dako, Glostrup, Denmark). Immunohisto-
chemical examination of each tumour was performed
using primary antibodies: a-SMA (monoclonal mouse
anti-human, clone 1A4, dilution 1:50, incubation time:
30 min in a humid chamber at room temperature; Dako,
Glostrup, Denmark) and CD31 (monoclonal mouse anti-
human, clone JC70A, dilution 1:20, incubation time:
overnight in a humid chamber at 4°C; Dako, Glostrup,
Denmark) and a visualisation system based on the immu-
noperoxidase method, with 3,3-diaminobenzidine (DAB)
as a substrate (EnVision+ System-HRP, Mouse, Dako,
Glostrup, Denmark). The slides were counterstained
with Mayer’s haematoxylin. Positive and negative con-
trol slides were processed together with the evaluated
slides. For the negative control, the primary antibody
was replaced by the isotype-matched mouse IgG (Dako)
at the appropriate dilution. For the positive control, nor-
mal tissues were processed in the similar manner as the
evaluated slides (for a-SMA and CD31- feline intes-
tine). Brown precipitate at the antigen site was regarded
as a positive reaction. The slides were evaluated under a
light microscope (BX63, Olympus, Tokyo, Japan) using
CellSense (Olympus, Tokyo, Japan) software.

Vascular density evaluation

Vascular “hot spots” were selected for each tumour
under low magnification (x100). Subsequently, vessels
were quantified within a 2.37 mm? area at x400 magni-
fication. Any brown-stained endothelial cell or endothe-
lial cell cluster that was clearly separated form adjacent
microvessels, tumour cells, and surrounding connective
tissue was considered as a single, countable vessel. The
presence of vessel lumens, though typically observable,
was not requisite for microvessel designation, nor was
the presence of red blood cells within lumens considered
a defining criterion. Mean values (with standard devia-
tion) were calculated for groups with grades I, II and IIL

Multinucleated giant cells evaluation

Multinucleated giant cells “hot spots” within tumour
parenchyma were selected for each tumour grade under
low magnification (x100). Subsequently, the cells were
quantified within a 2.37 mm? area at x400 magnification.
Mean values (with standard deviation) were calculated
for groups with grades I, II and III.

Statistical analysis

Differences in vascular density and multinucleated giant
cell in groups with grade I, II and III were analysed using
Kruskal-Wallis H test (one-way ANOVA on ranks) fol-
lowed by Dunn’s post-hoc test. Correlations between
tumour grade, MGCs count, vascular density and mitotic
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index were examined using Spearman’s rank correlation
(r: Spearman’s rank correlation coefficient); p <0.05 was
considered statistically significant, and p<0.001 as highly
significant. The statistical analysis was performed using
Statistica 14 software (StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA).
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LTA4H AND FXR1 GENE AND PROTEIN EXPRESSION IN
CANINE ORAL MELANOMA
L. Nordio *, F. Genova®, V. Serra®, C. Bazzocchi*,
M.L. Longeri*, D. Stefanello “, M. Rondena' and C. Giudice*
* Department of Veterinary Medicine, Universitu degli Studi di Milano, Milan
and TLaboratorio Veterinario San Marco, Padova, Ttaly
Introduction: Canine oral melanoma is a common neoplasm that is
usually considered malignant, although the correlation between his-
tology and prognosis is still controversial. Therefore, research of
new biological markers is ongoing. In this study, LTA4H (an enzyme
of the arachidonic acid cascade) and FXR1 (a RNA binding protein)
are investigated. Both have been investigated previously for their
possible role in metastasis of ocular melanoma, and are studied here
in canine oral melanoma.
Materials and Methods: Twenty-nine samples of formalin-fixed
and paratfin wax-embedded canine oral melanomas were analyzed.
Routine HE sections were evaluated on light microscopy and received
a histological description, including mitotic activity index (MI).
Immunohistochemistry (IHC) for LTA4H, FXR1 and Ki67 was per-
formed. LTA4H and FXR1 were scored semiquantitatively and Ki67
was scored quantitatively. The expression of LTA4H and FXRI
genes was also quantified by RT-PCR.
Results: Most of the cases were epithelioid, poorly pigmented mela-
nomas. MI ranged from 0.1 to 9.2 (median 1.1). Ki67 index ranged
from 7.9 to 44.4% (median 19%). IHC was positive in 29/29 LTA4H
and 28/29 FXR1, with variable intensity and percentage of positivity.
RT-PCR relative expression values ranged from 0.49 to 9.11 for
LTA4H and 0.15 to 10.33 for FXR1 (in four cases was under the detec-
tion limit).
Conclusions: LTA4H and FXR1 were detected in all tested mela-
nomas. Marked differences between cases were noted with RT-
PCR, although target gene expression levels were not consistent
with histological parameters or Ki67 index. Conversely, immunohis-
tochemical positivity was elevated in most cases with negligible
expression differences. Further work is ongoing to clarify the prog-
nostic significance of different levels of expression.

ORAL CAVITY LESIONS IN DOGS: A RETROSPECTIVE
STUDY OF 136 CASES
M. Mikiewicz, K. Pazdzior-Czapula, I. Otrocka-Domagata,
M. Gesek and P. Myrdek
Department of Pathological Anatomy, Faculty of Veterinary Medicine,
University of Warmia and Mazury in Olsztyn, Poland

Introduction: Oral cavity lesions are common in dogs. They can
develop spontaneously or secondary to chronic inflammation. The
aim of this study was to evaluate the incidence of inflammatory, hy-
perplastic and neoplastic lesions of the canine oral cavity.
Materials and Methods: Canine oral cavity lesions (n = 136), diag-
nosed routinely in 2016, were classified as inflammatory, hyperplastic
and neoplastic (i.e. benign and malignant).

Results: The majority (72.8%) of the evaluated lesions were benign
neoplastic, hyperplastic or inflammatory in nature; the most common
being gingival hyperplasia (24.3%) and peripheral odontogenic fi-
broma (24.3%). The other benign or hyperplastic lesions were repre-
sented by viral filiform papilloma (3.7%), calcinosis circumscripta
(1.5%) and single cases of squamous papilloma, plasma cell tumour,
granular cell tumour, acanthomatous ameloblastoma and giant cell
granuloma. Inflammatory lesions constituted 14.7% of the evaluated
cases. Half of these cases represented lymphoplasmacytic stomatitis
and the remaining half were chronic stomatitis of purulent, pyogra-
nulomatous, mixed, ulcerative or eosinophilic types. In four of these
cases, the inflammatory infiltrates were accompanied by epithelial
dysplasia. Malignant tumours constituted 27.2% of the evaluated
cases, with the most frequent being melanoma (11%, mostly high
grade), followed by fibrosarcoma (4.4%), squamous cell carcinoma
(3.7%), undifferentiated round cell tumour (2.2%), mast cell tumour
(2.2%), poorly differentiated sarcoma (2.2%) and single cases of os-
teosarcoma and epitheliotropic lymphoma.

Conclusions: The majority of canine oral cavity lesions are benign,
hyperplastic or inflammatory. However, approximately 30% of canine
oral cavity lesions are malignant, and therefore surgical excision fol-
lowed by histopathological examination is recommended in each case.

J. Comp. Path. 2018, Vol. 158, 93—149

FELINE MESENCHYMAL NASAL HAMARTOMA IN TWO
SIBLINGS

J-M.Monné Rodriguez*, C. Cambi ', A. Pratesi’' and R. Verin®

* Department of Veterinary Pathology and Public Health, Institute of Veterinary
Science, TUniversily of Liverpool Small Animal Practice and ESmall Animal
Teaching Hospital, University of Liverpool, UK
Introduction: Mesenchymal nasal hamartoma (MNH) is a rare
benign entity affecting young cats that has similar histological fea-
tures to nasal hamartoma (NH) in children. In both species the le-
sions are benign, albeit they can be locally invasive hence leading
to misdiagnosis. The underlying cause for these lesions is undeter-

mined; however, a congenital origin is suspected.

Materials and Methods: Two 1-year-old cats from the same litter,
with respiratory signs and monolateral epistaxis were diagnosed
concurrently by means of radiography and rhinoscopy with a nasal
osteolytic mass partially protruding from the nostrils. Complete surgi-
cal removal was undertaken and tissues were fixed and processed.
Sections were stained for histological examination (HE).

Results: Both cats showed a mesenchymal proliferation expanding the
submucosa to form an exophytic nodule lined by respiratory epithe-
lium and composed of 15 mm diameter plump spindle-shaped cells ar-
ranged in streams and supported by a moderate loose to dense fibrous
stroma. Large blood-filled cavities were present multifocally, together
with clusters of osteoid lined by well-differentiated osteoblasts and oc-
casional osteoclasts. Mitotic index was low (<1 mitosis per 10 HPT).
Numerous inflammatory cells including neutrophils, macrophages,
lymphocytes and plasma cells were observed as well as numerous areas
of haemorrhage with associated haemosiderophages.

Conclusions: The histological features were compatible with feline
MNH. The concomitant presence of the nasal masses in two siblings sup-
ports the congenital origin of the lesion. MNH should be included in the
differential diagnosis of osteolytic lesions in the nasal cavity of cats.
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Canine and Feline Oral Cavity Tumours and

Tumour-like Lesions: a Retrospective Study of 486

Cases (2015—2017)

M. Mikiewicz , K. Paz’dzior-Czapula*, M. Gesek', V. Lemishevskyi+
and 1. Otrocka-Domagala*

* University of Warmia and Mazury in Olsztyn, Olsziyn, Poland and ¥ Lviv National Stepan Gzhytsky University of
Veterinary Medicine and Biotechnology Pekarska, Lviv, Ukraine

Summary

Oral cavity tumours and tumour-like lesions are common in dogs and cats, and their diagnosis and classifica-
tion requires histopathological examination. The aim of this study was to analyse retrospectively oral cavity
lesions in dogs and cats in order to evaluate the distribution of inflammatory, hyperplastic and neoplastic le-
sions manifested as tumours. A total 0of 486 oral cavity tumours and tumour-like lesions (340 canine; 146 feline),
diagnosed routinely from 2015 to 2017, were included. The lesions were classified as inflammatory, hyper-
plastic or neoplastic (benign and malignant). Histopathological diagnosis was based on haematoxylin and
eosin staining and, when necessary, May-Griunwald—Giemsa (for mast cell tumours) or Masson’s Fontana
(for melanomas) stains or immunohistochemistry (for CD3, CD79a and S100 markers). For dogs, 29.11%
(99/340) of the lesions were benign tumours, 24.12% (82/340) were hyperplastic lesions and 14.7% (50/
340) were inflammatory lesions. For cats, 4.79% (7/146) were benign tumours, 15.07% (22/146) were hyper-
plastic lesions and 57.53% (84/146) were inflammatory lesions. Furthermore, 23.24% (79/340) of canine cases
were diagnosed with gingival hyperplasia and 19.12% (65/340) were diagnosed with peripheral odontogenic
fibroma, while 43.84% (64/146) of feline cases were diagnosed with chronic lymphoplasmacytic stomatitis.
Malignant tumours in dogs and cats constituted 32.06% (109/340) and 21.91% (32/146) of the lesions, respec-

tively, with high-grade melanoma in dogs and squamous cell carcinoma in cats being the most common.

Keywords: cat; dog; hyperplastic lesions; inflammation

Introduction

Oral cavity tumours and tumour-like lesions are de-
tected commonly during routine clinical examination
in both dogs and cats. These lesions can cause pain,
discomfort and/or reluctance to eat or may be discov-
ered accidentally, as they sometimes accompany peri-
odontal diseases (Verhaert, 2010). Some oral cavity
lesions in dogs and cats are consequences or manifes-
tations of chronic gingivitis/stomatitis, but others can

Correspondence to: M. Mikiewicz (e-mail: mateusz.mikiewicz(@ uwm.edu.
pl).
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develop spontancously, such as benign odontogenic
neoplasia or malignancies (Lommer, 2013). Howev-
er, it has been claimed that chronic irritation or
persistent antigenic stimulation may play a role in
malignant transformation (Coussens and Werb,
2002; Ekere et al., 2010). It has also been suggested
that canine and feline oral cavity tumours can
develop due to passive tobacco smoke inhalation,
flea control collars and dietary and environmental
factors (Bertone et al., 2003; Bronden et al., 2009).
Canine and feline oral cavity tumour-like lesions
may be true benign or malignant tumours, but hyper-
plastic and inflammatory lesions may clinically

© 2019 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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masquerade as neoplasia (Yoshida ez al., 1999; Kouki
et al., 2013). Despite the different nature of these
lesions, they appear similar macroscopically, and
therefore their clinical classification is difficult or
impossible. There are some previous reports
analysing the incidence of specific malignancies of
the canine and feline oral cavity (Heldmann et al.,
2000; Ramos-Vara et al., 2000; Nemec et al., 2012;
Liptak and Withrow, 2013; Bonfanti e/ al., 2015;
Gardner et al., 2015; Wingo, 2018), but knowledge
of the incidence of inflammatory, hyperplastic,
benign and malignant oral cavity tumours and
tumour-like lesions in dogs and cats in Eastern Europe
1S sparse.

The aim of this study was to analyse retrospectively
oral cavity tumours (benign and malignant) and
tumour-like lesions (inflammatory and hyperplastic)
in dogs and cats, with regard to age, sex and breed,
diagnosed in the Pathomorphological Laboratory of
the Department of Pathological Anatomy, Faculty
of Veterinary Medicine, University of Warmia and
Mazury in Olsztyn, Poland, during the period of
2015—2017.

Materials and Methods

The retrospective analysis was performed on 486 exci-
sional biopsy samples (340 canine and 146 feline).
These were archival diagnostic specimens diagnosed
by two of the authors (IOD and KPC). The samples
had been fixed in 10% neutral buffered formalin, pro-
cessed routinely and embedded in paraffin wax. Sec-
tions were stained with Mayer’s haematoxylin and
eosin (HE). When appropriate, May—Grun-
wald—Giemsa stain (for mast cell tumours) or Mas-
son’s Fontana stain (for hypomelanotic melanomas)
was also performed. In poorly differentiated tumours,
immunohistochemistry (IHC) was performed at the
request of the submitting veterinarian using markers
specific for CD3 and CD79a (for lymphoma) and
S100 (for amelanotic melanoma). THC involved
initial  heat-induced  antigen  retrieval  (in
Tris—EDTA buffer, pH 9.0), conducted in a micro-
wave oven at 650W (samples were microwaved twice
to the boiling point, and incubated in hot buffer for
20 min after boiling each time). Sections were subse-
quently overlaid with primary antibodies specific for
CD3 (polyclonal rabbit anti-human CD3, 1 in 50
dilution; Dako, Glostrup, Denmark), CD79a (mono-
clonal mouse anti-human CD79a, clone HM57, 1 in
100 dilution; Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules,
California, USA) and S100 (polyclonal rabbit anti-
bovine S100, 1 in 50 dilution; Dako). ‘Visualization’
of labelling was achieved by the immunoperoxidase
method with 3, 3'-diaminobenzidine (DAB) as a sub-

strate (Impress Universal Reagent anti-mouse/rabbit
Ig peroxidase; Vector Laboratories, Burlingame, Cal-
ifornia, USA). The slides were counterstained with
Mayer’s haematoxylin. Positive and negative controls
were processed together with the evaluated slides.

The data obtained from the archival records
included sex, age, breed and histopathological diag-
nosis. The lesions were subsequently classified as hy-
perplastic, inflammatory or neoplastic (benign or
malignant).

Results
Canine Lestons

The sex distribution of the canine cases was 51.47%
male (175 cases) and 48.53% female (165 cases).
Most cases of the lesions were observed in crossbred
dogs (Table 1).

Hyperplastic lesions constituted 24.12% (82/340)

of the total oral lesions and were mostly gingival

Table 1
Breed distribution of canine cases

Breed Number of cases (%)
Crossbred 216 (63.53%)
Labrador retriever 15 (4.41%)
Yorkshire terrier 15 (4.41%)
German Shepherd dog 12 (3.53%)
Boxer 11 (3.24%)
American Staffordshire 6 (1.76%)
bull terrier

Dachshund 6 (1.76%)
Bernese Mountain dog 5 (1.47%)
Spaniel 5 (1.47%)
Miniature schnauzer 4 (1.18%)

Other breeds (fox terrier, Single cases
French bulldog,
golden retriever,
pointer, bloodhound,
Chihuahua, great
Dane, Irish setter,
Maltese, poodle, pug,
Alaskan malamute,
black Russian terrier,
border terrier, Cao
File de San Miguel,
Chinese crested,
chow-chow,
doberman pincher,
English bulldog, giant
schnauzer, Jack
Russell terrier,
miniature pincher,
Shih-tzu, Siberian
husky, St. Bernard,
Wachtelhund, Welsh
corgi)

*One to three cases cach (0.29—0.88%).
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hyperplasia (96.34% of all hyperplastic lesions; 79/
82), with isolated cases of calcinosis circumscripta
(2.44%; 2/82) and giant cell granuloma (1.22%; 1/
82). The gingival hyperplasia was mostly accompa-
nied by lymphoplasmacytic inflammation of various
degrees (I'ig. 1). Additionally, in nine cases of gingival
hyperplasia, bony metaplasia of the connective tissue
was also observed.

Inflammatory lesions (without distinct gingival hy-
perplasia) constituted 14.7% (50/340) of the total
oral lesions and included lymphoplasmacytic (62%
of all inflammatory lesions; 31/50), ulcerative (16%;
8/50), purulent (8%; 4/50), eosinophilic (6%; 3/50),
pyogranulomatous (4%; 2/50) and mixed stomatitis
(4% 2/50). In six cases with inflammatory lesions,
epithelial dysplasia was observed.

Benign neoplastic lesions constituted 29.11% (99/
340) of the total oral lesions and included peripheral
odontogenic fibroma (the second most common lesion
in dogs; 65.66% of all benign tumours; 65/99), viral
filiform papilloma (11.11%; 11/99), acanthomatous
ameloblastoma  (8.08%; 8/99), plasmacytoma
(7.07%; 7/99) and single cases of granular cell tumour
(3.03%; 3/99), ossifying fibroma (2.02%; 2/99), squa-
mous papilloma (1.01%; 1/99), Schwannoma
(1.01%; 1/99) and amyloid-producing odontogenic
tumour (1.01%; 1/99). Peripheral odontogenic fi-
broma (Fig. 2) was diagnosed in nine out of 11 boxers
included in this study.

The malignant tumours constituted 32.06% (109/
340) of the total oral lesions in dogs. The most
frequent malignancy was melanoma (I'ig. 3)
(35.78% of all malignant tumours; 39/109). Thirty-
five of these were high-grade and four were low-
grade melanomas according to the grading schemes
of Spangler and Kass (2006), Bergin et al. (2011),

Fig. 1. Gingival hyperplasia, dog. Epithelial and connective tissue
proliferation with plasma cell and lymphocyte infiltration
(arrow). HE.

Fig. 2. Peripheral odontogenic fibroma, dog. Odontogenic epithe-
lial islands (arrows) in hyperplastic connective tissue. HE.

Smedley et al. (2011) and Meuten et al. (2016). Other
commonly diagnosed malignancies were squamous
cell carcinoma (26.61%; 29/109), fibrosarcoma
(12.84%; 14/109) and osteosarcoma (10.09%; 11/
109). Other less frequent malignancies included
mast cell tumour (5.5%; 6/109), lymphoma (3.67%;
4/109), including non-epitheliotropic (75%; 3/4)
and epitheliotropic (25%; 1/4) lymphoma, undiffer-
entiated sarcoma (2.75%; 3/109), haemangiosar-
coma (1.83%; 2/109) and myxosarcoma (0.92%; 1/
109).

Most cases of oral cavity tumours and tumour-like
lesions were observed in middle-aged dogs (range
4—11 years), and few cases, particularly those with
calcinosis circumscripta, eosinophilic stomatitis and
viral filiform papilloma, were observed in young ani-
mals (range 0.5—3.5 years). Detailed data regarding

Fig. 3. Amelanotic melanoma, dog. Neoplastic cells with marked
anisocytosis and anisokaryosis. HE. Inset: amelanotic mel-
anoma, dog. S100 protein immunoexpression in neoplastic
cells.
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histological diagnosis, the number of cases and the
mean age of dogs affected with oral cavity tumours
and tumour-like lesions are summarized in Table 2.

Feline Lestons

The sex distribution of the feline cases was 79
(54.11%) male and 67 (45.89%) female. Most cases
were seen in European shorthair cats (Table 3).

Hyperplastic lesions constituted 15.06% (22/146)
of all cases and were represented by gingival hyper-
plasia (90.91% of all hyperplastic lesions; 20/22)
and single cases of adenomatoid hyperplasia of the mi-
nor salivary glands (4.55%; 1/22) and peripheral gi-
ant cell granuloma (4.55%; 1/22). Similar to dogs,
gingival hyperplasia was often accompanied by lym-
phoplasmacytic inflammation of various degrees. In
two cases of gingival hyperplasia, bony metaplasia
was observed.

Inflammatory lesions (without distinct gingival hy-
perplasia) constituted 58.22% (85/146) of the feline
oral cavity lesions and included lymphoplasmacytic

Table 2
Canine oral cavity tumours and tumour-like lesions

Histological diagnosis Number of Age

cases (%) (mean £ SD)

HYPERPLASTIC 82 (24.12% of total oral lesions)

Gingival hyperplasia 79 (23.24%) 9+36
Calcinosis circumscripta 2 (0.59%) 2+1.6
Giant cell granuloma 1 (0.29%) 8
INFLAMMATORY 50 (14.7 % of total oral lesions)
Lymphoplasmacytic stomatitis 31 (9.12%)) 9+£27
Ulcerative stomatitis 8 (2.35%) 10 = 4.9
Purulent stomatitis 4 (1.18%) 9+4.1
Eosinophilic stomatitis 3 (0.88%) 2+1
Pyogranulomatous stomatitis 2 (0.59%) 6.5+ 2.1
Mixed stomatitis 2 (0.59%) 8.5+0.7

NEOPLASTIC: BENIGN 99 (29.11% of total oral lesions)

Peripheral odontogenic fibroma 65 (19.12%) 8£26
Viral filiform papilloma 11 (3.24%) 2+ 1.83
Acanthomatous ameloblastoma 8 (2.35%) 9£297
Plasmacytoma 7 (2.06%) 10 £3.6
Granular cell tumour 3 (0.88%) 12 4 0.58
Ossifying fibroma 2 (0.59%) 14 £ 1.41
Squamous papilloma 1 (0.29%) 7
Schwannoma 1 (0.29%) 5
Amyloid-producing odontogenic 1 (0.29%) 8

tumour

NEOPLASTIC: MALIGNANT 109 (32.06% of total oral lesions)

Melanoma 39 (11.47%) 11.5 £2.35
Squamous cell carcinoma 29 (8.53%) 10 & 3.22
Fibrosarcoma 14 (4.12%) 11 +4.08
Osteosarcoma 11 (3.24%) 9.5+3
Mast cell tumour 6 (1.76%) 8.5 £3.02
Lymphoma 4 (1.18%) 8 = 4.57
Undifferentiated sarcoma 3 (0.88%) 947
Haemangiosarcoma 2 (0.59%) 11+ 4.24
Myxosarcoma 1 (0.29%) 11

Table 3
Breed distribution of feline cases

Breed Number of cases (% )

European shorthair

129 (88.36%)

Maine Coon 5 (3.42%)
Persian 5 (3.42%)
British shorthair 4 (2.74%)
Ragdoll 1 (0.68%)
Siamese 1 (0.68%)
Sphinx 1 (0.68%)

(75.29% of all inflammatory lesions; 64/85), cosino-
philic (eosinophilic ulcer; I'ig. 4) (18.82%; 16/85),
purulent (2.35%; 2/85), pyogranulomatous (2.35%;
2/85) and mixed type (1.18%; 1/85) reactions. In
three cases, the inflammatory infiltrates were accom-
panied by epithelial dysplasia. Additionally, in three
cases, lymphoplasmacytic stomatitis was accompa-
nied by tooth resorption.

Benign neoplastic lesions constituted 4.79% (7/
146) of the feline oral cavity tumours and included pe-
ripheral odontogenic fibroma (28.57% of all benign
tumours; 2/7), plasmacytoma (28.57%; 2/7), squa-
mous papilloma (28.57%; 2/7) and Schwannoma
(14.29%; 1/7).

Malignant tumours constituted 21.92% (32/146)
of the feline oral cavity tumours. The most common
malignancy of the feline oral cavity was squamous
cell carcinoma (Iig. 5) (75% of all malignant tu-
mours; 24/32), followed by fibrosarcoma (12.5%; 4/
32). Other malignancies included a few or single cases
of non-epitheliotropic lymphoma (6.25%; 2/32), mel-
anoma (3.13%; 1/32) and osteosarcoma (3.13%; 1/
32).

Most cases of oral cavity tumours and tumour-like
lesions were seen in middle-aged cats (4—12 years),
and only plasmacytomas were observed in two 3-

Fig. 4. Eosinophilic ulcer, cat. Ulceration (arrow) and eosino-
philic infiltration of the gingiva. HE.
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Fig. 5. Squamous cell carcinoma, cat. Neoplastic cells with
marked anisocytosis and anisokaryosis. HE.

year-old cats. Detailed data regarding histological
diagnosis, the number of cases and the mean age of
cats affected diagnosed with oral cavity tumours
and tumour-like lesions are summarized in Table 4.

Discussion

The results of this study showed that the majority
(53.2%) of oral cavity lesions in dogs were either hy-
perplastic lesions (mostly gingival hyperplasia) or
benign tumours (most commonly peripheral odonto-
genic fibroma), while in cats inflammatory lesions

Table 4

Feline oral cavity tumours and tumour-like lesions

Histological diagnosts Number of Age
cases (%) (mean £ SD)
HYPERPLASTIC 22 (15.07 % of total oral lesions)
Gingival hyperplasia 20 (13.7%) 8 & 4.06
Adenomatoid hyperplasia of the minor 1 (0.68%) 7.5
salivary glands

Giant cell granuloma 1 (0.68%) 12
INFLAMMATORY 85 (58.22 % of total oral lesions)
Lymphoplasmacytic stomatitis 64 (43.84%) 7.5+ 38
Eosinophilic ulcer 16 (10.95%) 7 £ 451
Purulent stomatitis 2 (1.37%) 6.5 £ 2.12
Pyogranulomatous stomatitis 2 (1.37%) 6 & 5.66
Mixed stomatitis 1 (0.68%) 6

NEOPLASTIC: BENIGN 7 (4.79 % of total oral lesions)

Peripheral odontogenic fibroma 2 (1.37%) 8 £ 141
Plasmacytoma 2 (1.37%) 3£0
Squamous papilloma 2 (1.37%) 9.5+ 0.71
Schwannoma 1 (0.68%) 8
NEOPLASTIC: MALIGNANT 32 (21.92 % of total oral lesions)
Squamous cell carcinoma 24 (16.44%) 11 £2.12
Fibrosarcoma 4 (2.74%) 9+ 3.52
Lymphoma 2 (1.37%) 9+0
Melanoma 1 (0.68%) 15
Osteosarcoma 1 (0.68%) 12

were most common (58.2%). In dogs and cats, both
sexes were almost equally affected. The age of dogs
and catsincluded in the study was similar, and ranged
from 0.5 to 16.5 years (mean 9 years) and from 0.5 to
17 years (mean 8 years), respectively. Most tumours
and tumour-like lesions occurred in middle-aged ani-
mals, which is in agreement with the findings of other
studies (Gorlin and Peterson, 1967; Dorn and
Priester, 1976; Svendenius and Warfvinge, 2010;
Verhaert, 2010; Wingo, 2018). The most common
lesions in young dogs (age range 0.5—2 years) were
calcinosis  circumscripta  and  viral  filiform
papilloma, as reported previously (Tafti et al., 2005;
Uzal et al., 2016).

Gingival hyperplasia was the most common oral
cavity lesion in dogs. Gingival hyperplasia is an exces-
sive proliferation of overlying epithelium and stromal
connective tissue, occurring as a focal or, more
frequently, multifocal lesion (Verhaert, 2010).
Gingival hyperplasia can be caused by dental plaque
accumulation, gingivitis or certain medications, such
as calcium channel blockers (i.e. amlodipine) or ciclo-
sporin (Pariser and Berdoulay, 2011; Desmet and van

der Meer, 2017). In the present study, gingival
hyperplasia in dogs was accompanied by
lymphoplasmacytic  infiltrates in most cases,

suggesting an inflammatory background to this
lesion. However, inflammation secondary to chronic
irritation cannot be excluded, as these cases lacked a
full clinical history.

Bony metaplasia of the connective tissue was
observed in nine cases of gingival hyperplasia in
dogs. Metaplastic bone formation can result from
chronic gingival inflammation (Reichart e/ al.,
1989). Nevertheless, because bony metaplasia is not
uncommon within various gingival tumours and
tumour-like lesions in dogs, it likely has little or no
diagnostic importance (Reichart et al., 1989; Uzal
et al., 2016), as is the case in man (D’Astous, 2015).

Peripheral odontogenic fibroma was the second
most common oral cavity lesion in dogs, which was
in accordance with the findings of other studies
(Verstraete et al., 1992; Gardner, 1996; Verhaert,
2010). Additionally, in the present study, peripheral
odontogenic fibroma was diagnosed in nine out of
11 boxers, suggesting a breed predisposition, which
has also been reported previously (Gorlin and
Peterson, 1967; Verhaert, 2010).

Although canine acanthomatous ameloblastoma is
a common odontogenic tumour in dogs (Wingo,
2018), only eight cases were reported in the present
study. This tumour originates from the epithelial rests
of Malassez or the reduced enamel epithelium of the
Serres rests (Poulet et al., 1992; Wingo, 2018).
Macroscopically, acanthomatous ameloblastoma
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may look similar to peripheral odontogenic fibroma.
However, unlike the latter, the lesion is highly
invasive, albeit ostensibly benign, and therefore
wide surgical excision with partial mandibulectomy
or maxillectomy is recommended (Wingo, 2018).

Inflammatory lesions constituted approximately
15% of the canine cases. Stomatitis in the gingival sul-
cus involves interactions between the host immune
system and various antigens. Although the precise
aetiology in most cases is unknown, various infectious
agents have been described, including bacteria, fungi
and viruses (Lyon, 2005). The most common infec-
tious agents of canine stomatitis include Actinobacillus
spp., Actinomyces spp., Porphyromonas spp., Bacterioides
spp., Streptococcus spp., Staphylococcus spp. and Proteus
spp. (Senhorinho et al., 2011; Polkowska et al.,
2014). Other possible factors include genetics,
nutrition, environment and domestication (Lyon,
2005). Dogs affected by oral cavity inflammation
had higher levels of alanine transaminase, aspartate
transaminase and urea concentration in serum
compared with healthy animals, which suggested
co-existing health problems connected with the liver,
kidney and/or heart (Senhorinho e/ al., 2012;
Polkowska et al., 2014).

Our study showed that 32.06% of the evaluated
oral cavity lesions in dogs were malignant tumours.
A similar result was obtained by Wingo (2018).
This result is inconsistent with the results of another
study, in which 15% of evaluated canine oral biopsies
were diagnosed as malignant lesions (Svendenius and
Warfvinge, 2010). The most common malignancy
was high-grade melanoma, which was also previously
reported (Gorlin and Peterson, 1967; Borthwick et al.,
1982; Smith et al., 2002; Bergman, 2007; Svendenius
and Warfvinge, 2010; Bonfanti et al., 2015),
followed by squamous cell carcinoma and
fibrosarcoma. All evaluated cases of oral melanoma
in dogs occurred in older individuals; however, this
malignancy can also be observed in young dogs
(Ramos-Vara et al., 2000; Bergman, 2007). Highly
pigmented melanomas are not diagnostically
challenging; however, hypomelanotic and
amelanotic tumours are difficult to diagnose and
often mimic other lesions, therefore
immunophenotyping (Bergman, 2007).

The second most common malignancy in dogs was
squamous cell carcinoma. Previous studies also
showed that squamous cell carcinoma is a common
malignant tumour of the oral cavity of dogs (Dorn
and Priester, 1976; Verhaert, 2010; Munday et al.,
2017). The neoplasm is locally invasive and has low
metastatic potential; however, squamous cell
carcinoma arising from lingual epithelium has
higher metastatic potential than its counterpart

requiring

arising elsewhere in the oral cavity (Carpenter et al.,
1993; Hayes et al., 2007; Buckley and Nuttall, 2012).
Fibrosarcoma was the third most common oral
cavity malignancy in dogs. This tumour is locally
invasive and can infiltrate the adjacent bone.
Furthermore, in dogs, metastases to regional lymph
nodes and distant organs are common (Munday
etal., 2017).

In cats, the majority (58.2%) of oral cavity lesions
were stomatitis (mostly lymphoplasmacytic), which
was also reported previously (Wingo, 2018). Stomati-
tis with ulceration is mostly associated with infection
by feline calicivirus, feline immunodeficiency virus,
feline leukaemia virus, feline herpesvirus or anaerobic
bacteria (Healey et al.,2007). Cats with stomatitis had
differences in cytokine expression and immunoglob-
ulin profiles compared with healthy animals, and
this may contribute to oral cavity inflammation
(Harley etal., 1999). It has been suggested that immu-
nosuppression caused by unconnected health prob-
lems may play a role in oral cavity inflammation
(Williams and Aller, 1992).

Gingival hyperplasia in cats was less common than
in dogs and in all cases was accompanied by lympho-
plasmacytic inflammation of various degrees, suggest-
ing a primary inflammatory origin. In two cases,
bony metaplasia was observed. Knaake and
Verhaert (2010) suggested that gingival hyperplasia
with bone- or cementum-like hard tissue formation
in cats should be diagnosed as peripheral ossifying fi-
broma. Peripheral odontogenic fibroma was diag-
nosed in only two cats, confirming that it is a rare
condition in this species (Stebbins et al., 1989;
Wingo, 2018).

Malignant neoplasms constituted 21.91% of the fe-
line cases. Squamous cell carcinoma constituted the
majority of malignant tumours, consistent with previ-
ous reports (Dorn and Priester, 1976; Stebbins e al.,
1989; Bertone et al., 2003; Hayes et al., 2007,
Verhaert, 2010; Bonfanti et al., 2015; Wingo, 2018).
This tumour often clinically resembles a non-healing
ulcer and mimics foreign body reactions or eosino-
philic ulcers (Verhaert, 2010; Martin et al., 2011).
As in dogs, feline oral cavity squamous cell
carcinomas are locally invasive and have low
metastatic potential. Several factors have been
described that can lead to the development of oral
squamous cell carcinoma in cats, including contact
with carcinogens in flea collars, topical tick and flea
medications or grooming behaviour (Bertone et al.,
2003; Wingo, 2018). Chronic stomatitis has also
been proposed as a predisposing factor for squamous
cell carcinoma in both dogs and cats (Stebbins et al.,
1989).
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In this study, fibrosarcoma was reported in only
four cats. The low incidence of oral cavity fibrosar-
coma in cats is in contrast to the high incidence of
its dermal counterpart (Fox, 1995). The tumour in
cats has low metastatic potential (Stebbins et al.,
1989; Munday et al., 2017). Oral melanoma was
reported only in one cat (15 years old). Oral
melanoma occurs rarely in cats (compared with
dogs) and the mean age of affected cats is 12 years
(Munday et al., 2017).

In conclusion, most cases of oral cavity tumours
and tumour-like lesions in dogs and cats are hyper-
plastic, inflammatory or benign tumours, and occur
in middle-aged animals, without sex predilection.
The most common lesion in dogs was gingival hyper-
plasia, followed by peripheral odontogenic fibroma,
while in cats lymphoplasmacytic stomatitis was most
common. Boxers appear predisposed to peripheral
odontogenic fibroma. Young age may be a risk factor
for calcinosis circumscripta and viral papilloma in
dogs. The most common oral cavity malignancy in
dogs and cats is high-grade melanoma and squamous
cell carcinoma, respectively. Feline oral melanoma is
a rare disease. Due to the wide spectrum of observed
oral cavity tumours and tumour-like lesions and their
macroscopic similarity, clinical diagnosis may be
challenging, therefore histopathological examination
is recommended in each case.
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Immunohistochemical and histopathological evaluation of malignant pheochromocytoma: a case study

Summary

Malignant pheochromocytomaisan uncommon neoplasm in dogs. Thisstudy evaluated the histopathological
and immunohistochemical profile of malignant pheochromocytoma. The report presents a case of bilateral
adrenal gland tumor in a 6-year-old female golden retriever, diagnosed during necropsy. The necropsy also
showed changes in other organs, i.e. heart (left ventricular hypertrophic cardiomyopathy, right ventricular
dilated cardiomyopathy and infarction foci), lungs (multifocal alveolar emphysema and atelectasis). Metastases
were not present. A histological examination showed that neoplastic cells were round, oval, polygonal and
spindle with a high degree of anisocytosis and anisokaryosis. The nuclei were small, round, oval and some were
divided. The nucleoli were faintly visible, and numbered from 2 to 3. The number of mitotic figures per 400
high power fields ranged from 0 to 2. Immunohistochemical staining using an antibody panel revealed that
the tumor cells were strongly positive for chromogranin A, S100 protein and neuron specific enolase, but were
negative for Ki67. PCNA expression was observed in some neoplastic cells, especially in those located close to the
connective tissue stroma. Malignant pheochromocytoma was diagnosed on the basis of aimmunohistochemical
examination and tumor mor phology.

Keywords: adrenal gland tumor, S100 protein, chromogranin A (CGA), neuron specific enolase (NSE),

proliferating cell nuclear antigen (PCNA), Ki67

Pheochromocytoma is an endocrine neoplasm
derived from epinephrine and norepi nephrine-produc-
ing chromaffin cells localized in the adrenal medulla
(2, 13, 14) and can be benign or malignant. Chromaffin
cells are modified post-ganglionic sympathetic neurons
derived from the same sympathoadrenal (SA) progeni-
tor cell as sympathetic neurons. The major difference
between chromaffin cells and sympathetic neurons is
the ability of the chromaffin cells to secrete epineph-
rine and phenylethanolamine N — methylotransferase
(PNMT) (14). Pheochromocytomas are rare tumors
in al animal species except rats, in which they are
common. Dogsand cattle are more susceptible to pheo-
chromocytomathan other animals (13, 14). In humans,
the pheochromocytoma is a more frequent neoplasm,
especially inthe case of thefamiliar predisposition for
this kind of tumor (14). Benign phoechromocytomas
occur as solitary, mostly unilateral neoplasms of the
adrenal gland medulla. Bilateral phoechromocytomas

are frequently seen in rats. The tumor size is variable.
Benign adrena gland tumor is unencapsulated, with
low-to-medium cellularity, composed of round-to-
-polyhedral secretory epithelial cellswith pale eosino-
philic, finely granular cytoplasm and round-to-ovoid
hyperchromatic nuceli (5). Nuclear pleomorphism is
mild-to-moderate (15). Malignant pheochromocytoma
is composed of a mixture of small cells resembling
chromaffin cells and larger, more pleomorphic (often
spindle) cells. Cells are organized in lobules, solid
sheets and palisades, usually localized along sinusoids.
In over 50% cases of malignant pheochromocytomain
animal metastasesinto the venacava, tissues surround-
ing the adrenal gland, lymph nodes and distant organs
such asliver, lung, kidney, spleen and bone were noted
(3-5). Barthez et al. (1) found that in 61 cases of pheo-
chromocytoma, tumors were locally invasive in 39%
of affected animals and metastaseswere found in 13%
of cases. Massive retroperitoneal hemorrhages due to
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Tab. 1. Primary antibodies used with the particular methods of antigen retrieval and visualization

Primary Optimal . . L
Antibody Clone dilution Source Antigen retrieval Visualization system Chromogen
CGA polyclonal rabbit anti — human Ready-to-Use DAKO, 2 x 3 min* Tris EDTA DAKO, Denmark? DAB?
chromogranin A Denmark bufferpH=9
NSE monoclonal mouse anti — human, 1:100 DAKO, 2 x 3 min* Tris EDTA DAKO, Denmark? DAB:?
clone BBS/NC/NVI - H14 Denmark bufferpH=9
$100 protein polyclonal rabbit anti — $100 1:50 DAKO, 2 x 3 min* Tris EDTA DAKO, Denmark? DAB?
antibody Denmark bufferpH=9
Ki67 monoclonal mouse anti — human, 1:75 DAKO, 2 x 3 min* Tris EDTA DAKO, Denmark? DAB?
clone MIB-1 Denmark buffer pH=9
PCNA monoclonal mouse anti — PCNA, 1:200 DAKO, 2 x 3 min* Tris EDTA DAKO, Denmark? DAB?
clone PC10 Denmark bufferpH=9

Explanations: CGA = chromogranin A; NSE = neuron specific enolase; PCNA = proliferating cell nuclear antigen; *antigen retrieval
was conducted in a microwave oven, 650 W; 3Dako EnVision + System-HRP (DAB), DakoCytomation, Denmark

the high blood pressure and injury to the blood vessel
walls were also observed in affected animals (4). The
accompanying clinical signsin dogs are different and
depend on the secondary involved organs (8).

Histopathol ogical diagnosis of pheochromocytoma
is difficult due to the variable morphology of tumor
cells. Therefore, the final diagnosis should be based
on the immunohistochemical identification of cells.
Pheochromocytoma cells show cytoplasmic expres-
sion of chromogranin A (CGA). Chromogranins are
the major proteins of adrenal medulla and play an
important role in binding and aggregating intracel-
lular calcium. They aso play arole as prohormones,
molecular chaperones and gene expression modulators
(20). In malignant pheochromocytomathereisapopu-
lation of spindle cells which are positive for CGA.
Those cells are absent in the benign form of the tumor
(12). In immunohistochemical evaluation, chromaffin
neoplastic cellsaso show moderate reaction with leu-
and met-enkephalin (ME) (5), which depends on the
tumor origin. If the tumor is forming extramedullary,
the concentration of leu- and met-enkephalin in cell
cytoplasm is lower than in the medullary tumor (16).
Other antibodies which react with neoplastic cellsare
substance P (SP), synaptophysin (SYN), vasoactive
intestinal peptide (VIP), neuropeptide Y, calcitonin
gene-related polypeptide (CGRP), calcitonin, protein
gene product 9.5 (PGP 9.5), Leu 7, S100 protein and
galanin (GAL) (10, 13).

The cell proliferation markers seem to be animpor-
tant prognostic factor, but so far thereisno single his-
tological or immunohistochemical marker which may
predict the malignant behavior of thetumor. Therefore,
it is justified to undertake research on determining
agroup of features and markersthat may have adiag-
nostic value in distinguishing benign from malignant
pheochromocytoma (15).

The am of this study was to determine the his-
topathological and immunohistochemical profile of
amalignant pheochromocytomain a dog.

Material and methods

A 6-year-old female golden retriever was euthanized at the
university clinic. Theclinical signsand history of treatment
were unknown. A necropsy examination was performed.
During the necropsy, left ventricular hypertrophic cardio-
myopathy, right ventricular dilated cardiomyopathy and
infarction foci in aheart musclewere observed. Inthelungs,
multifocal alveolar emphysema and atelectasis were seen.
Hydrothorax was also diagnosed. The kidneyswere swollen
and infarction foci in the cortex were present. Both adrenal
glandswere enlarged. Two reddish, 3-cm-in-diameter tumors
were found in the left and right adrenal glands. M etastases
were not found.

The tumor samples were collected, fixed in 10% buffered
formalin and embedded in paraffin. The paraffin sections
(5 um) were routinely stained with hematoxilin and eosin
(HE). Reticulin fibers were detected by using the modified
method according to Gordon and Sweet (Bio-Optica, Italy)
and collagen fibers were shown in Mallory trichrome stain-
ing (Bio-Optica, Italy).

The immunohistochemical examination was performed
using primary antibodies, a visualization system and chromo-
gen as summarized in Table 1. The specimens were counter-
stained with Mayer’s hematoxylin. The slides were scanned
and evauated using 3DHISTECH (Hungary) software. The
PCNA expression was evaluated in nine randomly-chosen
areas of the slide (40 x magnification). The PCNA index was
expressed as the percentage of PCNA-positive cells.

Results and discussion

Macroscopically, the tumor was well-demarcated
from the surrounding tissues, but the capsule was not
present. Inthetumor stroma, numerousfoci of necrosis
were present. Histopathol ogical examination revealed
the presence of mixed cell populations of neoplastic
cells arising from adrenal gland medulla. The cells
were round, oval, spindle and polygonal with a high
degree of anisocytosisand anisokaryosis. Smaller cells
were mostly round with small, round nuclei and scant,
eosinophilic cytoplasm. The medium and large cells
were oval, polygonal or spindle and had medium or
large, round-to-oval nuclei and abundant, eosinophilic
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Fig. 1. Adrenal gland, dog. Pleomorphlc neoplastlc cells. Nu-
cleoli are faintly visible. In single cells 2-3 nucleoli are seen. HE

Fig. 3. Adrenal gland, dog. Reticulin fibers which are dividing
neoplastic cells into Zellballen pattern. Silver impregnation

Fasi wl g \ ar =t
F1g 5. Adrenal gland, dog. Pos1t1ve neoplastlc cells show cy-
toplasmic granular staining pattern. CGA immunostaining

cytoplasm and 2-3 indistinct nucleoli. Some nuclei
were divided, resembling “ coffee beans’, which gave
an image of a double nucleus. The chromatin in the
nuclei was condensed or stippled. Mitotic figures were
not frequent and ranged from O to 2 per 400 x magni-
fication (Fig. 1).

Flg 2. Adrenal gland dog Small clusters of collagen ﬁbers
inside the tumor mass. Collagen structures are surrounded
by neoplastic cells. Mallory trichrome
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Fig. 4. Adrenal gland, dog. Neoplastic cells Ki67 negative.
Ki67 immunostaining
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Flg. 6. Adrenal gland, dog. Neoplastlc cells show p0s1t1ve mod-
erate to strong cytoplasmic expression. NSE immunostaining

The mallory trichrome method showed the pres-
ence of collagen fibers surrounding neoplastic cells
(Fig. 2). They were also seen in tumor parenchyma as
small clusters. Silver impregnation showed abundant
reticulin fibers which divided neoplastic cells into
medium-sized nests (Fig. 3).
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Fig. 7. Adrenal gland, dog. Neoplastic cells show strong reac-
tion. S100 protein immunostaining

Immunohistochemical examination using NSE
(Fig. 6) and S100 protein (Fig. 7) revealed a posi-
tive reaction in the cytoplasm of the tumor cells.
Immunohistochemical reaction with CGA was aso
positive and was seen as a granular staining pattern
in the cytoplasm of all populations of neoplastic cells
(Fig. 5). PCNA positive cells were located near fibrous
tissue (Fig. 8). The PCNA index was 17%. The neo-
plastic cells were negative for Ki67 (Fig. 4). Malignant
pheochromocytomawas diagnosed on the basis of the
histological and immunohistochemical examination
findings.

Pheochromocytoma is a tumor of chromaffin cells
of the adrenal gland medulla (7, 9). The diagnosis of
the tumor during life is difficult due to a variety of
clinical symptoms (6, 8). Some authors suggest that
clinical signs such as weakness, episodic collapse,
tachypnoea, panting, tachycardia, pacing, polyuria,
polydipsia, hypertension, vomiting and diarrhea have
prognostic value (6). However, these symptoms are
non-specific and therefore cannot be indicators of
the disease. Glison et a. (3) found that in 24 out of
50 dogs (48%), none developed any clinical signs
during pheochromocytoma and tumors were usually
diagnosed accidentally during necropsy or surgery.
When the clinical signs occurred, they were related
to nervous system (27%), circulatory and respiratory
distress (17%) or werelinked to many systems, which
was probably connected with therelatively long period
of the tumor presence/growth. The current diagnosis
was based mostly on the histopathology of adrenal
tissue after adrenalectomy or necropsy. In humans,
detection of increased concentrations of catecholamins
and their breakdown products, such as metanephrine
(MN) and normetanephrine (NMN) in urine or plasma,
is a standard test for pheochromocytoma diagnosis.
Unfortunately, thistest israrely performed in animals.
Measurement of the urinary NMN-to-creatinine ratio
has been shown to be significantly increased in dogs
with pheochromocytomacompared to dogswith hyper-
adrenocorticism or healthy animals (4). Symptoms
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Fig. 8. Adrenal gland, dog. A small percentage of the tumor
nucleus showed PCNA expression. PCNA immunostaining

found during clinical examination are non-specific
and cannot be used to diagnose adrenal gland tumor.
Pheochromocytomas may be associated with clinical
signs as a result of continuous or episodic secretion
of the catecholamines. Evaluation of blood pressure
induced by the sudden release of catecholamines can
precipitate acute congestive heart failure, pulmonary
edema, myocardial infarction, ventricular fibrillation
and cerebral hemorrhage (13).

Glison et al. (3) also showed that malignant pheo-
chromocytoma with local invasion was present in 26
out of 50 dogs (52%), with metastasis to a regional
lymph node in 6 out of 50 dogs (12%) and distant
metastasisin 12 out of 50 dogs (24%). The tumor was
the main cause of death in 19 out of 50 dogs (38%)
(3). In our study no local or distant metastases were
diagnosed.

Morphology of pheochromocytomacellsisnot very
characteristic. According to the WHO classification,
cellular and nuclear pleomorphism of neoplastic cells
and diffuse areas of necrosis are criteria of tumor
malignancy (5), as was confirmed in our study. An
immunohistochemistry examination, particularly the
presence of a positive CGA reaction in the cytoplasm
of neoplastic cells, confirmed the chromaffin cell
origin, which was consistent with the results of other
studies(1, 5, 9, 10, 13). Some authors also suggest that
the presence of spindle CGA-positive cells is linked
to malignant behavior (12, 15). In our case, spindle
cellswere CGA-positive. No metastaseswere noted in
the presented case, which may indicate benign tumor
behavior. However, many studies have confirmed that
malignant pheochromocytoma can grow at the origin
site without any signs of the metastases (1, 3). On the
other hand, some authors have accepted the thesisthat
the only absolute criterion of tumor malignancy isthe
presence of distant metastases (9). The Ki67 index is
not a reliable indicator of malignancy in malignant
pheochromocytoma. In the presented case it was
absent, which was also confirmed by other authors (12,
15). The PCNA index in malignant pheochromocytoma
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varies. Pace et a. have shown that the proliferation
index in rat malignant tumors differ from 11% to 61%
(12).

Silver impregnation showed plenty of reticulin
fibers, which divided the neoplastic cells into groups.
This phenomenon is called the Zellballen growth pat-
tern (7). The presence of numerous collagen fibers and
connective tissue around neoplastic cells usually pre-
vents the formation of distant metastases, as occurred
inour case.

On the basis of tumor morphology (strong cellu-
lar polymorphism, confluent areas of necrosis, high
anisocytosis and anisokaryosis) and positive immu-
noreactivity of the neoplastic cells with CGA, NSE,
and S100 proteins, malignant pheochromocytoma
was diagnosed, despite the low mitotic activity and
the absence of metastases. In conclusion, due to the
specific biology of the tumor, future studies should be
focused on finding specific and reliable methods to dif-
ferentiate benign and malignant pheochromocytoma.
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Abstract: Merkel cell tumors, a type of cutaneous round-cell tumors, are rarely observed in dogs and cats. This tumor type originates from
cutaneous neuroendocrine cells. In the present study, the morphology of canine and feline Merkel cell tumors and their immunoexpression
of neuron-specific enolase, cytokeratin, chromogranin A, Ki67, and metallothionein were evaluated using histopathological and
immunohistochemical methods. The canine Merkel cell tumor displayed a diffuse morphological pattern, whereas the feline tumor
displayed a solid morphological pattern. Both tumors were positive for neuron-specific enolase and cytokeratin, but negative for
chromogranin A. The Ki67 indexes in the canine and feline tumors were 7% and 25%, respectively. The expression of metallothionein
was minimal in both tumors. In conclusion, this paper describes the detailed histopathological and immunohistochemical features of
uncommon canine and feline Merkel cell tumors, including metallothionein expression, which has never been studied in such tumors

previously.

Key words: Merkel cell tumor, dog, cat, immunohistochemistry

1. Introduction

Merkel cell tumors (MCTs) are a rare neuroendocrine
neoplasm. This tumor type arises from Merkel cells of the
skin, the origin of which is not fully understood. There are
hypotheses that suggest a crest or epidermal origin (1-3).
It is hypothesized that these cells have somatosensory,
chemosensory, secretory, trophic, or inductive functions
in the development of peripheral nerves and epidermal
structures (2). Tumors arising from Merkel cells can be
benign or malignant. In humans, MCTs are a form of
the highly aggressive Merkel cell carcinoma (MCC) and
are classified into 3 subtypes: trabecular (classic pattern),
intermediate (solid pattern), and small cell (diffuse
pattern) (1). MCTs are rarely diagnosed in dogs and cats;
therefore, little is known about MCT pathogenesis, breed
predilections, and etiology in these species. Canine MCTs
are considered to be a benign neoplasm (3,4), whereas
feline MCTs are considered to be malignant, similar to their
human equivalent (4). The tumor is usually in the form of
an intradermal, unencapsulated mass extending into the
subcutis. The neoplastic cells are round, resembling other
cutaneous round-cell tumors such as plasmacytoma, mast-
cell tumors, histiocytoma, transmissible venereal tumors,
balloon-cell melanoma, and nonepitheliotropiclymphoma.

* Correspondence: mateusz.mikiewicz@uwm.edu.pl
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Epidermal and adnexal invasions are not observed (3).
Due to the nonspecific morphology and rarity of MCTs
in dogs and cats, these tumors are often misdiagnosed by
routine hematoxylin and eosin (H&E) staining. Therefore,
additional immunohistochemical experiments should be
conducted to properly diagnose MCTs (3). The neoplastic
cells of MCTs in animals and MCC in humans typically
express neuroendocrine markers, such as neuron-specific
enolase (NSE), chromogranin A (CGA), synaptophysin
(SYP), protein gene product 9.5 (PGP 9.5), substance P
(SP), vasoactive intestinal polypeptide (VIP), insulin,
gastrin, and epithelial marker cytokeratin (AE1/AE3)
(3-6). However, CGA expression is occasionally absent in
MCC (4).

The metallothioneins (MTs) are a family of cysteine-
rich proteins located in the cytoplasm and nucleus
during the S phase of the cell cycle (7). The key functions
of these proteins are neutralization of free radicals,
immunomodulation, and apoptosis inhibition. There are
2 forms of MTs, varying by metal occupancy: metal-free
(apo-MT) and metal-bound (holo-MT) (8). Holo-MT has
anticarcinogenic activity because it protects DNA from
damaging agents, whereas apo-MT is correlated with
tumor growth and progression. The interaction of apo-
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MT sulthydryl groups with p53 leads to p53 inactivation
and initiation of neoplastic cell proliferation (9,10).
Overexpression of MT in human tumors, and particularly
in breast, ovarian, uterine, and prostate carcinomas, is
related to high proliferative activity of neoplastic cells
and to therapeutic resistance. However, downregulation
of MT expression in hepatocellular carcinomas is
associated with poor prognosis (11). In certain tumors,
i.e. primary pulmonary carcinoma, MT expression is
positively correlated with the expression of the cellular
proliferation marker Ki67 (12,13). In dogs, the expression
of MT has been studied in apocrine gland tumors,
mammary gland tumors, melanotic tumors, and primary
pulmonary carcinomas. In cats, studies have been limited
to melanotic tumors and primary pulmonary carcinomas.
The expression of MT in both MCTs and human MCC has
not been previously evaluated.

The aim of the present study was to examine the
immunoexpression of NSE, CGA, AE1/AE3, MT, and
Ki67 in 2 cases of MCTs (canine and feline).

2. Case history

The tumors in both species presented as an intradermal
mass located in the buccal area. The canine tumor was
obtained from a 5-year-old intact mongrel bitch, and the
feline tumor was obtained from a 13-year-old neutered
European shorthair male. Both tumors were surgically
excised, sampled, immediately fixed in 10% buffered
formalin, and routinely processed. Histological diagnosis
was based on H&E and Mallory trichrome staining
(staining kits from Bio-Optica, Milan, Italy). Sections
destined for immunohistochemistry underwent antigen
retrieval before staining. The immunohistochemical
examination was performed using primary antibodies,
visualization systems, and a chromogen, as summarized
in the Table. The slides were counterstained with Mayer’s
hematoxylin. As positive controls, both canine and

feline tissue sections were processed together with the
evaluated slides (NSE-brain cortex; CGA-gastric mucosa;
AE1/AE3-skin; MT-mammary gland; Ki67-tonsil). As
negative controls, the primary antibody was either replaced
with mouse IgG2a (DAKO, Glostrup, Denmark) at the
appropriate dilution (for NSE, Ki67, MT, and AE1/AE3) or
omitted (for CGA). Brown precipitate was regarded as an
indicator of a positive reaction. The slides were evaluated
by light microscopy (BX52, Olympus, Tokyo, Japan) using
CellAB (Olympus) software. The immunoreactivities
of NSE, CGA, AE1/AE3, and MT were evaluated using
digital microphotography and were described as absent
(), minimal (10%-30%), moderate (30%-70%), or high
(70%-100%) in a high-power field (HPF) (400x). The
mitotic figures were counted in 10 randomly chosen areas
of each slide (HPF 400x). Ki67 immunoexpression was
evaluated quantitatively in 10 randomly chosen areas of
each slide (HPF 400x). The Ki67 index was expressed as a
percentage of positively stained cells.

3. Results and discussion

In the dog, the tumor was unencapsulated, located in a
deep area of the skin, and did not exhibit invasion into the
skin or the adnexal structures. The cells were small (Figure
1) and surrounded by thick fibrovascular stroma, as
confirmed by Mallory trichrome staining (inset of Figure
1). The nuclei were hyperchromatic, with an average of
7 per 10 HPFs of mitotic figures (400x). The cytoplasm
was eosinophilic and sparse. The neoplastic cells had
positive, high (approximately 80% of the neoplastic cells)
intracytoplasmic granular or diffuse expression of NSE
(Figure 2) and high (90% of the neoplastic cells) perinuclear
expression of AE1/AE3 (Figure 3). CGA expression was
absent (Figure 4). Cytoplasmic and membranous MT
expression was minimal (approximately 15% of the cells)
(Figure 5). The Ki67 index was 7% (Figure 6).

Table. Primary antibodies used for the particular methods of antigen retrieval and visualization.

Primary antibody Clone Dilution Source Antigen retrieval Visualization system
Neuron-specific Monoclonal mouse 1:100 DAKO, 2 x 5 min* TrisEDTA | EnVision + System-HRP,
enolase (NSE) antihuman BBS/NC/VI-H14 ’ Denmark | buffer pH 9 Mouse (DAB)#
Cytokeratin Monoclonal mouse 1:50 DAKO, 2 x 5min* TrisEDTA | EnVision + System-HRP,
(AE1/AE3) antihuman AE1/AE3 ’ Denmark | buffer pH 9 Mouse (DAB)#
Metallothionein Monoclonal mouse 1:50 DAKO, 2 x 5 min* TrisSEDTA | EnVision + System-HRP,
(MT) antimetallothionein clone E9 ’ Denmark | buffer pH 9 Mouse (DAB)#
Chromogranin A . . DAKO, 2 x 5min* TrisSEDTA | Impress Universal Reagent
(CGA) Polyclonal rabbit antihuman Ready-to-use Denmark | buffer pH 9 Anti-Mouse/Rabbit Ig Peroxidase$
Ki67 Monoclonal mouse 175 DAKO, 2 x 5min* TrisSEDTA | EnVision + System-HRP,

! antihuman MIB-1 ’ Denmark | buffer pH 9 Mouse (DAB)#

*Antigen retrieval was conducted in a microwave oven at 650 W; $DAKO, Glostrup, Denmark; §Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA.
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Figure 1. Merkel cell tumor in dog skin. Clusters of small neoplastic cells surrounded by abundant fibrovascular stroma — small cell
subtype (H&E). Inset: Collagen fibers surrounding clusters of neoplastic cells (Mallory trichrome).

Figure 2. Merkel cell tumor in dog skin. Positive immunolabeling of neoplastic cells to NSE, DAB.

Figure 3. Merkel cell tumor in dog skin. Positive immunolabeling of neoplastic cells to AE1/AE3, DAB.

Figure 4. Merkel cell tumor in dog skin. No CGA expression in neoplastic cells, DAB.

Figure 5. Merkel cell tumor in dog skin. Cytoplasmic and membranous expression of MT in neoplastic cells, DAB.

Figure 6. Merkel cell tumor in dog skin. Expression of Ki67 in neoplastic cells, DAB.

In the cat, the tumor was unencapsulated, located in a The cytoplasm was pale, eosinophilic, and moderate. The
deep area of the skin, and did not show epidermal or follicular neoplastic cells showed high (approximately 90% of the
invasion. The tumor was composed of monomorphic round neoplastic cells) cytoplasmic granular or diffuse expression
cells that were arranged in sheets (Figure 7) and separated of NSE (Figure 8), high (approximately 90% of the neoplastic
by delicate fibrovascular stroma (confirmed by Mallory cells) cytoplasmic perinuclear expression of AEI/AE3
trichrome staining, inset of Figure 7). The centrally located (Figure 9), and no CGA expression (Figure 10). Cytoplasmic
nuclei were round to oval in shape, with evenly dispersed and nuclear expression of MT (Figure 11) was minimal and
chromatin and a sharply defined nuclear membrane. The was observed in approximately 30% of the neoplastic cells.
number of mitotic figures was 56 per 10 HPFs (400x). The Ki67 index was 25% (Figure 12).
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Figure 7. Merkel cell tumor in cat skin. Round neoplastic cells divided by thin fibrovascular stroma - intermediate subtype (HE). Inset:
Delicate collagen fibers surrounding packets of neoplastic cells (Mallory trichrome).

Figure 8. Merkel cell tumor in cat skin. Positive immunolabeling of neoplastic cells to NSE, DAB.

Figure 9. Merkel cell tumor in cat skin. Positive immunolabeling of neoplastic cells to AE1/AE3, DAB.

Figure 10. Merkel cell tumor in cat skin. No CGA expression in neoplastic cells, DAB.

Figure 11. Merkel cell tumor in cat skin. Cytoplasmic and nuclear expression of MT in neoplastic cells, DAB.

Figure 12. Merkel cell tumor in cat skin. Expression of Ki67 in neoplastic cells, DAB.

The results of the present study suggest that canine
MCTs correspond to the diffuse pattern (small-
cell subtype) of human MCC, whereas feline MCTs
correspond to the solid pattern (intermediate subtype).
In both cases, the immunoreactivities of the neoplastic
cells indicated positivity for NSE and AE1/AE3, which
suggests a neuroectodermal origin of the cells. Similar
immunolabeling was also observed by other authors (4-

6,14,15). In the present study, the neoplastic cells were
CGA negative in both the canine and the feline MCTs,
which corresponds to CGA-negative cases of human MCC
(15).

Both the canine and the feline MCTs had minimal
MT expression. In human large-cell neuroendocrine
carcinoma of the lung, the expression of MT is also
minimal or even absent (16). A complete lack of MT
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expression is associated with amplified spontaneous and
mutagenic DNA damage (10). High MT expression in
canine apocrine gland tumors as well as in canine and
feline melanomas is positively associated with tumor
grade. Similar associations have been observed in many
human tumors, e.g., cutaneous melanoma, adenoid cystic
carcinoma of the salivary gland, and breast carcinoma (i.e.
invasive carcinoma of no special type, invasive lobular
carcinoma, tubular carcinoma, cribriform carcinoma,
mucinous carcinoma, carcinoma with medullary features,
and invasive papillary carcinoma) (9). However, only 25%
of canine cutaneous melanomas and only 6% of feline
cutaneous melanomas show expression of MT (10). Given
that holo-MT protects DNA from damage and that apo-
MT is related to tumor growth and progression, future
research on the role of both MT forms in the pathogenesis
of canine and feline MCTs will be necessary (9,10).
Mitotic activity and the Ki67 index were low in the
canine MCT, whereas in the feline MCT mitotic activity
was high and the Ki67 index was moderate. High mitotic
activity and a high Ki67 index are indicative of malignancy
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Morphology and immunoreactivity
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Abstract

The aim of the study was the evaluation of morphology and immunophenotype of canine (19
cases) and feline (7 cases) extramedullary plasmacytomas. Tumours, located in skin, oral cavity and
spleen were surgically excised, fixed and processed for histopathology and immunohistochemistry
(CD79a, CD18, proliferating cell nuclear antigen, metallothionein). Histologically, tumours were
classified into mature, cleaved, asynchronous, polymorphous blastic, hyalin, or monomorphous blastic
type. All evaluated tumours showed cytoplasmic expression of CD79a. antigen. The expression of
CD18 was observed in canine cutaneous and splenic tumours. In canine tumours expression of
metallothionein was low to moderate, while in feline plasmacytomas — absent or low. In canine
tumours, the mitotic index and proliferating cell nuclear antigen index were positively correlated with
the expression of metallothionein. In feline tumours no correlation between mitotic index, proliferat-
ing cell nuclear antigen and metallothionein was found. This is the first study describing expression of

metallothionein in canine and feline extramedullary plasmacytoma.
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Introduction

According to the classification of the World
Health Organization, plasma cell tumour is the neo-
plasm arising from mature B-cells, producing im-
munoglobulin (Ig) (Valli et al. 2002). Canine and fe-
line plasma cell tumours can be divided into: multiple
myeloma (MM) and solitary plasmacytoma with soli-
tary osseous plasmacytoma and extramedullary plas-
macytoma (EMP) subtypes. Cutaneous EMP, to-
gether with canine cutaneous histiocytoma, neuroen-
docrine tumours, transmissible venereal tumour, mast

cell tumours, and cutaneous lymphoplasmocytic lym-
phoma are included in the group of round cell tu-
mours. Due to its nonspecific morphology, EMP is
often misdiagnosed, therefore immunohistochemistry
is necessary for definitive diagnosis (Morton et al.
1986, Baer et al. 1989, Ramos-Vara et al. 2007). Tu-
mour cells express CD790, a transmembrane protein
which is a part of B-cell antigen receptor (BCR). This
protein is specific to B lymphocytes and plasma cells
(Schrenzel et al. 1998, Ramos-Vara et al. 2007). Due
to antibodies production, detection of the lambda
chain subunit of immunoglobulin is a useful diagnos-
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tic tool (Rowland and Linke 1994, Majzoub et al.
2003). Neoplastic plasma cells can also express CD18
antigen (Ramos-Vara et al. 2007).

EMP is uncommon neoplasm in dogs and cats
(Baer et al. 1989, Adelman et al. 2014), and occurs
especially in old animals (Rannou et al. 2009). The
predisposed locations in dogs are pinnae, digits, and
oral cavity (Van Wettere et al. 2009, Gupta et al.
2014). In dogs, malignancy of the neoplasm depends
on the primary lesion localization. Cutaneous and oral
cavity EMPs have more benign behavior than EMPs
localized elsewhere (Borgatti 2010, Gupta et al. 2014).
In cats, European Short-Haired breed is predisposed
to EMP (Majzoub et al. 2003, Borgatti 2010). EMP in
cats mostly arises in the gastrointestinal tract, es-
pecially rectal mucosa, sometimes tumour can be
found in the esophagus, lungs, spleen, kidney, ret-
roperitoneal space, orbit, and brain (Majzoub et al.
2003, Borgatti 2010). The previous studies revealed
that the feline EMPs are mostly benign. However, the
possibility of metastases and recurrence cannot be ex-
cluded (Platz et al. 1999, Gupta et al. 2014). In con-
trast to multiple myeloma, there is no bone and bone
marrow involvement in animals (Gupta et al. 2014).

Metallothioneins (MTs) are members of a family
of cysteine-rich proteins, located in cytoplasm and
during S phase also in the nucleus. Key functions of
these proteins are free radicals neutralization, im-
munomodulation, and apoptosis inhibition. The
metal-bound MT shields DNA from damaging agents.
The metal-free MT interacts with the tumour sup-
pressor protein p53, leading to its inactivation, fol-
lowed by increased cellular proliferation (Dincer et al.
2001, Martano et al. 2012). The studies of MT ex-
pression have been limited to canine apocrine gland
tumours, mammary gland tumours, melanocytic tu-
mours, and primary pulmonary carcinomas. In cats,
reports concerned only melanocytic tumours, mam-
mary gland tumours, and primary pulmonary carcino-
mas. In canine apocrine gland tumours high MT ex-
pression is correlated with malignancy (Martano et al.
2012). However, in dogs the majority of the benign
and malignant mammary tumours also express MT.
Interestingly, feline benign mammary tumours are
mostly MT-negative, and only 30% of malignant vari-
ants of mammary tumours express MT (Dincer et al.
2001).

Proliferating cell nuclear antigen (PCNA) is
a subunit of DNA polymerase delta and its main func-
tion is the DNA repair. The high PCNA level can be
found in replicating cells during the cell cycle’s from
late G1 phase to early S phase (Webster et al. 2007).
Overexpression of PCNA has been correlated with
cellular proliferation in malignant tumours, and its
higher value is associated with advanced stage of ma-

lignancy (Alexandrakis et al. 2005, Tsirakis et al.
2011). In canine mast cell tumours PCNA has been
shown to be one of the tumour malignancy indicators
(Simoes et al. 1994, Webster et al. 2007). The MT
expression is positively correlated with PCNA in hu-
man benign and malignant laryngeal epithelial tu-
mours (Ioachim et al. 1999). The correlation of MT
and PCNA has not been studied in canine and feline
EMPs.

The aims of this study were to compare the mor-
phology of canine and feline EMPs and evaluation of
CD79, CD18, MT and PCNA expression by neoplastic
cells.

Materials and Methods

The study included cutaneous, oral cavity and
splenic tumours collected from 19 dogs (mongrels
n=14, Rottweilers n=2, Golden Retriever n=1,
Beagle n=1, Yorkshire Terrier n=1) and 7 cats
(European Short-Haired n=7). Detailed data is sum-
marized in Table 1 and Table 2. The tumours were
surgically excised, immediately fixed in 10% neutral
formalin, processed routinely and paraffin wax-em-
bedded. Sections were stained with haematoxylin and
eosin (H&E) and toluidine blue (to exclude mast cell
tumours). The sections for immunohistochemistry
were mounted on silanized glass slides, deparaf-
finized, rehydrated, and exposed to antigen retrieval.
The immunohistochemical examination was per-
formed using primary antibodies, visualization system,
and 3, 3’- diamonobenzidine (DAB) as chromogen
(Table 3).

The specimens were counterstained with Mayer’s
haematoxylin. Positive controls for canine and feline
tumours separately were processed together with the
evaluated slides (CD79o. — tonsil; CD18 — lymph
node; MT — mammary gland; PCNA - skin). As nega-
tive controls, the primary antibody was replaced with
mouse IgG2a (DAKO, Glostrup, Denmark) at the ap-
propriate dilution (MT and PCNA), mouse IgGl
(AbD Serotec, Raleigh, North Carolina, USA) at the
appropriate dilution (CD790) or omitted (CD18).
The slides were evaluated in light microscope BX 52
(Olympus, Japan) using Cell*B (Olympus, Japan) sof-
tware. The brown precipitate in CD79a and CD18
immunolabelling was regarded as the positive reac-
tion. The PCNA index was expressed as the percen-
tage of PCNA-positive cells in ten randomly chosen
areas of the slide (HPF 400x). The mitotic index has
been counted in ten randomly-chosen areas of the
slide (HPF 400x). Statistical calculations were per-
formed using Statistica software ver 12.0 (Tulsa, OK,
USA). Mean value and standard deviation (SD) was
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Table 1. Site of lesion, sex, age, mitoses, and immunohistochemical labeling of tumour cells in 19 dogs with plasma cell tumour.

Sex Mean age Mitoses PCNA IRS
Site  No. Dogs (male/ (years (mean CD18 CD79a (mean MT
female) and SD) and SD) and SD) expression)

Skin 11 3/8 10.18 (£ 2.47)  12.73 £10.02 + + 40.73 £ 13.94 0-6

Spleen 5 2/3 11.4 (£ 3.13) 575+£25 + + 252+438 1-4

Oral 3 12 11.67 (£ 3.79)  10.67 + 6.43 - + 3233 +£11.37 24
cavity

Total 19 6/13 10.74 (£ 2.76)  10.83 £ 8.57 3435+ 13.21 0-6

Table 2. Site of lesion, sex, age, mitoses, and immunohistochemical labeling of tumour cells in 7 cats with plasma cell tumour.

Sex Mean age Mitoses PCNA IRS
Site  No. cats (male/ (years (mean CD18 CD79a (mean MT
female) and SD) and SD) and SD) expression)
Skin 3 21 7.17 (£ 5.30) 1133 £ 4.16 ND* + 28.67 £7.37 0-2
Spleen 1 0/1 13 5 ND* + 20 2
Oral 3 1/2 8.67 (+4.04) 6.33 £2.08 ND* + 24.67 £4.93 0
cavity
Total 7 3/4 8.64 (+4.64) 8.29 £3.95 25.71 £ 6.05 0-2

*ND - not done

Table 3. Primary antibodies used with the particular methods of antigen retrieval and visualization.

Primary ) Diluti Antigen isualizati
antibody Clone ilution Source retrival Visualization system
CD79% Monoclonal mouse anti- 1:100 ADbD Serotec, 4 x Smin*  EnVision + System-HRP,
-human MCA2538 USA TrisEDTA Mouse (DAB)**
buffer pH=9
CD18 Monoclonal mouse anti- 1:10 P.F. Moore, Proteinase  EnVision + System-HRP,
-canine CA16.3C10 USA K Ready-to-Use Mouse (DAB)**
5 min, DAKO,
Denmark
Metallothionein ~ Monoclonal mouse anti- 1:50 DAKO, 2x5min* EnVision + System-HRP,
-metallothionein clone Denmark TrisEDTA Mouse (DAB)**
E9 buffer
pH=9
PCNA Monoclonal mouse anti- 1:200 DAKO, 2x 5 min* EnVision + System-HRP,
-proliferating cell nuclear Denmark TrisEDTA Mouse (DAB)**
antigen clone PC10 buffer pH=9

* antigen retrieval was conducted in a microwave oven, 650Watts.
** Dako, Glostrup, Denmark.

calculated for the mitotic and PCNA index. In order
to evaluate the expression of MT a semi-quantitative
scale of ImmunoReactive Score (IRS) was applied, in
which intensity of colour reaction and positive cells
percentage were taken into account (Remmele and

Stegner, 1987). Relationships between mitotic index,
IRS, and PCNA index were evaluated using the
Spearman rank correlation analysis (r: Spearman rank
correlation coefficient). The correlations were con-
sidered statistically significant when p<0.05.
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Fig. 1. EMP mature type, spleen. Dog. Round to oval cells with round to oval, eccentrically located nuclei are present. HE. Fig.
1A EMP mature type, spleen. Dog. Magnification x100. HE; Fig. 2. EMP mature type, spleen. Dog. Immunohistochemical
labelling to CD79a.. CD790. immunolabelling, DAB; Fig. 3. EMP mature type, spleen. Dog. Immunohistochemical labelling to
CD18. CD18 immunolabelling, DAB; Fig. 4. EMP mature type, spleen. Dog. A large percentage of the tumour cell nucleus
showed PCNA expression. PCNA immunolabelling, DAB. Fig. 4A. EMP monomorphous blastic type, skin. Dog. Low number of

tumour cells are MT positive. MT immunolabelling, DAB.

Results

The evaluated tumours represented mature type
(canine n=4; feline n=2), cleaved type (canine n=3,
feline n=2), asynchronous type (canine n=2, feline
n=2), polymorphous blastic type (canine n=4; feline
n=1), monomorphous blastic type (canine n=>5) and
hyaline type (canine n=1).

In the mature type (Fig. 1), the tumour cells were
round to oval with minimal anisocytosis and an-
isokaryosis, eccentrically located nuclei and clumped
chromatin (,,cartwheel”), resembling mature plasma
cells (Fig 1A). In canine and feline tumours mitotic
figures ranged from 3 to 7 per 10/HPFx400. Occa-
sionally, multinucleated giant cells were seen.

In the cleaved type, the prominent feature of the

tumour cells was convoluted nuclei and slightly
eosinophilic cytoplasm. The cells had indistinct cell
borders. The chromatin was finely granulated and
nucleoli were invisible. In canine and feline tumours
mitotic figures ranged from 4 to 18 per 10/HPFx400.
Fibrous septa divided tumour cells into packets. The
multinucleated giant cells were present.

In the asynchronous type (Fig. 5), blastic cells with
eccentric nucleus and centrally located nucleolus were
seen. Abundant, basophilic cytoplasm with perinuc-
lear halo was observed (Fig. 5A). In canine and feline
tumours mitotic figures ranged from 5 to 10 per
10/HPFx400. Alike in cleaved type the giant cells were
numerous.

In the polymorphous blastic type, the tumour cells
showed marked anisocytosis, anisokaryosis and poly-
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Fig. 5. EMP, asynchronous type, skin. Cat. Round to oval cells with round to oval, eccentrically located nuclei and clumped
chromatin are present. HE. Fig. SA EMP asynchronous type, skin. Cat. Magnification x100. HE; Fig. 6. EMP, asynchronous type,
skin. Cat. Immunohistochemical labelling to CD790. CD790. immunolabelling, DAB; Fig. 7. EMP, asynchronous type, skin. Cat.
A large percentage of the tumour cell nucleus showed PCNA expression. PCNA immunolabelling, DAB. Fig. 7A. EMP polymor-
phous blastic type, skin. Cat. Most tumour cells are MT negative. MT immunolabelling, DAB.

morphism. The blastic cells were admixed with mature
cells. In canine tumours mitotic figures ranged from
12 to 35 per 10/HPFx400, while in feline there was 16
per 10/HPFx400. The multinucleated giant cells were
common. Some giant cells had up to 7 nuclei.

In the monomorphous blastic type, the cellular
population was monotonous. The tumour cells were
round to oval, similar in size, with light, vast nucleus
and small 1 to 3 nucleoli per cell. In canine tumours
mitotic figures ranged from 6 to 10 per 10/HPFx400.

In the hyaline type, the distinguishing feature of
the tumour cells was abundant cytoplasm,
crescent-shaped, eccentrically located nuclei, and cen-
tral prominent 1 to 5 nucleoli per cell. The number of
mitotic figures was 9 per 10/HPFx400. A few giant
cells were seen in the tumour.

Despite of EMP type the mitotic index ranged de-
pending on the tumour localization in both dogs and
cats. In dogs, mitotic figures counted per 10/HPFx400

numbered from 5 to 35 in skin, 3 to 9 in spleen, and
6 to 18 in oral cavity EMPs (Table 1). In the skin
asynchronous (n=2), polymorphous blastic (n=4),
and monomorphous blastic (n=5) types were ob-
served. In the spleen mature (n=4) and hyaline (n=1)
types were observed. In the oral cavity only cleaved
(n=3) type was found. In cats, mitotic figures counted
per 10/HPFx400 numbered from 8 to 16 in skin, 5 in
spleen, and 4 to 8 in oral cavity EMPs (Table 2). In
the skin asynchronous (n=2) and polymorphous
blastic (n=1) types were observed. In the spleen and
oral cavity mature type (n=2) was seen. Cleaved type
(n=2) was only diagnosed in oral cavity.

In dogs (Fig. 2) and cats (Fig. 6) EMP cells had
high, positive (90%) cytoplasmic expression of
CD790. In dogs, approximately 80% of the neoplastic
cells showed high, cytoplasmic CD18 expression in
cutaneous and splenic (Fig. 3) tumours, however in
oral cavity tumours the expression of CDI18 was
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Fig. 6. IRS in canine (n=19) and feline tumours (n=7).

absent. The lack of CD18 immunolabelling in the fe-
line positive control slide indicates, that anti-canine
antibody used in this study does not cross-react with
the feline antigens. The PCNA expression in both ca-
nine (Fig. 4) and feline (Fig. 5) tumours varied, but
the mean value was approximately 30%. In dog and
cat tumours MT expression was variable. Most of ca-
nine tumour types had low MT expression (Fig. 4A),
however only one cutaneous polymorphous blastic
(thoracic area) EMP type had moderate MT express-
ion. Other cutaneous polymorphous blastic type had
low MT expression. One of the asynchronous type
(skin, axillary area) showed no MT expression, but the
other one from skin of the hind limb had low express-
ion. In cats low MT expression (Fig. 7A) was observed
in polymorphous blastic (skin) and mature type
(spleen). In asynchronous (skin), cleaved and mature
type (spleen and oral cavity) absent MT expression
was seen. Detailed characteristics of the immunoreac-
tivity of evaluated tumours were collected in Table
1 and Table 2.

The results of IRS are shown on Fig. 6. In canine
tumours, the mitotic index (r=0.805; P=0.000) and
PCNA index (r=0.53; P=0.019) were positively corre-
lated with IRS. In feline tumours, there was no corre-
lation between the mitotic index and IRS (r=0.642;
P=0.120), and PCNA index and IRS (r=0.531;
P=0.618).

[ 25%-75%

feline tumours T min - max

Discussion

Plasma cell tumours are neoplasms arising from
B-lymphocytes, which occur in mature animals and
are more frequently seen in dogs aged 11 years or
more, and cats aged 9 years or more. The evaluated in
our study EMPs were seen mostly in older animals,
what corresponds to other reports (Platz et al. 1999,
Majzoub et al. 2003, Rannou B et al. 2009, Gupta et
al. 2014). Most of the tumours were located in the
skin, what was also revealed by other authors (Platz et
al. 1999). The vast majority of the evaluated canine
EMPs occurred in mongrels. The previous studies re-
vealed that American Cocker Spaniel, English Cocker
Spaniel, Airdale Terrier, Kerry Blue Terrier, Scottish
Terrier, Yorkshire Terrier, Golden Retriever, Labra-
dor Retriever and mixed breeds are predisposed to
EMP (Cangul et al. 2002, Gupta et al. 2014). The
evaluated canine EMPs were seen more often in
bitches than in males, in contrary to previous studies
(Brunnert and Altman 1991, Cangul et al. 2002).

In the present study, in cats EMP affected only
the European Short-Haired breed, equally females
and males. Although, there are single records of EMP
in Abyssinian, Long-Haired Persian and Burmese
cats, the breed predisposition of EMP in cats is un-
known. Male cats seem to be most affected (Majzoub
et al. 2003). The low number of feline EMPs evalu-
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qated in our study do not permit any generalization
regarding the breed or sex predispositions.

Regarding morphology of the tumour cells and
the tumour architecture, the EMP can be classified
into six types (mature, hyalin, cleaved, asynchronous,
monomorphous blastic, polymorphous blastic types)
(Cangul et al. 2002). The present study described all
six types of EMP in dogs, and among them mono-
morphous blastic type was the most frequent. Ac-
cording to the previous studies, the monomorphous
blastic and cleaved type are the most common types
of EMPs in dogs (Platz et al. 1999, Cangul et al.
2002).

Due to the similar morphology and tumour archi-
tecture, as observed in canine EMP, the same his-
tological types can be distinguished in cats. In a pre-
vious study, the asynchronous EMP was the most
common type of feline EMP (Majzoub et al. 2003).
In our study four types (mature, cleaved, asyn-
chronous, and polymorphous blastic) of EMPs were
equally represented, while the monomorphous
blastic type and hyaline type were not revealed, what
may suggest that these EMP types are rare in cats,
however, further study involving more cases of feline
EMP should be perform to confirm these findings.

In multiple myeloma, well-differentiated, mature
and small cells are indicators of a low grade, whereas
plasmablastic, immature cells are the feature of
high-grade malignancy tumours. In EMPs, there is
no correlation between tumour type and prognosis,
however well-differentiated forms appear to have be-
nign behaviour but anaplastic types are considered as
locally-aggressive, slowly-progressive and rarely
metastasizing tumours (Cangul et al. 2002). The ob-
tained results provided the basis for indicating an
increased risk of local recurrence or distant meta-
stases. The follow-up data, not available in the pres-
ent study, would be necessary to estimate the biologi-
cal behavior of the evaluated tumours.

Positive CD79a labelling was observed in all
evaluated canine and feline tumours, what was also
confirmed in other research (Webb et al. 2008, Van
Wettere et al. 2009). However, Moore et al. revealed,
that about 20% of EMPs are CD790--negative (Moore
et al. 2000). CD18 is a marker of all leukocytes, how-
ever, its expression is 10 times higher in macrophages,
monocytes and dendric cells compared with lym-
phocytes, as well as plasma cells (Mazzone and
Ricevuti 1995, Schrenzel et al. 1998). The expression
of CD18 in canine EMP is variable regardless of the
tumour type and localization (Ramos-Vara et al.
2007). In our study CD18 expression was observed in
cutaneous and splenic tumours, with no immunoreac-
tivity in EMPs located in oral cavity. Nevertheless, the
low number of evaluated tumours does not allow to

draw any relationship between the tumour localisation
and the expression of CD18.

In both canine and feline EMPs, the PCNA and
mitotic index was higher in cutaneous and oral cavity
tumours than in spleen. This result may indicate that
those tumours had more dynamic cellular prolifer-
ation, therefore showed more intensive and faster
growth.

The positive correlation between MT expression
and mitotic index was shown in canine apocrine gland
tumours and canine and feline melanomas (Martano
et al. 2012). The expression of MT fluctuates during
tumour growth, and in some human tumours (breast,
colon, kidney, liver, lung, nasopharynx, ovary, pros-
tate, salivary gland, testes, thyroid, and urinary blad-
der tumours) the level of MT is positively correlated
with the proliferation rate and the malignancy grade
(Gumulec et al. 2014). On the other hand, a complete
lack of MT expression was observed in some human
colo-rectal adenocarcinomas, what was linked to
spontaneous and mutagenic DNA damage (Dincer et
al. 2001). In the evaluated canine EMPs, the express-
ion of MT was variable, but usually low to moderate,
in contrast to the feline EMPs, where MT expression
was absent or low despite the type and tumour localiz-
ation. The positive correlation between PCNA,
mitotic index and IRS in canine tumours suggests,
that the expression of MT is connected with the tu-
mour growth. However, the mechanism of such rela-
tionship remains unclear. In the human cervical car-
cinoma, the expression of MT increased with the in-
tensity of the local spread of the disease (Walen-
towicz-Sadlecka et al. 2013). In cats, the tumour
growth is probably unrelated to the expression of MT,
as there is no correlation between PCNA, mitotic in-
dex and IRS. However, the study including more cases
of the feline EMPs is necessary to confirm the lack of
the relationship between expression of MT and tu-
mour growth.

Summarizing, mature, cleaved, asynchronous, and
polymorphous blastic histological types of EMPs can
be diagnosed in both dogs and cats. Additionally, in
dogs monomorphous blastic and hyaline types could
be observed. The absence of the two former types of
EMPs in cats can indicate that those types have rare
occurrence in these animals. CD790 seems to be
a good diagnostic marker for EMPs in dogs and cats.
In canine tumours positive correlation between
PCNA, mitotic index and IRS is mostly connected
with tumour growth, however, in cats no such correla-
tion was found, still the study including more cases of
feline EMPs is necessary to confirm the occurrence of
monomorphous blastic, hyaline type and the absence
of the relationship between expression of MT and tu-
mour growth.
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Summary

Post-traumatic intraocular sarcomas are rarely reported in domestic animals and are most common in cats. An
8-year-old rabbit (Oryctolagus cuniculus) was referred to a veterinary clinic due to ocular discharge, uveitis and
protein precipitate in the anterior chamber of the right eye. The eye was enucleated and histopathological ex-
amination revealed a poorly demarcated tumour within the ciliary body with invasion to adjacent eye struc-
tures. Neoplastic cells formed chaotic cartilage lacunae and were immunopositive for vimentin but
immunonegative for pancytokeratin. On this basis, the neoplasm was diagnosed as a chondrosarcoma. To
the best of our knowledge, this is the first report of intraocular chondrosarcoma in a rabbit. There was no his-
tory of previous ocular trauma but as there was serological evidence of Encephalitozoon cunicult infection, inflam-
mation could have been a predisposing factor to development of the neoplasm.

Reywords: chondrosarcoma; neoplasia; rabbit; sarcoma

Post-traumatic ocular sarcomas are rare in animals
but have been described in cats, rabbits, dogs and
discus (Symphisodon aequifasciatus) (McPherson el al.,
2009; Magi et al., 2013; Perlmann et al., 2013;
Moreira et al., 2018). In cats, post-traumatic ocular
sarcoma occurs in three variants: spindle cell sar-
coma, lymphoma, osteosarcoma and chondrosar-
coma (Zeiss el al., 2003; Naranjo and Dubielzig,
2007; Dubielzig et al., 2010). Post-traumatic intraoc-
ular spindle cell sarcoma and lymphoma have been
described in rabbits (McPherson et al., 2009; Keller
et al., 2019). Ocular osteosarcoma and chondrosar-
coma are rare and are thought to originate from
mesenchymal stem cells (Dubielzig et al., 2010).
Intraocular neoplasms are regarded as having low
metastatic potential and metastases have been only
rarely reported in domestic animals (McPherson
etal., 2009; Wilcock and Njaa, 2016). However, there
is a single report of post-traumatic intraocular chon-

Correspondence to: I. Otrocka-Domagata (e-mail: i.otrocka-domagala(@

uwm.edu.pl).

0021-9975/$ - see front matter
https://doi.org/10.1016/j.jcpa.2020.06.013

© 2020 Elsevier Ltd. All rights reserved.

drosarcoma with lung metastasis in a cat (Moreira
et al., 2018). In this report we document the clinical,
histological and immunohistochemical findings of
intraocular chondrosarcoma with possible lung
metastasis in a rabbit.

An 8-year-old, 1.81 kg, female Netherland Dwarf
rabbit (Oryctolagus cuniculus) was presented with right
ocular discharge and a dark spot, 2 mm in diameter,
on the cornea. Ophthalmological examination of the
affected eye revealed uveitis, protein precipitate in the
anterior chamber and neovascularization of the
cornea, which corresponded to the grossly visible
dark spot. Corneal ulceration was absent and the
left eye was normal. The intraocular pressure (IOP)
of the right eye was tested with a Schiotz Tonometer
(Reister, Jungingen, Germany) and found to be too
low to be measured while the IOP of the left eye
was normal range. A serological titre of 1:80 in an
immunofluorescence antibody (IFA) test for Encepha-
litozoon cuniculi was higher than the 1:40 titre regarded
as positive (Suter e/ al., 2001; Kunzel et al., 2008). At
the time of presentation, a complete blood count

© 2020 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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revealed mild neutrophilia while plasma concentra-
tions of creatine kinase (CK) and urea were elevated
(Supplementary Table 1). Topical dexamethasone
(one drop to the right and left eyes every 4 h, Dexame-
thason 0.1% WZF, Polfa, Warsaw, Poland), tolfe-
namic acid (6 mg per os every 24 h, Tolfedine,
Vetoquinol Biowet Gorzéw, Gorzéow Wielkopolski,
Poland) and fenbendazole (5 mg/kg per os every
24 h, Panacur AquaSol, Intervet, Boxmeer, Holland)
was applied. As the eye did not improve, it was
removed surgically and submitted for histopatholog-
ical examination. The sample was fixed in 10% buft-
ered formalin, processed routinely for histopathology,
embedded in paraffin wax and cut at 3 pm. The sec-
tions were stained with haematoxylin and eosin (HE)
and alcian blue (pH 2.5). Immunohistochemical ex-
amination was performed using antibodies against
pancytokeratin, vimentin and Ki67 antigens and a
visualization system based on the immunoperoxidase
method with 3,3-diaminobenzidine (DAB) as chro-
mogen (Table 1). The slides were counterstained
with Mayer’s haematoxylin. The expression of Ki67
(nuclear) was evaluated quantitatively in the areas
of the slide with the highest number of immunoposi-
tive cells. All positive and negative neoplastic cells
were counted in 5 high-power fields (HPFs; x400)
and the Ki67 index was expressed as a percentage of
positive cells (total number of cells counted 500).
The slides were evaluated by light microscopy

(BX52, Olympus, Tokyo, Japan) using CellB
(Olympus, Tokyo, Japan) software.
Histopathologically, a  poorly  demarcated

neoplasm was seen within the ciliary body that infil-
trated the choroid, anterior chamber and anterior
sclera, focally extending under the bulbar conjunc-
tiva. The cornea was moderately infiltrated with het-
erophils, plasma cells and lymphocytes; distinct
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Fig. 1. Ciliary body, rabbit. Pleomorphic neoplastic cells with
marked anisocytosis and anisokaryosis form chaotic carti-
lage lacunae (arrow) or are seen individually (arrowhead)
(A). HE, x400.

neovascularization was apparent. The neoplastic cells
formed individual or variably sized clusters of chaotic
cartilage lacunae (Iig. 1). The cells were polygonal or
oval with frequent anisocytosis and anisokaryosis,
pleomorphic nuclei, clumped chromatin and one-
three large nucleoli. One or two mitotic figures were
seen per HPF (x400). Single cells with enlarged nuclei
and multinucleated giant cells were observed. The
cytoplasm of the neoplastic cells was abundant and
slightly basophilic. The neoplastic stroma was scant,
poorly vascularized, infiltrated with haemosideroph-
ages and rich in low acidity (carboxylated) mucins
as indicated by alcian blue staining (Iig. 2). The
neoplastic cells expressed vimentin (I'ig. 3) but not
pancytokeratin as assessed by immunohistochemical
labelling. The Ki67 index was calculated as 5.5%.
These histopathological and immunohistochemical

Table 1

Primary antibodies, antigen retrieval and visualization system

Primary antibody Clone Dilution Incubation time Antigen retrieval Visualization system
Vimentin” Monoclonal mouse 1:100 30 min' 2 x 3 min* TrisEDTA EnVision + System-
anti-bovine buffer pH = 9 HRP, Mouse (DAB)"
clone Vim 3B4
Pancytokeratin® Monoclonal mouse ready-to-use 30 min’ 2 x 3 min* TrisEDTA EnVision + System-
anti-human buffer pH =9 HRP, Mouse (DAB)"
clone AE1/AE3/
PCK26
Ki67" Monoclonal mouse 1:75 30 min’ 2 x 3 min* TrisEDTA EnVision + System-

anti-human
clone MIB-1

buffer pH = 9 HRP, Mouse (DAB)"

"Dako, Glostrup, Denmark.

"Incubation in a humid chamber at room temperature.
‘Antigen retrival in a microwave oven, 650 W.
§Vcntana, Tucson, Arizona, USA.



Chondrosarcoma in a Rabbit 43

Fig. 2. Ciliary body, rabbit. Poorly vascularized stroma rich in low
acidity mucins characteristic of cartilage. Alcian blue,

x200.

Fig. 3. Ciliary body, rabbit. Strong immunolabelling of vimentin
in neoplastic cells. IHC, x400.

features are indicative of intraocular chondrosar-
coma.

Three days after surgery, the rabbit became
depressed and anorectic; plasma concentrations of
urea and creatinine were elevated as was activity of
alanine transaminase, aspartate transaminase and
CK (Supplementary Table 1). Seven days after sur-
gery, the rabbit became acutely dyspnoeic. Ultra-
sound examination of the thoracic cavity revealed
hydrothorax and a mass, approximately 3.3 cm in
diameter, was seen in the right caudal lobe of the
lung (Supplementary Fig. 1). The animal was eu-
thanised one month after enucleation because of se-
vere dyspnoea and unfavourable
Necropsy was not permitted by the owner.

Reports of intraocular sarcomas in rabbits are rare
and include only spindle cell sarcoma and lymphoma.

prognosis.

In these cases, previous trauma, lens rupture or
chronic intraocular inflammation were considered
as causes (McPherson et al., 2009; Dickinson et al.,
2013; Keller et al., 2019). Intraocular chondrosar-
coma has not previously been reported in rabbits
but has been documented in cats as a variant of
post-traumatic intraocular sarcoma (Dubielzig and
Zeiss, 20045 Moreira el al., 2018). In this case, there
was no evidence of previous ocular trauma. However,
inflammation caused by E. cuniculi infection could
possibly have predisposed to development of the
tumour.

The differential diagnoses of protein precipitate in
the anterior chamber, uveitis and associated corneal
disease in rabbits include E. cuniculi-induced phaco-
clastic uveitis, Pasteurella spp. infection and intraoc-
ular neoplasm (McPherson et al., 2009; Dickinson
et al., 2013; Keller et al., 2019). In this case, the IFA
test indicated FE. cunicult infection. However, as
many animals can be infected subclinically, a positive
serological titre does not mean that E. cuniculi has
caused clinical signs (Csokai ez al., 2009). Although
chronic intraocular inflammation is a likely risk factor
in the development of intraocular sarcoma in cats and
rabbits (McPherson et al., 2009; Wood and Scott,
2019), whether or not the infection in this case was
related to the chondrosarcoma is speculative.

The diagnosis of intraocular chondrosarcoma was
based on the characteristic histopathological and
immunohistochemical features, which indicated a
mesenchymal origin. A stroma rich in low acidity
(carboxylated) carbohydrate characteristic of carti-
lage, as indicated by alcian blue staining (Layton
and Bancroft, 2012), is also characteristic of this
neoplasm. No microscopic evidence of E. cuniculi
organisms was seen but this could have been the result
of previous antiparasitic treatment. Haemosideroph-
ages, observed within the tumour, indicate chronic
bleeding, which could have originated from trauma
or chronic inflammation.

The metastatic potential of intraocular sarcomas is
considered to be low, although there are reports of
metastatic disease in cats (Dubielzig et al., 1990;
Barrett et al., 1995; Moreira et al., 2018). In cats,
intraocular chondrosarcoma metastases were seen in
lungs and thorax (Moreira e/ al., 2018) and intraoc-
ular spindle cell sarcoma metastases were observed
in the optic nerve near the chiasma (Barrett et al.,
1995). Reports of metastatic intraocular sarcomas in
cats are sparse and include only one report of lymph
node metastasis, which involved an intraocular lym-
phoma (Keller et al., 2019). In the present case, the
dyspnoea and lung mass identified radiographically
suggest the possibility of metastasis, but the lack of
post-mortem examination means that this cannot be
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confirmed. The Ki67 index was 5.5%, which corre-
sponds with grade I (low malignancy) in humans
(Nawaetal., 1996; Scully et al., 1997). The Ki67 index
1s negatively correlated with disease-free survival in
human chondrosarcomas (Nawa et al., 1996; Scully
et al., 1997) and in canine soft tissue sarcomas
(Ettinger et al., 2006). However, as this appears to
be the only report of intraocular chondrosarcoma in
animals, the prognostic value of the Ki67 index is un-
known.

Supplementary data

Supplementary data to this article can be found on-
line at https://doi.org/10.1016/j.jcpa.2020.06.013.
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KATEDRA | KLINIKA CHOROB WEWNETRZNYCH ZWIERZAT
UNIWERSYTET

UNIWERSYT J wvozat ZAKLAD PATOMORFOLOGII | WETERYNARIl SADOWEJ
v = =¥ MED i. GLEBOKA 30, 20-612 LUBLIN
= WETERYNARYINE) el 081.445.61-61 do 65

fax.: 081-445-61-66

Lublin, dn. 31.10.2019 r.

Zaswiadczenie

Niniejszym zaswiadczam, ze dr n. wet. Mateusz Mikiewicz odbyl staz
naukowy w Zakladzie Patomorfologii i Weterynarii Sadowej Katedry i Kliniki
Chorob Wewnetrznych Zwierzat Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu
Przyrodniczego w Lublinie w dniach 01.08.-31.10.2019 r. Podczas stazu
wykonywal oznaczenia histo- i immunohistochemiczne, a takze uczestniczyt

w badaniach diagnostycznych z zakresu diagnostyki sekcyjnej i mikroskopowe;.

UNIWERSYTET PRZYRODNIGZY W LUBLINIE | WYDZIAL MEDYCYNY WETERYNARY.NE.J

ul, Akademicka 13, Lublin 20-950

tel. (+ 81) 445-65-85 ; e-mail. dziek.wei@up.lublin.pl s
REGON 000001896 MNIP 7120103775
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m NARODOWE CENTRUM NAUKI

DOW.42.7.14.2021 Krakoéw, dnia 16-08-2021

DECYZJA
DYREKTORA NARODOWEGO CENTRUM NAUKI
Nr DEC-2021/05/X/NZ4/00037

Na podstawie art. 33 ust. 1 ustawy z dnia 30 kwietnia 2010 r. o Narodowym Centrum Nauki
(tj. Dz.U. z 2019 r. poz. 1384) po rozpatrzeniu wniosku nr rejestracyjny 2021/05/X/NZ4/00037,
ktory zlozyl/alo: Uniwersytet Warmirisko-Mazurski w Olsztynie w ramach konkursu MINIATURA
5 na dziatanie naukowe

przyznaje

podmiotowi bgdgcemu wnioskodawca.
Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie
REGON: 510884205

érodki finansowe w wysokosci: 49 080 zt (stownie: czterdziesci dziewigC tysigcy
szescédziesiat z1),

na realizacje dziatania naukowego
nr rejestracyjny 2021/05/X/ NZ4/00037

pt. Charakterystyka wybranych bialek prognostycznych i predykcyjnych we
wiokniakomigsakach poiniekcyjnych u kotow.

Dziatanie naukowe realizowa¢ bedzie Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie,
Wydziat Medycyny Weterynaryjnej.

Osoba realizujacy dziatanie bedzie Pan dr Mateusz Mikiewicz.

NARODOWE CENTRUM NAUKI
UL TWARDOWSKIEGO 16, 30-312 KRAKOW, TEL. +48 123419001, FAX 123419099, E-MAIL: biuro@ncn.gov.pl
REGON: 121361537, NIP: 6762429638



IUI UNIWERSYTET
IAI vl WARMINSKO-MAZURSHI W OLSZTYNIE

REKTOR
dr hab. Jerzy A. PRZYBOROWSKI, prof. UWM

Olsztyn, dnia 29.11.2024 1.

Pan

dr wet. Mateusz Mikiewicz
Katedra Anatomii Patologicznej
Wydzial Medycyny Weterynaryjnej

Decyzja w sprawie przyznania finansowania projekfu badawczego
»Naukowy Grant Rektora” — edycja I11

Drzialajac na podstawie § 3 ust. 2 pkt. 8 Regulaminu konkursu na Naukowy Grant Rektora —
edycja III, wprowadzonego Zarzadzeniem Nr 72/2024 Rektora Uniwersytetu Warminsko-
Mazurskiegpo w Olsztynie 2z dnia 23 sierpnia 2024 roku 1 w  zwigzku
z rekomendacjs Komisji ds. oceny Naukowych Grantéw Rektora, przyznaje Panu
finansowanie projektu badawczego pt.: ,Ocena ekspresji wybranych cytokin i bialek
regulatorowych we wlokniakomiesakach poiniekcyjnych u kotéw - badania wstepne”
w wysokosci 40 000 zt (stownie: czterdziesci tysiecy zlotych).

Podstawa realizacji projektu badawczego sg zapisy Regulaminu konkursu na Naukowy Grant
Rektora — edycja III, dostgpne na stronmie hitps:/bip.uwm.edu.pl/artvkuly/zarzadzenia-

Do ewidencjonowania kosztéw finansowych zostalo utworzone subkonto finansowe
onr 15.122.002-110

REKTOR

Do wiadomosci otrzymuja:
1)Dziekan Wydzialu
2)Przewodniczacy Rady Naukowej Dyscypliny

UNIWERSYTET WARMINSKO-MAZURSKI W OLSZTYNIE
ul Michaia Oczapowskiego 2. 10-719 Olsztyn

el +48 B9 523 33 30

fax +48 8BS 523 44 56 www uwm edu pl
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Davis-Thompson DVM

Foundation
6241 Formoor Lane
Gurnee, IL 60031-4757 USA

1-847-367-4359
Fax: B47-247-1869
info@cldavis.org

29t August 2017

Dear Mateusz:

Congratulations on being awarded a Scholarship to attend the
Davis-Thompson DVM  Foundation European Division
Symposium in Lyon, 29-30t% August 2017.

The award takes the form of free registration for the meeting and
€400 towards travel and accommodation.

This year we had one of our highest number of applications for
the Scholarships and your application was judged by the
European Board to be amongst the strongest.

Once again, many congratulations, and I hope you enjoy the
meeting.

Dr Simon L Priestnall
Treasurer & Member of the Board
Davis-Thompson DVM Foundation, European Division



NAGRODA

ZESPOLOWA

REKTORA
Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego
w Olsztynie

I1I STOPNIA
PRZYZNANA ZOSTALA

PANU
LEK. WET. MATEUSZOWI MIKIEWICZOWI

ZA OSTIAGNIECIA W DZIEDZINIE

NAUKOWEIJ

REKTOR

prof. dr hfib. Ryszard J. Gorecki
Olsztyn, 1 grudnia 2018 roku




NAGRODA REKTORA

UNIWERSYTETU WARMINSKO-MAZURSKIEGO W OLSZTYNIE

PRZYZNANA PANU

DR. WET.
MATEUSZOWI MIKIEWICZOWI

ZA WYROZNIAJACE SIE PUBLIKACJE
NAUKOWE WYDANE W 2023 ROKU

Z wyrazami szacunku,
REKTOR —
,_:\ H_ i
Jerzy A. Przyborowski

Olsztyn, 27.11.2024



Autoreferat; dr wet. Mateusz Mikiewicz

Dane naukometryczne

78



UWM W OLSZTYNIE

f
-, //
l II\III / BIBLIOTEKA UNIWERSYTECKA
AN o

Olsztyn, 26.03.2025 1.

dr wet. Mateusz Mikiewicz

Katedra Anatomii Patologicznej
Wydzial Medycyny Weterynaryjnej
Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie

Analiza bibliometryczna dorobku naukowego autor stwa

dr. wet. Mateusza Mikiewicza

przygotowana w zwigzku z postepowaniem habilitacyjnym

1) Analiza cytowan:

Liczba Liczba
cytowan cytowan
Lp. | Rok Tytul publikacji / Zrédlo w bazie Web w bazie
of Science Scopus
CC
1 2023 Metallothionein expression in feline injection site fibrosarcomas 5 5
BMC Veterinary Research
5 2023 Fatigue in Inflammatory Joint Diseases 5 6
International Journal of Molecular Sciences
Effects of Bee Pollen on Growth Performance, Intestinal Microbiota
3 2023 | and Histomorphometry in African Catfish 14 15
Animals
Fatal Acute Heart Failure in the Course of Macrophage Activation
4 2022 | Syndrome: Case Report and Literature Review 2 1
Journal of Clinical Medicine
Cutaneous and subcutaneous tumours of small pet mammal -
5 2022 | retrospective study of 256 cases (2014-2021) 14 15
Animals
Mutations of p53 gene in canine sweat gland carcinomas probably
6 2021 | associated with UV radiation 1 2
Journal of Veterinary Research
Effective Microorganisms (EM) Improve Internal Organ
7 2021 Morphology, Intestinal Morphometry and Serum Biochemical 5 )
Activity in Japanese Quails Under Clostridium perfringens
Challenge

Oprac.: mgr Emilia tastowska, Dziat Informacji Naukowej BU UWM, tel. 89 523 49 57; bib.cin@uwm.edu.pl




l | AN

-,

/
//
/ BIBLIOTEKA UNIWERSYTECKA
(J UWM W OLSZTYNIE

Il

~

Molecules

2020

Effect of feeding barbel larvae (Barbus barbus (L, 1758)) Artemia
sp. nauplii enriched with PUFAs on their growth and survival rate,
blood composition, alimentary tract histological structure and body
chemical composition

Aquaculture Reports

19

24

2019

Diagnostic immunohistochemistry for canine cutaneous round cell
tumours - retrospective analysis of 60 cases
Folia Histochemica et Cytobiologica

10

10

10

2019

Canine and Feline Oral Cavity Tumours and Tumour-like Lesions: a
Retrospective Study of 486 Cases (2015-2017)
Journal of Comparative Pathology

41

51

11

2019

Influence of simvastatin on hepatocytes - histopathological and
immunohistochemical study
Polish Journal of Veterinary Sciences

12

2018

Dirofilaria repens - an etiological factor or an incidental finding in
cytologic and histopathologic biopsies from dogs
Veterinary Clinical Pathology

11

13

2017

Effect of feed supplementation with kynurenic acid on the
morphology of the liver, kidney and gills in rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss Walbaum, 1792), healthy and experimentally
infected with Yersinia ruckeri

Journal of Fish Diseases

13

14

14

2017

Influence of long-term, high-dose dexamethasone administration on
proliferation and apoptosis in porcine hepatocytes
Research in Veterinary Science

14

14

15

2016

Epidemiological and histopathological analysis of 40 apocrine
sweat gland carcinomas in dogs: a retrospective study
Journal of Veterinary Research

16

2016

Prostaglandin E, exerts the proapoptotic and antiproliferative
effects on bovine NK cells
Research in Veterinary Science

17

2016

IkB kinase B inhibitor, IMD-0354, prevents allergic asthma in a
mouse model through inhibition of CD4+ effector T cell responses
in the lung-draining mediastinal lymph nodes

European Journal of Pharmacology

11

12

18

2016

Histopathological studies of the heart in three lines of broiler
chickens
British Poultry Science

19

2016

Morphology and immunoreactivity of canine and feline
extramedullary plasmacytomas
Polish Journal of Veterinary Sciences

10

11

20

2016

Safety of the long-term application of QuikClot Combat Gauze,
ChitoGauze PRO and Celox Gauze in a femoral artery injury model
in swine - a preliminary study

15

17

Oprac.: mgr Emilia tastowska, Dziat Informacji Naukowej BU UWM, tel. 89 523 49 57; bib.cin@uwm.edu.pl
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Polish Journal of Veterinary Sciences

21

2015 | % T
injury regeneration in pigs

Polish Journal of Veterinary Sciences

Effect of low-energy laser irradiation and antioxidant
supplementation on cell apoptosis during skeletal muscle post-

22 | 2015

Aggressive, solid variant of alveolar rhabdomyosarcoma with
cutaneous involvement in a juvenile Labrador Retriever
Journal of Comparative Pathology

Suma cytowan

205

237

Podsumowanie cytowan:

* Raport cytowan przeprowadzony w bazie Web of Science Core Collection w dniu 26.03.2025:

liczba prac cytowanych =22

liczba cytowan = 205

liczba cytowan bez
autocytowan = 198

Index Hirscha =10

* Raport cytowan przeprowadzony w bazie Scopus w dniu 26.03.2025:

liczba prac cytowanych = 22

liczba cytowan = 237

liczba cytowan bez
autocytowan = 206

Index Hirscha =10

2) Punktacja:

Typ publikacji Laczna Liczba Liczba prac Laczna Laczna warto$¢
liczba prac zIF | z punktacja | liczba prac z punktacji
prac MNiSW IF MNiSW

Abstrakt, komunikat, streszczenie, 8 0 0 0 0

plakat

Artykut w czasopi$mie polskim 15 9 12 6.211 437

Artykut w czasopi$mie zagranicznym 21 21 21 46.516 1740

Streszczenie w materiatach 5 0 0 0 0

konferencyjnych (komunikat, poster)

Razem: 49 30 33 52.727 2177

Oprac.: mgr Emilia tastowska, Dziat Informacji Naukowej BU UWM, tel. 89 523 49 57; bib.cin@uwm.edu.pl
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3) Wykaz publikacji:

1

IDT: 0000094429.

Rok: 2025

Autorzy: Mikiewicz Mateusz, Otrocka-Domagata Iwona

Tytul oryginalu: Immunohistochemical analysis of smooth muscle actin and CD3L1 in feline post-injection site fibrosarcomas:
association with tumour grade, vascular density, and multinucleated giant cells

Czasopismo: BMC Veterinary Research

Opisfizyczny: 2025, 21, s. 1-9; bibliogr. 52 poz. ; nr art. 191

Adresurl: https://bmcvetres.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12917-025-04637-8

p-1SSN: 1746-6148

Jezyk publikacji: ENG

DOI: 10.1186/s12917-025-04637-8

open-access-text-version: FINAL_PUBLISHED

open-access-licence: CC-BY-NC-ND

open-access-release-time: AT_PUBLICATION

open-access-article-mode: OPEN_JOURNAL

Data ukazania si¢ publikacji: 2025.03.21

Charakt. formalna: artykut w czasopi$mie zagranicznym

Charakt. merytoryczna: pracaoryginalna

Impact Factor: 2.300

Punktacja MNiSW: 140.000

Dyscypliny czasopisma na podstawie wykazu MNiSW z 2024.01.05: inzynieria biomedyczna;biologia medyczna;nauki
farmaceutyczne;rolnictwo i ogrodnictwo;technologia zywnosci i zywienia;zootechnika i rybactwo;biotechnologia;weterynaria
Tytul czasopisma w wykazie MNiSW z 2024.01.05: BMC Veterinary Research

Afiliacja: Mikiewicz Mateusz [*] 0000-0002-3546-2032 5e7092d5878c28a04739da9¢;071;05, Otr ocka-Domagata Iwona [*] 0000-
0002-3271-0408 5€70921b878c28a04738ff97;071;05

2.

IDT: 0000091150.

Rok: 2024

Autorzy: Nowosad Joanna, Kujawa Roman, Sherzada Shahid, Kucharczyk Dariusz, Mikiewicz Mateusz, Dryl Katarzyna, Kapusta
Andrzej, Luczynska Joanna, Abdel-Latif Hany M.R.

Tytul oryginalu: Histomorphological and Dynamical Changesin Female River Lampreys during Maturation under Controlled
Conditions as a Part of Lamprey Restoration Programs

Czasopismo: Animals

Opisfizyczny: 2024, 14 (17), s. 1-14 ; bibliogr. 60 poz. ; nr art. 2516

Adresurl: https://www.mdpi.com/2076-2615/14/17/2516

p-1SSN: 2076-2615

Jezyk publikacji: ENG

DOI: 10.3390/ani14172516

open-access-text-version: FINAL_PUBLISHED

open-access-licence: CC-BY

open-access-release-time: AT_PUBLICATION

open-access-article-mode: OPEN_JOURNAL

Data ukazania si¢ publikacji: 2024.08.30

Charakt. formalna: artykut w czasopi$mie zagranicznym

Charakt. merytoryczna: pracaoryginalna

Oprac.: mgr Emilia tastowska, Dziat Informacji Naukowej BU UWM, tel. 89 523 49 57; bib.cin@uwm.edu.pl
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Inne bazy podajace opis: Web of Science Core Collection ; Scopus

Impact Factor: 2.700

Punktacja MNiSW: 100.000

Dyscypliny czasopisma na podstawie wykazu MNiSW z 2024.01.05: technologia zywno$ci i zywienia;zootechnika i
rybactwo;biotechnol ogia;nauki biologiczne;weterynaria

Tytul czasopisma w wykazie MNiSW z 2024.01.05: Animals

Afiliacja: Nowosad Joanna[ ] 0000-0001-9491-0141 3976696;000;000, Kujawa Roman [*] 0000-0003-0925-1204
5e70921c878c28a047390085;411;01, Sherzada Shahid [ ];000;000, Kucharczyk Dariusz [*] 0000-0002-0889-0656
5e70921c878c28a0473900a3;993;01, Mikiewicz Mateusz [*] 0000-0002-3546-2032 5e7092d5878c28a04739da9¢e;071;05, Dryl
Katarzyna [ 1;000;000, Kapusta Andrzej [ ] 1600935;000;000, Luczynska Joanna [*] 0000-0002-4865-683X
5e709217878c28a04738fd78;112;07, Abdel-Latif Hany M.R. [ ];000;000

3.

IDT: 0000091060.

Rok: 2024

Autorzy: Pazdzior-Czapula Katarzyna, Mikiewicz Mateusz, Fiedorowicz Joanna, Otrocka-Domagata Iwona

Tytul oryginalu: Mammary and reproductive tract tumours and tumour-like lesions of 286 small pet mammals: a retrospective study
Czasopismo: Journal of Comparative Pathology

Opisfizyczny: 2024, 213, s. 46-58 ; bibliogr. 88 poz.

p-1SSN: 0021-9975

Jezyk publikacji: ENG

DOI: 10.1016/j.jcpa.2024.07.002

open-access-text-version: FINAL_PUBLISHED

open-access-licence: CC-BY

open-access-release-time: AT_PUBLICATION

open-access-article-mode: OPEN_JOURNAL

Data ukazania si¢ publikacji: 2024.08.21

Charakt. formalna: artykut w czasopi$mie zagranicznym

Charakt. merytoryczna: pracaoryginahna

Inne bazy podajace opis: Web of Science Core Collection ; Scopus

Impact Factor: 0.800

Punktacja MNiSW: 100.000

Dyscypliny czasopisma ha podstawie wykazu MNiSW z 2024.01.05: biologia medyczna;nauki

medyczne; biotechnologiaweterynaria

Tytul czasopisma w wykazie MNiSW z 2024.01.05: JOURNAL OF COMPARATIVE PATHOLOGY

Afiliacja: Pazdzior-Czapula Katarzyna [*] 0000-0002-7661-7993 5e70935e878c28a0473a8472;071;05, Mikiewicz Mateusz [*] 0000-
0002-3546-2032 5e7092d5878c28a04739da9e;071;05, Fiedorowicz Joanna[*] 0000-0002-4857-9491
634a1b297523402e3412716€;997;05, Otrocka-Domagata Iwona [*] 0000-0002-3271-0408 5670921b878c28a04738ff97;071;05

4.

IDT: 0000090679.

Rok: 2024

Autor zy: Mikiewicz Mateusz, Pazdzior-Czapula Katarzyna, Fiedorowicz Joanna, Otrocka-Domagata Iwona
Tytul oryginalu: Expression of programmed cell death protein 1 and programmed cell death ligand 1 in feline injection site
fibrosarcomas

Czasopismo: Research in Veterinary Science

Opisfizyczny: 2024, 176, s. 1-9 ; bibliogr. 53 poz. ; nr art. 105350

Adresurl: https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0034528824002169Via%3Dihub

p-I SSN: 0034-5288

Jezyk publikacji: ENG

Oprac.: mgr Emilia tastowska, Dziat Informacji Naukowej BU UWM, tel. 89 523 49 57; bib.cin@uwm.edu.pl
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DOI: 10.1016/j.rvsc.2024.105350

Data ukazania sie publikacji: 2024.07.15

Charakt. formalna: artykut w czasopi$mie zagranicznym

Charakt. merytoryczna: pracaoryginana

Inne bazy podajace opis: Scopus ; Web of Science Core Collection

Impact Factor: 2.200

Punktacja MNiSW: 100.000

Dyscypliny czasopisma na podstawie wykazu MNiSW z 2024.01.05: nauki farmaceutyczne;zootechnikai
rybactwo;biotechnol ogia;weterynaria

Tytul czasopisma w wykazie MNiSW z 2024.01.05: RESEARCH IN VETERINARY SCIENCE

Afiliacja: Mikiewicz Mateusz [*] 0000-0002-3546-2032 5¢7092d5878¢c28a04739da%¢;071;05, Pazdzior-Czapula Katarzyna[*] 0000-
0002-7661-7993 5€70935e878c28a0473a8472;071;05, Fiedorowicz Joanna [*] 0000-0002-4857-9491
634a1b297523402e3412716€;997;05, Otrocka-Domagata Iwona [*] 0000-0002-3271-0408 5e70921b878c28a04738ff97;071;05

5.

IDT: 0000082605.

Rok: 2023

Autorzy: Nowosad Joanna, Jasinski Szymon, Arciuch-Rutkowska Martyna, Abdel-Latif Hany M.R., Wrobel Marcin, Mikiewicz
Mateusz, Zielonka Lukasz, Kotsyumbas Thor Y., Muzyka Victor P., Brezvyn Oksana M., Dietrich Grzegorz, Kucharczyk Dariusz
Tytul oryginatu: Effects of Bee Pollen on Growth Performance, Intestinal Microbiota and Histomorphometry in African Catfish
Czasopismo: Animals

Opisfizyczny: 2023, 13 (1), s. 1-16; bibliogr. 77 poz. ; art. nr 132
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Lemishevskyi V. [ 1;000;000, Otrocka-Domagata Iwona [*] 0000-0002-3271-0408 5e70921b878c28a04738ff97,071;05

16.

IDT: 0000058684.

Rok: 2019

Autorzy: Pazdzior-Czapula Katarzyna, Otrocka-Domagata Iwona, Gesek Michat, Mikiewicz Mateusz, Pawlik Marek
Tytul oryginatu: Expression of Ki67 in canine cutaneous histiocytoma

Czasopismo: Journal of Comparative Pathology

Opisfizyczny: 2019, 166, s. 123-123

Uwagi: ESVP, ESTP and ECVP Proceedings 2017

Adresurl: https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0021997518303815

p-1SSN: 0021-9975

Jezyk publikacji: ENG

Data ukazania si¢ publikacji: 2019.01.22

Charakt. formalna: abstrakt, komunikat, streszczenie, plakat

Charakt. merytoryczna: varia

Dyscypliny czasopisma ha podstawie wykazu MNiSW z 2024.01.05: biologia medyczna;nauki

medyczne; biotechnologia;weterynaria

Tytul czasopisma w wykazie MNiSW z 2024.01.05: JOURNAL OF COMPARATIVE PATHOLOGY

Afiliacja: Pazdzior-Czapula Katarzyna [*] 0000-0002-7661-7993 5e70935e878c28a0473a8472;071;05, Otrocka-Domagata Iwona [*]
0000-0002-3271-0408 5e¢70921b878c28a04738{197;071;05, Gesek Michat [*] 0000-0002-8853-3068
5e70921b878¢c28a04738ffb1;071;05, Mikiewicz Mateusz [*] 0000-0002-3546-2032 5e7092d5878¢c28a04739da9e;071;05, Pawlik
Marek [*];071,05

17.

Oprac.: mgr Emilia tastowska, Dziat Informacji Naukowej BU UWM, tel. 89 523 49 57; bib.cin@uwm.edu.pl
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IDT: 0000058685.

Rok: 2019

Autorzy: Otrocka-Domagata Iwona, Mikiewicz Mateusz, Pazdzior-Czapula Katarzyna, Gesek Michat

Tytul oryginalu: Extraskeletal myxoid-type chondrosarcomain arat

Czasopismo: Journal of Comparative Pathology

Opisfizyczny: 2019, 166, s. 148-148

Uwagi: ESVP, ESTP and ECV P Proceedings 2017

Adres url: https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0021997518304687

p-1SSN: 0021-9975

Jezyk publikacji: ENG

Data ukazania si¢ publikacji: 2019.01.22

Charakt. formalna: abstrakt, komunikat, streszczenie, plakat

Charakt. merytoryczna: varia

Dyscypliny czasopisma ha podstawie wykazu MNiSW z 2024.01.05: biologia medyczna; nauki

medyczne; biotechnologia;weterynaria

Tytul czasopisma w wykazie MNiSW z 2024.01.05: JOURNAL OF COMPARATIVE PATHOLOGY

Afiliacja: Otrocka-Domagata Iwona [*] 0000-0002-3271-0408 5e70921b878c28a04738ff97;071;05, Mikiewicz Mateusz [*] 0000-
0002-3546-2032 5e7092d5878¢28a04739da%¢;071;05, Pazdzior-Czapula Katarzyna[*] 0000-0002-7661-7993
5e70935¢878c28a0473a8472;071;05, Gesek Michat [*] 0000-0002-8853-3068 5e70921b878c28a04738ffb1;071;05

18.

IDT: 0000064980.

Rok: 2019

Autorzy: Mikiewicz Mateusz, Otrocka-Domagata Iwona, Pazdzior-Czapula Katarzyna

Tytul oryginatu: Influence of simvastatin on hepatocytes - histopathological and immunohistochemical study
Czasopismo: Polish Journal of Veterinary Sciences

Opisfizyczny: 2019, 22 (2), s. 263-270 ; bibliogr. 23 poz.

p-1SSN: 1505-1773

Jezyk publikacji: ENG

DOI: 10.24425/pjvs.2019.127095

Data ukazania si¢ publikacji: 2019.12.30

Charakt. formalna: artykut w czasopismie polskim

Charakt. merytoryczna: pracaoryginalna

Inne bazy podajace opis: Scopus; Web of Science Core Collection

Impact Factor: 0.516

Punktacja MNiSW: 100.000

Dyscypliny czasopisma na podstawie wykazu MNiSW z 2024.01.05: inzynieria biomedyczna;biologia medyczna;nauki
farmaceutyczne;nauki medyczne;rolnictwo i ogrodnictwo;technologia zywnosci i Zywienia;zootechnika i
rybactwo;biotechnol ogia;weterynaria

Tytul czasopisma w wykazie MNiSW z 2024.01.05: POLISH JOURNAL OF VETERINARY SCIENCES
Afiliacja: Mikiewicz Mateusz [*] 0000-0002-3546-2032 5e7092d5878¢c28a04739da9e;997;05, Otrocka-Domagata Iwona [*] 0000-
0002-3271-0408 5¢70921b878c28a04738f97;071;05, Pazdzior-Czapula Katarzyna [*] 0000-0002-7661-7993
5e70935e878c28a0473a8472;071;05

19.

IDT: 0000045264.

Rok: 2018

Autorzy: Gesek Michal, Stenzel Tomasz, Otrocka-Domagata Iwona, Pazdzior-Czapula Katarzyna, Mikiewicz Mateusz, Michalska
Korina, Koncicki Andrzej

Tytul oryginalu: Immunohistochemical characterization and proliferation activity of cutaneous leiomyosarcoma with multiple

Oprac.: mgr Emilia tastowska, Dziat Informacji Naukowej BU UWM, tel. 89 523 49 57; bib.cin@uwm.edu.pl
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visceral metastasesin afantail pigeon

Czasopismo: Journal of Comparative Pathology

Opisfizyczny: 2018, 158, s. 145-145

Uwagi: 3rd Joint European Congress of the ESVP, ESTP and ECV P, 35th Meeting of the ESV P, 15th Meeting of the ESTP, 28th
Meeting of the ECVP. 30th August - 2nd September 2017, Lyon, France

p-1SSN: 0021-9975

Jezyk publikacji: ENG

DOI: 10.1016/j.jcpa.2017.10.157

Liczba arkuszy: 0.05

Data ukazania si¢ publikacji: 2018.01.30

Charakt. formalna: abstrakt, komunikat, streszczenie, plakat

Charakt. merytoryczna: varia

Dyscypliny czasopisma ha podstawie wykazu MNiSW z 2024.01.05: biologia medyczna;nauki

medyczne; biotechnologiaweterynaria

Tytul czasopisma w wykazie MNiSW z 2024.01.05: JOURNAL OF COMPARATIVE PATHOLOGY

Afiliacja: Gesek Michat [*] 0000-0002-8853-3068 5670921b878c28a04738ffb1;071;05, Stenzel Tomasz [*] 0000-0001-6268-9841
5e70921b878c28a04738ffa0;074;05, Otrocka-Domagata Iwona [*] 0000-0002-3271-0408 5e70921b878c28a04738ff97,071;05,
Pazdzior-Czapula Katarzyna[*] 0000-0002-7661-7993 5e70935e878c28a0473a8472;071;05, Mikiewicz Mateusz [*] 0000-0002-
3546-2032 5e7092d5878c28a04739da9e;071;05, Michalska Korina [*] 0000-0001-8788-4934 5e7093e1878c28a0473b27€3;997;05,
Koncicki Andrze [*] 0000-0001-5809-9320 5e70921b878c28a04738ff8c;074;05

20.

IDT: 0000045263.

Rok: 2018

Autorzy: Mikiewicz Mateusz, Pazdzior-Czapula Katarzyna, Otrocka-Domagata Iwona, Gesek Michal, Myrdek Patrycja

Tytul oryginalu: Oral cavity lesionsin dogs: a retrospective study of 136 cases

Czasopismo: Journa of Comparative Pathology

Opisfizyczny: 2018, 158, s. 122-122

Uwagi: 3rd Joint European Congress of the ESVP, ESTP and ECVP, 35th Meeting of the ESVP, 15th Meeting of the ESTP, 28th
Meeting of the ECVP. 30th August - 2nd September 2017, Lyon, France

p-1SSN: 0021-9975

Jezyk publikacji: ENG

DOI: 10.1016/j.jcpa.2017.10.085

Liczba arkuszy: 0.05

Data ukazania si¢ publikacji: 2018.01.30

Charakt. formalna: abstrakt, komunikat, streszczenie, plakat

Charakt. merytoryczna: varia

Dyscypliny czasopisma na podstawie wykazu MNiSW z 2024.01.05: biologia medyczna;nauki

medyczne; biotechnologia;weterynaria

Tytul czasopisma w wykazie MNiSW z 2024.01.05: JOURNAL OF COMPARATIVE PATHOLOGY

Afiliacja: Mikiewicz Mateusz [*] 0000-0002-3546-2032 5¢7092d5878c28a04739da9¢;071;05, Pazdzior-Czapula Katarzyna[*] 0000-
0002-7661-7993 5e70935e878c28a0473a8472;071;05, Otrocka-Domagata Iwona [*] 0000-0002-3271-0408
5e70921b878¢28a04738f97;071;05, Gesek Michat [*] 0000-0002-8853-3068 5670921b878c28a04738ffb1;071;05, Myrdek Patrycja
[*1;997;05

21.

IDT: 0000041838.

Rok: 2018

Autor zy: Pazdzior-Czapula Katarzyna, Otrocka-Domagata Iwona, Gesek Michat, Mikiewicz Mateusz
Tytul oryginalu: Canine oral cavity T-cell lymphoma- histopathological and immunohistochemical study

Oprac.: mgr Emilia tastowska, Dziat Informacji Naukowej BU UWM, tel. 89 523 49 57; bib.cin@uwm.edu.pl
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Czasopismo: Medycyna Weterynaryjna

Opisfizyczny: 2018, 74 (1), s. 70-72 ; bibliogr. 6 poz.

p-1SSN: 0025-8628

Jezyk publikacji: ENG

DOI: 10.21521/mw.5826

Data ukazania si¢ publikacji: 2018.01.05

Charakt. formalna: artykut w czasopi$mie polskim

Charakt. merytoryczna: praca kazuistyczna

Inne bazy podajace opis: Web of Science Core Collection ; Scopus

Impact Factor: 0.280

Punktacja MNiSW: 15.000

Dyscypliny czasopisma na podstawie wykazu MNiSW z 2024.01.05: nauki medyczne;technologia zywnosci i
zywienia;zootechnika i rybactwo;biotechnologia;weterynaria

Tytul czasopisma w wykazie MNiSW z 2024.01.05: Medycyna Weterynaryjna-V eterinary Medicine-Science and Practice
Afiliacja: Pazdzior-Czapula Katarzyna [*] 0000-0002-7661-7993 5e70935e878c28a0473a8472;071;05, Otrocka-Domagata Iwona [*]
0000-0002-3271-0408 5¢70921b878c28a04738f197;071;05, Gesek Michat [*] 0000-0002-8853-3068
5e70921h878c28a04738ffb1;071;05, Mikiewicz Mateusz [*] 0000-0002-3546-2032 5e7092d5878c28a04739da9¢;071;05

22,

IDT: 0000045254.

Rok: 2018

Autorzy: Pazdzior-Czapula Katarzyna, Otrocka-Domagata Iwona, Myrdek Patrycja, Mikiewicz Mateusz, Gesek Michat

Tytul oryginatu: Dirofilariarepens - an etiological factor or an incidental finding in cytologic and histopathol ogic biopsies from dogs
Czasopismo: Veterinary Clinical Pathology

Opisfizyczny: 2018, 47 (2), s. 307-311 ; bibliogr. 24 poz.

p-1SSN: 0275-6382

Jezyk publikacji: ENG

DOI: 10.1111/vcp.12597

Data ukazania si¢ publikacji: 2018.02.28

Charakt. formalna: artykut w czasopi$mie zagranicznym

Charakt. merytoryczna: pracaoryginahna

Inne bazy podajace opis: Scopus; Web of Science Core Collection

Impact Factor: 0.948

Punktacja MNiSW: 35.000

Dyscypliny czasopisma na podstawie wykazu MNiSW z 2024.01.05: zootechnikai rybactwo;biotechnol ogia;weterynaria

Tytul czasopisma w wykazie MNiSW z 2024.01.05: VETERINARY CLINICAL PATHOLOGY

Afiliacja: Pazdzior-Czapula Katarzyna [*] 0000-0002-7661-7993 5e70935e878c28a0473a8472;071;05, Otrocka-Domagata Iwona [*]
0000-0002-3271-0408 5e70921b878c28a04738ff97;071;05, Myrdek Patrycja [*];997;05, Mikiewicz Mateusz [*] 0000-0002-3546-
2032 5€7092d5878c28a04739da9¢;071;05, Gesek Michat [*] 0000-0002-8853-3068 5e70921b878c28a04738ffb1;071;05

23.

IDT: 0000029670.

Rok: 2017

Autorzy: Kaczorek Edyta, Terech-Majewska Elzbieta, Szarek Jozef, Mikiewicz Mateusz, Schulz Patrycja, Mataczewska Joanna,
Wojcik Roman M., Pajdak Joanna, Siwicki Andrzej K.

Tytul oryginalu: The influence of feed supplementation with kynurenine acid (KYNA) on the gillsin rainbow trout (Oncorhynchus
mykiss) infected experimentally with Y ersinia ruckeri

Czasopismo: Journal of Comparative Pathology

Opisfizyczny: 2017, 156 (1), s. 93

p-1SSN: 0021-9975

Oprac.: mgr Emilia tastowska, Dziat Informacji Naukowej BU UWM, tel. 89 523 49 57; bib.cin@uwm.edu.pl

15



-, /'/
Ivl / BIBLIOTEKA UNIWERSYTECKA
IAIVI | @ UWM W OLSZTYNIE

Jezyk publikacji: ENG

DOI: 10.1016/j.jcpa.2016.11.120

Data ukazania si¢ publikacji: 2017.01.31

Charakt. formalna: abstrakt, komunikat, streszczenie, plakat

Charakt. merytoryczna: varia

Dyscypliny czasopisma na podstawie wykazu MNiSW z 2024.01.05: biologia medyczna; nauki

medyczne; biotechnologia;weterynaria

Tytul czasopisma w wykazie MNiSW z 2024.01.05: JOURNAL OF COMPARATIVE PATHOLOGY

Afiliacja: Kaczorek-Lukowska Edyta [*] 0000-0002-9962-0917 5e70945e878c28a0473bb93c;997;05, Terech-Majewska Elzbieta [*]
0000-0001-9093-0049 5¢70921b878c28a04738ff71;076,05, Szarek Jozef [*] 905116;084;05, Mikiewicz Mateusz [*] 0000-0002-
3546-2032 5e7092d5878¢c28a04739da%¢;997;05, Schulz Patrycja [*];997;05, Mataczewska Joanna [*] 0000-0002-9693-6692
5€70921b878¢28a047381f8¢;080;05, Wojcik Roman M. [*] 0000-0002-7405-6328 5e70921b878c28a04738ffaa;080;05, Pajdak-Czaus
Joanna [*] 0000-0003-2289-2241 5e7092d5878c28a04739daad;997;05, Siwicki Andrzej K. [*] 0000-0002-7372-2181
5e70921b878c28a04738ff8b;080;05

24,

IDT: 0000025693.

Rok: 2017

Autor zy: Kaczorek Edyta, Szarek Jozef, Mikiewicz Mateusz, Terech-Majewska Elzbieta, Schulz Patrycja, Mataczewska Joanna,
Wojcik Roman M., Siwicki Andrzej K.

Tytul oryginatlu: Effect of feed supplementation with kynurenic acid on the morphology of the liver, kidney and gillsin rainbow
trout (Oncorhynchus mykiss Walbaum, 1792), healthy and experimentally infected with Yersinia ruckeri

Czasopismo: Journa of Fish Diseases

Opisfizyczny: 2017, 40 (7), s. 873-884 ; bibliogr. 39 poz.

p-1SSN: 0140-7775

Jezyk publikacji: ENG

DOI: 10.1111/jfd.12567

Data ukazania sie¢ publikacji: 2016.09.30

Charakt. formalna: artykut w czasopi$mie zagranicznym

Charakt. merytoryczna: pracaoryginahna

Inne bazy podajace opis: Scopus; Web of Science Core Collection

Impact Factor: 2.004

Punktacja MNiSW: 35.000

Dyscypliny czasopisma na podstawie wykazu MNiSW z 2024.01.05: zootechnika i rybactwo;biotechnol ogia;nauki
biologiczne;nauki chemiczne;weterynaria

Tytul czasopisma w wykazie MNiSW z 2024.01.05: JOURNAL OF FISH DISEASES

Afiliacja: Kaczorek-Lukowska Edyta [*] 0000-0002-9962-0917 5¢70945e878c28a0473bb93¢;997;05, Szarek Jozef [*]
905116;084;05, Mikiewicz Mateusz [*] 0000-0002-3546-2032 5e7092d5878c28a04739da9%e;997;05, Terech-Majewska Elzbieta [*]
0000-0001-9093-0049 5e70921b878c28a04738{t71,076;05, Schulz Patrycja [*];997;05, Mataczewska Joanna [*] 0000-0002-9693-
6692 5e70921b878c28a04738ff8¢;080;05, Wojcik Roman M. [*] 0000-0002-7405-6328 5e70921b878c28a04738ffaa;080;05, Siwicki
Andrzeg K. [ ] 0000-0002-7372-2181 5e70921b878c28a04738ff8h;080;05

25.

IDT: 0000045242.

Rok: 2017

Autorzy: Mikiewicz Mateusz, Otrocka-Domagata Iwona, Pazdzior-Czapula Katarzyna, Rotkiewicz Tadeusz

Tytul oryginatu: Influence of long-term, high-dose dexamethasone administration on proliferation and apoptosis in porcine
hepatocytes

Czasopismo: Research in Veterinary Science

Opisfizyczny: 2017, 112, s. 141-148 ; bibliogr. 46 poz.

Oprac.: mgr Emilia tastowska, Dziat Informacji Naukowej BU UWM, tel. 89 523 49 57; bib.cin@uwm.edu.pl
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p-1SSN: 0034-5288

Jezyk publikacji: ENG

DOI: 10.1016/j.rvsc.2017.03.018

Data ukazania si¢ publikacji: 2017.06.30

Charakt. formalna: artykut w czasopi$mie zagranicznym

Charakt. merytoryczna: pracaoryginana

Inne bazy podajace opis: Web of Science Core Collection ; Scopus

Impact Factor: 1.616

Punktacja MNiSW: 35.000

Dyscypliny czasopisma na podstawie wykazu MNiSW z 2024.01.05: nauki farmaceutyczne;zootechnikai
rybactwo;biotechnol ogia;weterynaria

Tytul czasopisma w wykazie MNiSW z 2024.01.05: RESEARCH IN VETERINARY SCIENCE

Afiliacja: Mikiewicz Mateusz [*] 0000-0002-3546-2032 5e7092d5878c28a04739da9e;071;05, Otrocka-Domagata Iwona [*] 0000-
0002-3271-0408 5¢70921b878c28a04738f97;071;05, Pazdzior-Czapula Katarzyna [*] 0000-0002-7661-7993
5e70935e878c28a0473a8472;071;05, Rotkiewicz Tadeusz [*];071;05

26.

IDT: 0000069399.

Rok: 2016

Autorzy: Kaczorek Edyta, Terech-Majewska Elzbieta, Szarek Jozef, Mikiewicz Mateusz, Schulz Patrycja, Mataczewska Joanna,
Wojcik Roman M., Pajdak Joanna, Siwicki Andrzej K.

Tytul oryginatlu: The influence of feed supplementation with kynurenine acid (KYNA) on the gillsin rainbow trout (Oncorhynchus
mykiss) infected experimentally with Y ersinia ruckeri

Tytul calo$ci: Abstract Book : 34th ESVP Meeting of the European Society of Veterinary Pathology : 27th ECVP Meeting of the
European College of Veterinary Pathology : Bologna (Italy), September 7th-10th, 2016

Adreswydawniczy, liczba stron: Bologna: ESVP, 2016, s.182 ; nr abstr. 74

Uwagi: CD-ROM

Adresurl: http://opac.tib.eu/DB=5/LNG=EN/CLK 2K T=12& amp; TRM=1006389385

Konferencja/zjazd - tytul: 34th ESVP Meeting of the European Society of Veterinary Pathology : 27th ECVP Meeting of the
European College of Veterinary Pathology, ESVP , ECVP

Konferencja/zjazd - migjscei data: Bologna, IT, 2016.09.07, 2016.09.10

Jezyk publikacji: ENG

Liczba arkuszy: 0.05

Data ukazania si¢ publikacji: 2016.12.15

Charakt. formalna: streszczenie w materiatach konferencyjnych (komunikat, poster)

Charakt. merytoryczna: varia

Afiliacja: Kaczorek-Lukowska Edyta [*] 0000-0002-9962-0917 5e70945e878c28a0473bh93c;997;05, Terech-Majewska Elzbieta [*]
0000-0001-9093-0049 5¢70921b878c28a04738ff71;076;05, Szarek Jozef [*] 905116;084;05, Mikiewicz Mateusz [*] 0000-0002-
3546-2032 5e7092d5878¢c28a04739da%¢;997;05, Schulz Patrycja [*];997;05, Mataczewska Joanna [*] 0000-0002-9693-6692
5e70921b878¢28a04738ff8¢;080;05, Wojcik Roman M. [*] 0000-0002-7405-6328 5670921b878c28a04738ffaa;080;05, Pajdak-Czaus
Joanna [*] 0000-0003-2289-2241 5e7092d5878c28a04739daad; 997;05, Siwicki Andrzej K. [*] 0000-0002-7372-2181
5e70921b878c28a04738ff8h;080;05

27.

IDT: 0000011876.

Rok: 2016

Autorzy: Gesek Michal, Otrocka-Domagata Iwona, Sok6t Rajmund, PaZzdzior-Czapula Katarzyna, Lambert Barry D., Wisniewska
Anna, Zechowicz Maciej, Mikiewicz Mateusz, Korzeniowska Patrycja

Tytul oryginalu: Histopathological studies of the heart in three lines of broiler chickens

Czasopismo: British Poultry Science

Oprac.: mgr Emilia tastowska, Dziat Informacji Naukowej BU UWM, tel. 89 523 49 57; bib.cin@uwm.edu.pl
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Opisfizyczny: 2016, 57 (2), s. 219-226 ; bibliogr. 30 poz.

p-1SSN: 0007-1668

Jezyk publikacji: ENG

DOI: 10.1080/00071668.2016.1154505

Data ukazania si¢ publikacji: 2016.03.01

Charakt. formalna: artykut w czasopi$mie zagranicznym

Charakt. merytoryczna: pracaoryginana

Inne bazy podajace opis: Scopus ; Web of Science Core Collection

Impact Factor: 0.884

Punktacja MNiSW: 30.000

Dyscypliny czasopisma na podstawie wykazu MNiSW z 2024.01.05: biologia medyczna;nauki farmaceutyczne;technologia
zywnosci 1 zywienia;zootechnika i rybactwo;biotechnologia;weterynaria

Tytul czasopisma w wykazie MNiSW z 2024.01.05: BRITISH POULTRY SCIENCE

Afiliacja: Gesek Michat [*] 0000-0002-8853-3068 5€70921b878c28a04738ffb1;071;05, Otrocka-Domagata Iwona [*] 0000-0002-
3271-0408 5¢70921b878c28a04738ff97;071;05, Sokot Rajmund [*] 0000-0001-6087-2351 5e70921b878¢28a04738ffbc;081;05,
Pazdzior-Czapula Katarzyna [*] 0000-0002-7661-7993 5e70935e878c28a0473a3472;071,05, Lambert Barry D. [ ];000;000,
Wisniewska Anna [*] 0000-0001-7076-5445 5¢70921c878c28a0473900cf;120;08, Zechowicz Maciej [*] 0000-0003-2841-0565
5e70921c878c28a047390131;232;17, Mikiewicz Mateusz [*] 0000-0002-3546-2032 5e7092d5878c28a04739da9e; 997,05,
Korzeniowska Patrycja[*];997;05

28.

IDT: 0000011875.

Rok: 2016

Autorzy: Maslanka Tomasz, Otrocka-Domagata Iwona, Zuska-Prot Monika, Mikiewicz Mateusz, Przybysz Jagoda, Jasiecka
Agnieszka, Jaroszewski Jerzy J.

Tytul oryginatu: IxB kinase B inhibitor, IMD-0354, prevents allergic asthmain a mouse model through inhibition of CD4+ effector
T cell responses in the lung-draining mediastinal lymph nodes

Czasopismo: European Journal of Pharmacology

Opisfizyczny: 2016, 775, s. 78-85 ; bibliogr. 37 poz.

p-1SSN: 0014-2999

Jezyk publikacji: ENG

DOI: 10.1016/j.ejphar.2016.02.023

Data ukazania si¢ publikacji: 2016.03.15

Charakt. formalna: artykut w czasopi$mie zagranicznym

Charakt. merytoryczna: pracaoryginalna

Inne bazy podajace opis: Web of Science Core Collection ; Scopus

Impact Factor: 2.896

Punktacja MNiSW: 30.000

Dyscypliny czasopisma na podstawie wykazu MNiSW z 2024.01.05: biologia medyczna;nauki farmaceutyczne;nauki
medyczne;nauki o zdrowiu;nauki lesne;technologia zywnosci i Zywienia;biotechnologia;weterynaria

Tytul czasopisma w wykazie MNiSW z 2024.01.05: EUROPEAN JOURNAL OF PHARMACOLOGY

Afiliacja: Maslanka Tomasz [*] 0000-0002-3807-0149 5e70921b878c28a04738ff91;077;05, Otrocka-Domagata Iwona [*] 0000-
0002-3271-0408 5¢70921b878c28a04738f97;071,05, Zuska-Prot Monika [*] 0000-0002-6682-629X;997;05, Mikiewicz Mateusz [*]
0000-0002-3546-2032 5e7092d5878c28a04739da9¢e;997;05, Przybysz Jagoda [*];997;05, Jasiecka-Mikotajczyk Agnieszka [*] 0000-
0002-7012-758X 5€709431878c28a0473b7ef1;997;05, Jaroszewski Jerzy J. [*] 0000-0001-8031-1869
5e70921b878c28a04738ff7b;077,05

29.

IDT: 0000012824.
Rok: 2016

Oprac.: mgr Emilia tastowska, Dziat Informacji Naukowej BU UWM, tel. 89 523 49 57; bib.cin@uwm.edu.pl
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Autorzy: Pajdak Joanna, Mikiewicz Mateusz, Schulz Patrycja, Kaczorek Edyta, Terech-Majewska Elzbieta

Tytul oryginalu: Histopathological lesions associated with metabolic bone disease in the central bearded dragon (Pogona vitticeps)
Czasopismo: Journal of Comparative Pathology

Opisfizyczny: 2016, 154 (1), s. 97

p-1SSN: 0021-9975

Jezyk publikacji: ENG

DOI: 10.1016/j.jcpa.2015.10.098

Data ukazania si¢ publikacji: 2016.01.01

Charakt. formalna: abstrakt, komunikat, streszczenie, plakat

Charakt. merytoryczna: varia

Dyscypliny czasopisma ha podstawie wykazu MNiSW z 2024.01.05: biologia medyczna; nauki

medyczne; biotechnologiaweterynaria

Tytul czasopisma w wykazie MNiSW z 2024.01.05: JOURNAL OF COMPARATIVE PATHOLOGY

Afiliacja: Pgjdak-Czaus Joanna[*] 0000-0003-2289-2241 5e7092d5878c28a04739daad;997;05, Mikiewicz Mateusz [*] 0000-0002-
3546-2032 5e7092d5878c28a04739da9e; 997,05, Schulz Patrycja[*];997;05, Kaczorek-Lukowska Edyta [*] 0000-0002-9962-0917
5e70945e878c28a0473bb93c;997;05, Terech-Majewska Elzbieta [*] 0000-0001-9093-0049 5e70921b878c28a04738ff71;076;05

30.

IDT: 0000047318.

Rok: 2016

Autorzy: Kycko Anna, Jasik Agnieszka, Bocian Lukasz, Otrocka-Domagata Iwona, Mikiewicz Mateusz, Smiech Anna, Lopuszynski
Wojciech, Dolka|zabella, Nowak Marcin, Madej Janusz

Tytul oryginatlu: Epidemiological and histopathological analysis of 40 apocrine sweat gland carcinomasin dogs: a retrospective
study

Czasopismo: Journa of Veterinary Research

Opisfizyczny: 2016, 60 (1), 331-337; bibliogr. 19 poz.

Uwagi: do Vol. 59/2015 r. czasop. ukazywalo si¢ pod tyt.: Bulletin of the Veterinary Institute in Pulawy

p-1SSN: 2450-7393

Jezyk publikacji: ENG

DOI: 10.1515/jvetres-2016-0050

Data ukazania si¢ publikacji: 2016.12.15

Charakt. formalna: artykut w czasopismie polskim

Charakt. merytoryczna: pracaoryginalna

Inne bazy podajace opis: Scopus; Web of Science Core Collection

Punktacja MNiSW: 15.000

Dyscypliny czasopisma na podstawie wykazu MNiSW z 2024.01.05: technologia zywno$ci i zywienia;zootechnika i
rybactwo;biotechnol ogia;weterynaria

Tytul czasopisma w wykazie MNiSW z 2024.01.05: Journal of Veterinary Research

Afiliacja: Kycko Anna [ ];000;000, Jasik Agnieszka [ ];000;000, Bocian Lukasz [ ];000;000, Otrocka-Domagata Iwona [*] 0000-
0002-3271-0408 5e70921h878c28a04738ff97;071,05, Mikiewicz Mateusz [*] 0000-0002-3546-2032
5¢7092d5878¢28a04739da%¢;997;05, Smiech Anna [ ;000;000, Lopuszynski Wojciech [ 1;000;000, Dolka Izabella [ ];000;000,
Nowak Marcin [ ];000;000, Madej Janusz [ ];000;000

31

IDT: 0000047105.

Rok: 2016

Autorzy: Mikiewicz Mateusz, Otrocka-Domagata Iwona, Pazdzior-Czapula Katarzyna, Gesek Michat
Tytul oryginalu: Morphology and immunoreactivity of canine and feline extramedullary plasmacytomas
Czasopismo: Polish Journal of Veterinary Sciences

Opisfizyczny: 2016, 19 (2), s. 345-352 ; bibliogr. 28 poz.

Oprac.: mgr Emilia tastowska, Dziat Informacji Naukowej BU UWM, tel. 89 523 49 57; bib.cin@uwm.edu.pl
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p-1SSN: 1505-1773

Jezyk publikacji: ENG

DOI: 10.1515/pjvs-2016-0042

Data ukazania si¢ publikacji: 2016.05.30

Charakt. formalna: artykut w czasopi$mie polskim

Charakt. merytoryczna: pracaoryginana

Inne bazy podajace opis: Web of Science Core Collection ; Scopus

Impact Factor: 0.697

Punktacja MNiSW: 20.000

Dyscypliny czasopisma na podstawie wykazu MNiSW z 2024.01.05: inzynieria biomedyczna;biologia medyczna;nauki
farmaceutyczne;nauki medyczne;rolnictwo i ogrodnictwo;technologia zywnosci i Zywienia;zootechnika i
rybactwo;biotechnol ogia;weterynaria

Tytul czasopisma w wykazie MNiSW z 2024.01.05: POLISH JOURNAL OF VETERINARY SCIENCES

Afiliacja: Mikiewicz Mateusz [*] 0000-0002-3546-2032 5e7092d5878c28a04739da9e;997;05, Otrocka-Domagata Iwona [*] 0000-
0002-3271-0408 5¢70921b878c28a04738f97;071;05, Pazdzior-Czapula Katarzyna [*] 0000-0002-7661-7993
5¢70935e878c28a0473a8472;071;05, Gesek Michat [*] 0000-0002-8853-3068 5e70921b878c28a04738ffb1;071,05

32.

IDT: 0000029908.

Rok: 2016

Autor zy: Otrocka-Domagata Iwona, Jastrzebski Pawel, Adamiak Zbigniew, Pazdzior-Czapula Katarzyna, Gesek Michat, Mikiewicz
Mateusz, Rotkiewicz Tadeusz

Tytul oryginalu: Safety of the long-term application of QuikClot Combat Gauze, ChitoGauze PRO and Celox Gauze in afemoral
artery injury model in swine - apreliminary study

Czasopismo: Polish Journal of Veterinary Sciences

Opisfizyczny: 2016, 19 (2), s. 337-343 ; bibliogr. 20 poz.

p-1SSN: 1505-1773

Jezyk publikacji: ENG

DOI: 10.1515/pjvs-2016-0041

Data ukazania si¢ publikacji: 2016.02.01

Charakt. formalna: artykut w czasopismie polskim

Charakt. merytoryczna: pracaoryginahna

Inne bazy podajace opis: Web of Science Core Collection ; Scopus

Impact Factor: 0.697

Punktacja MNiSW: 20.000

Dyscypliny czasopisma na podstawie wykazu MNiSW z 2024.01.05: inzynieria biomedyczna;biologia medyczna;nauki
farmaceutyczne;nauki medyczne;rolnictwo i ogrodnictwo;technologia zywnosci i zywienia;zootechnika i

rybactwo;biotechnol ogia;weterynaria

Tytul czasopisma w wykazie MNiSW z 2024.01.05: POLISH JOURNAL OF VETERINARY SCIENCES

Afiliacja: Otrocka-Domagata Iwona [*] 0000-0002-3271-0408 5¢70921b878c28a04738ff97;071,05, Jastrzebski Pawet [ ] 0000-0002-
0994-7044 5€709233878c28a047391a67;000;000, Adamiak Zbigniew [*] 0000-0001-8350-0198
5¢70921b878c28a04738{f76;073;05, Pazdzior-Czapula Katarzyna [*] 0000-0002-7661-7993 5e70935e878c28a0473a8472;071;05,
Gesek Michat [*] 0000-0002-8853-3068 5€70921b878c28a04738ffb1;071;05, Mikiewicz Mateusz [*] 0000-0002-3546-2032
5e7092d5878¢c28a04739da9e;071;05, Rotkiewicz Tadeusz [*];071;05

33.

IDT: 0000014461.

Rok: 2016

Autorzy: Maslanka Tomasz, Chrostowska Matgorzata, Otrocka-Domagata Iwona, Snarska Anna, Mikiewicz Mateusz, Zuska-Prot
Monika, Jasiecka Agnieszka, Ziotkowski Hubert, Markiewicz Wlodzimierz, Jaroszewski Jerzy J.

Oprac.: mgr Emilia tastowska, Dziat Informacji Naukowej BU UWM, tel. 89 523 49 57; bib.cin@uwm.edu.pl
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Tytul oryginalu: Prostaglandin E; exerts the proapoptotic and antiproliferative effects on bovine NK cells

Czasopismo: Research in Veterinary Science

Opisfizyczny: 2016, 107, s. 80-87 ; bibliogr. 33 poz.

p-1SSN: 0034-5288

Jezyk publikacji: ENG

DOI: 10.1016/j.rvsc.2016.05.009

Data ukazania si¢ publikacji: 2016.08.01

Charakt. formalna: artykut w czasopi$mie zagranicznym

Charakt. merytoryczna: pracaoryginahna

Inne bazy podajace opis: Web of Science Core Collection ; Scopus

Impact Factor: 1.298

Punktacja MNiSW: 35.000

Dyscypliny czasopisma na podstawie wykazu MNiSW z 2024.01.05: nauki farmaceutyczne;zootechnikai

rybactwo;biotechnol ogia;weterynaria

Tytul czasopisma w wykazie MNiSW z 2024.01.05: RESEARCH IN VETERINARY SCIENCE

Afiliacja: Maslanka Tomasz [*] 0000-0002-3807-0149 5¢70921b878c28a04738{f91;077;05, Chrostowska Matgorzata [ 1,000,000,
Otrocka-Domagata Iwona [*] 0000-0002-3271-0408 5e70921b878c28a04738ff97;071;05, Snarska Anna[*] 0000-0001-6867-929X
5e70921h878c28a04738ffab;075;05, Mikiewicz Mateusz [*] 0000-0002-3546-2032 5¢7092d5878c28a04739da9¢;997;05, Zuska-Prot
Monika [*] 0000-0002-6682-629X;997;05, Jasiecka-Mikotajczyk Agnieszka [*] 0000-0002-7012-758X
5¢709431878¢c28a0473b7ef1;077;05, Zidtkowski Hubert [*] 0000-0002-9314-8666 5e7093bf878c28a0473b01fb;077;05, Markiewicz
Wrtodzimierz [*] 0000-0003-2324-852X 5e70921b878c28a04738ff65;077;05, Jaroszewski Jerzy J. [*] 0000-0001-8031-1869
5e70921b878c28a04738ff7b;077,05

34.

IDT: 0000011874.

Rok: 2016

Autorzy: Mikiewicz Mateusz, Otrocka-Domagata Iwona, Pazdzior-Czapula Katarzyna, Gesek Michatl, Mikotajczyk Anna, Blacha
Agnieszka

Tytul oryginatu: Immunohistochemical evaluation of canine and feline Merkel cell tumors - areport of two cases

Czasopismo: Turkish Journal of Veterinary and Animal Sciences

Opisfizyczny: 2016, 40 (1), s. 124-129 ; bibliogr. 20 poz.

p-1SSN: 1300-0128

Jezyk publikacji: ENG

DOI: 10.3906/vet-1505-65

Data ukazania si¢ publikacji: 2016.01.05

Charakt. formalna: artykut w czasopi$mie zagranicznym

Charakt. merytoryczna: pracakazuistyczna

Inne bazy podajace opis: Scopus; Web of Science Core Collection

Impact Factor: 0.449

Punktacja MNiSW: 15.000

Dyscypliny czasopisma na podstawie wykazu MNiSW z 2024.01.05: technologia zywnosci i zywienia;zootechnika i
rybactwo;biotechnol ogia;weterynaria

Tytul czasopisma w wykazie MNiSW z 2024.01.05: TURKISH JOURNAL OF VETERINARY &amp; ANIMAL SCIENCES
Afiliacja: Mikiewicz Mateusz [*] 0000-0002-3546-2032 5e7092d5878c28a04739da9e;997;05, Otrocka-Domagata Iwona [*] 0000-
0002-3271-0408 5¢70921b878c28a04738{197;071,05, Pazdzior-Czapula Katarzyna [*] 0000-0002-7661-7993
5¢70935e878c28a0473a8472;071;05, Gesek Michat [*] 0000-0002-8853-3068 5¢70921b878c28a04738ffb1;071;05, Mikotajczyk
Anna[*];071;05, Blacha Agnieszka[*];997;05

35.
IDT: 0000020843.

Oprac.: mgr Emilia tastowska, Dziat Informacji Naukowej BU UWM, tel. 89 523 49 57; bib.cin@uwm.edu.pl
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Rok: 2016

Autorzy: Kaczorek Edyta, Terech-Majewska Elzbieta, Szarek Jozef, Mikiewicz Mateusz, Schulz Patrycja, Mataczewska Joanna,
Wojcik Roman M., Siwicki Andrzej K.

Tytul oryginatu: Ocena wptywu suplementacji paszy kwasem kynureinowym na obraz histopatologiczny watroby u pstraga
teczowego (Oncorhynchus mykiss) przed oraz po zakazeniu eksperymentalnym Yersinia ruckeri

Tytul rownolegly: Influence of dietary administration of kynurenic acid on the morphologica evauation of the liver in rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss) before and after experimental trial with Y ersinia ruckeri

Tytul calosci: XV Kongres Polskiego Towarzystwa Nauk Weterynaryjnych : Lublin, 22-24 wrze$nia 2016 : Per scientiam ad salutem
animalium et hominum : materiaty kongresowe

Adreswydawniczy, liczba stron: Lublin : Wydawnictwo MORPOL s.c., 2016, s. 166

Konferencja/zjazd - tytul: XV Kongres Polskiego Towarzystwa Nauk Weterynaryjnych

Konferencja/zjazd - migjscei data: Lublin, PL, 2016.09.22, 2016.09.24

p-1SBN: 978-83-940360-2-7

Jezyk publikacji: POL

Liczba arkuszy: 0.05

Data ukazania si¢ publikacji: 2016.09.22

Charakt. formalna: streszczenie w materiatach konferencyjnych (komunikat, poster)

Charakt. merytoryczna: varia

Afiliacja: Kaczorek-Lukowska Edyta [*] 0000-0002-9962-0917 5e70945e878c28a0473bb93c;997;05, Terech-Majewska Elzbieta [*]
0000-0001-9093-0049 5e70921b878c28a04738ft71;076;05, Szarek Jozef [*] 905116;084;05, Mikiewicz Mateusz [*] 0000-0002-
3546-2032 5e7092d5878¢c28a04739da%¢;997;05, Schulz Patrycja [*];997;05, Mataczewska Joanna [*] 0000-0002-9693-6692
5¢70921b878c28a04738ff8e;080;05, Wojcik Roman M. [*] 0000-0002-7405-6328 5e70921b878c28a04738ffaa;080;05, Siwicki
Andrzej K. [*] 0000-0002-7372-2181 5e70921b878c28a04738ff8b;080;05

36.

IDT: 0000024750.

Rok: 2016

Autorzy: Pazdzior-Czapula Katarzyna, Otrocka-Domagata Iwona, Gesek Michat, Mikiewicz Mateusz, Rapacz-Leonard Anna
Tytul oryginalu: Biopsja i ocena histopatologiczna endometrium w diagnostyce nieptodnosci u klaczy

Tytul rownolegly: The endometrial biopsy and histopathological evaluation as diagnostic procedure for mare infertility
Czasopismo: Zycie Weterynaryjne

Opisfizyczny: 2016, 91 (6), s. 435-439 ; bibliogr. 14 poz.

p-1SSN: 0137-6810

Jezyk publikacji: POL

Data ukazania si¢ publikacji: 2016.10.10

Charakt. formalna: artykut w czasopi$mie polskim

Charakt. merytoryczna: pracaoryginana

Punktacja MNiSW: 4.000

Uwaga dot. automatycznej identyfikacji: Niezidentyfikowano nawykazie dyscyplin

Afiliacja: Pazdzior-Czapula Katarzyna[*] 0000-0002-7661-7993 5e70935e878c28a0473a3472;071;05, Otrocka-Domagata Iwona [*]
0000-0002-3271-0408 5¢70921b878c28a04738{197;071;05, Gesek Michat [*] 0000-0002-8853-3068
5e70921h878c28a04738ffb1;071,05, Mikiewicz Mateusz [*] 0000-0002-3546-2032 5e7092d5878c28a04739da9e;997;05, Rapacz-
Leonard Anna[*] 0000-0002-6595-5153 5e70921b878c28a04738ffb3;085;05

37.

IDT: 0000005580.

Rok: 2015

Autorzy: Otrocka-Domagata Iwona, Pazdzior-Czapula Katarzyna, Gesek Michat, Koda Mariusz, Mikiewicz Mateusz, Mikotajczyk
Anna

Tytul oryginalu: Aggressive, solid variant of alveolar rhabdomyosarcoma with cutaneous involvement in ajuvenile Labrador

Oprac.: mgr Emilia tastowska, Dziat Informacji Naukowej BU UWM, tel. 89 523 49 57; bib.cin@uwm.edu.pl
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Retriever

Czasopismo: Journal of Comparative Pathology

Opisfizyczny: 2015, 152 (2-3), s. 177-181 ; bibliogr. 12 poz.

p-1SSN: 0021-9975

Jezyk publikacji: ENG

DOI: 10.1016/j.jcpa.2014.11.004

Data ukazania si¢ publikacji: 2014.12.01

Charakt. formalna: artykut w czasopi$mie zagranicznym

Charakt. merytoryczna: pracaoryginahna

Inne bazy podajace opis: Scopus; Web of Science Core Collection ; Science Direct

Impact Factor: 1.173

Punktacja MNiSW: 25.000

Dyscypliny czasopisma ha podstawie wykazu MNiSW z 2024.01.05: biologia medyczna;nauki

medyczne; biotechnologiaweterynaria

Tytul czasopisma w wykazie MNiSW z 2024.01.05: JOURNAL OF COMPARATIVE PATHOLOGY

Afiliacja: Otrocka-Domagata Iwona [*] 0000-0002-3271-0408 5¢70921b878c28a04738ff97,071;05, Pazdzior-Czapula Katarzyna [*]
0000-0002-7661-7993 5e70935e878c28a0473a8472;071;05, Gesek Michat [*] 0000-0002-8853-3068
5e70921b878c28a04738ffb1;071;05, Koda Mariusz [ ] 1893574;000;000, Mikiewicz Mateusz [*] 0000-0002-3546-2032
5e7092d5878c28a04739da9%¢;997;05, Mikotajczyk Anna [*];071;05

38.

IDT: 0000011768.

Rok: 2015

Autorzy: Mikiewicz Mateusz, Otrocka-Domagata Iwona, Gesek Michat, Pazdzior-Czapula Katarzyna, Rotkiewicz Tadeusz
Tytul oryginatu: Immunohistochemical and histopathological evauation of malignant pheochromocytoma: a case study
Czasopismo: Medycyna Weterynaryjna

Opisfizyczny: 2015, 71 (7), s. 453-457 ; bibliogr. 16 poz.

p-1SSN: 0025-8628

Jezyk publikacji: ENG

Data ukazania si¢ publikacji: 2015.07.01

Charakt. formalna: artykut w czasopismie polskim

Charakt. merytoryczna: pracaoryginahna

Inne bazy podajace opis: Web of Science Core Collection

Impact Factor: 0.195

Punktacja MNiSW: 15.000

Dyscypliny czasopisma na podstawie wykazu MNiSW z 2024.01.05: nauki medyczne;technologia zywnosci i
zywienia;zootechnika i rybactwo;biotechnologia;weterynaria

Tytul czasopisma w wykazie MNiSW z 2024.01.05: Medycyna Weterynaryjna-V eterinary Medicine-Science and Practice
Afiliacja: Mikiewicz Mateusz [*] 0000-0002-3546-2032 5e7092d5878¢c28a04739da9e;997;05, Otrocka-Domagata Iwona [*] 0000-
0002-3271-0408 5¢70921b878c28a04738{197;071;05, Gesek Michat [*] 0000-0002-8853-3068 5e70921b878c28a04738ffb1;071;05,
Pazdzior-Czapula Katarzyna[*] 0000-0002-7661-7993 5670935e878c28a0473a8472;071;05, Rotkiewicz Tadeusz [*];071;05

39.

IDT: 0000011769.

Rok: 2015

Autorzy: Pazdzior-Czapula Katarzyna, Otrocka-Domagata Iwona, Gesek Michat, Mikiewicz Mateusz, Rotkiewicz Tadeusz,
Mikulska-Skupief Elzbieta

Tytul oryginalu: Kaposi-like vascular tumor of the cardiac muscle in a dog: morphological and immunohistochemical study
Czasopismo: Medycyna Weterynaryjna

Opisfizyczny: 2015, 71 (8), s. 513-517 ; bibliogr. 13 poz.

Oprac.: mgr Emilia tastowska, Dziat Informacji Naukowej BU UWM, tel. 89 523 49 57; bib.cin@uwm.edu.pl
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p-1SSN: 0025-8628

Jezyk publikacji: ENG

Data ukazania si¢ publikacji: 2015.08.01

Charakt. formalna: artykut w czasopi$mie polskim

Charakt. merytoryczna: pracaoryginana

Inne bazy podajace opis: Web of Science Core Collection ; Scopus

Impact Factor: 0.195

Punktacja MNiSW: 15.000

Dyscypliny czasopisma na podstawie wykazu MNiSW z 2024.01.05: nauki medyczne;technologia zywnosci i
zywienia;zootechnika i rybactwo;biotechnologia;weterynaria

Tytul czasopisma w wykazie MNiSW z 2024.01.05: Medycyna Weterynaryjna-V eterinary Medicine-Science and Practice
Afiliacja: Pazdzior-Czapula Katarzyna[*] 0000-0002-7661-7993 5e70935e878c28a0473a8472;071;05, Otrocka-Domagata Iwona [*]
0000-0002-3271-0408 5¢70921b878¢c28a04738{197,071;05, Gesek Michat [*] 0000-0002-8853-3068
5e70921b878c28a04738ffb1;071;05, Mikiewicz Mateusz [*] 0000-0002-3546-2032 5e7092d5878c28a04739da%e;997;05, Rotkiewicz
Tadeusz [*];071;05, Mikulska-Skupien Elzbieta [*] 5¢70921b878c28a04738{198;076,05

40.

IDT: 0000011770.

Rok: 2015

Autorzy: Otrocka-Domagata Iwona, Mikotajczyk Anna, Pazdzior-Czapula Katarzyna, Gesek Michat, Rotkiewicz Tadeusz,
Mikiewicz Mateusz

Tytul oryginatlu: Effect of low-energy laser irradiation and antioxidant supplementation on cell apoptosis during skeletal muscle
post-injury regeneration in pigs

Czasopismo: Polish Journal of Veterinary Sciences

Opisfizyczny: 2015, 18 (3), s. 523-531 ; bibliogr. 34 poz.

p-1SSN: 1505-1773

Jezyk publikacji: ENG

DOI: 10.1515/pjvs-2015-0068

Data ukazania si¢ publikacji: 2015.07.01

Charakt. formalna: artykut w czasopismie polskim

Charakt. merytoryczna: pracaoryginahna

Inne bazy podajace opis: Web of Science Core Collection ; Scopus

Impact Factor: 0.719

Punktacja MNiSW: 20.000

Dyscypliny czasopisma na podstawie wykazu MNiSW z 2024.01.05: inzynieria biomedyczna;biologia medyczna;nauki
farmaceutyczne;nauki medyczne;rolnictwo i ogrodnictwo;technologia zywnosci i zywienia;zootechnika i

rybactwo;biotechnol ogia;weterynaria

Tytul czasopisma w wykazie MNiSW z 2024.01.05: POLISH JOURNAL OF VETERINARY SCIENCES

Afiliacja: Otrocka-Domagata Iwona [*] 0000-0002-3271-0408 5¢70921b878c28a04738ff97,071,05, Mikotajczyk Anna [*];071;05,
Pazdzior-Czapula Katarzyna[*] 0000-0002-7661-7993 5¢70935e878c28a0473a8472;071;05, Gesek Michat [*] 0000-0002-8853-
3068 5e70921b878c28a04738ffb1,071;05, Rotkiewicz Tadeusz [*];071,05, Mikiewicz Mateusz [*] 0000-0002-3546-2032
5e7092d5878¢c28a04739da9e;997;05

41.

IDT: 0000013819.

Rok: 2015

Autorzy: Pajdak Joanna, Mikiewicz Mateusz, Schulz Patrycja, Kaczorek Edyta, Terech-Majewska Elzbieta

Tytul oryginatu: Histopathological lesions associated with metabolic bone disease (MBD) in the central bearded dragon (Pogona
vitticeps)

Tytul catosci: The 33rd Annual Meeting of the European Society of Veterinary Pathology and the 26th Annual Meeting of the

Oprac.: mgr Emilia tastowska, Dziat Informacji Naukowej BU UWM, tel. 89 523 49 57; bib.cin@uwm.edu.pl
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European College of Veterinary Pathologists, 2-5 september 2015, Helsinki, Finland

Adreswydawniczy, liczba stron: Helsinki : University of Helsinki, 2015, s. 91

Jezyk publikacji: ENG

Data ukazania si¢ publikacji: 2015.12.01

Charakt. formalna: streszczenie w materiatach konferencyjnych (komunikat, poster)

Charakt. merytoryczna: varia

Afiliacja: Pajdak-Czaus Joanna[*] 0000-0003-2289-2241 5e7092d5878c28a04739daad;997;05, Mikiewicz Mateusz [*] 0000-0002-
3546-2032 5e7092d5878c28a04739da9€;997;05, Schulz Patrycja [*];997;05, Kaczorek-Lukowska Edyta [*] 0000-0002-9962-0917
5e70945e878c28a0473bb93c;997;05, Terech-Majewska Elzbieta [*] 0000-0001-9093-0049 5e70921b878c28a04738ff71;076;05

42,

IDT: 0000014713.

Rok: 2014

Autorzy: Otrocka-Domagata Iwona, Rekawek Wojciech, Pazdzior Katarzyna, Gesek Michat, Mikiewicz Mateusz, Rotkiewicz
Tadeusz

Tytul oryginatu: Congenital cardiac rhadomyosarcomain a calf

Czasopismo: Journa of Comparative Pathology

Opisfizyczny: 2014, 150 (1), s. 107

Uwagi: Proceedings of the 31st Meeting of the European Society of Veterinary Pathology and the Annual Meeting of the European
College of Veterinary Pathologists, London, United Kingdom, 5-7th September, 2013 Abstracts

p-1SSN: 0021-9975

Jezyk publikacji: ENG

Data ukazania si¢ publikacji: 2014.01.01

Charakt. formalna: abstrakt, komunikat, streszczenie, plakat

Charakt. merytoryczna: varia

Dyscypliny czasopisma ha podstawie wykazu MNiSW z 2024.01.05: biologia medyczna;nauki

medyczne; biotechnologia;weterynaria

Tytul czasopisma w wykazie MNiSW z 2024.01.05: JOURNAL OF COMPARATIVE PATHOLOGY

Afiliacja: Otrocka-Domagata Iwona [*] 0000-0002-3271-0408 5¢70921b878c28a04738ff97,071,05, Rekawek Wojciech [*]
6526082940e3f22d34a6b2f;997;05, Pazdzior-Czapula Katarzyna [*] 0000-0002-7661-7993 5e70935e878c28a0473a8472;071;05,
Gesek Michat [*] 0000-0002-8853-3068 5e70921b878c28a04738ffb1;071;05, Mikiewicz Mateusz [*] 0000-0002-3546-2032
5e7092d5878c28a04739da9¢;997;05, Rotkiewicz Tadeusz [*];997;05

43,

IDT: 0000014714.

Rok: 2014

Autorzy: Otrocka-Domagata Iwona, Pazdzior Katarzyna, Gesek Michat, Mikiewicz Mateusz, Rotkiewicz Tadeusz
Tytul oryginalu: Immunophenotype of neoplastic and bystander cellsin canine cutaneous mast cell tumours (CCMCTS)
Czasopismo: Journal of Comparative Pathology

Opisfizyczny: 2014, 150 (1), s. 106

Uwagi: Proceedings of the 31st Meeting of the European Society of Veterinary Pathology and the Annual Meeting of the European
College of Veterinary Pathologists, London, United Kingdom, 5-7th September, 2013 Abstracts

p-1SSN: 0021-9975

Jezyk publikacji: ENG

Data ukazania si¢ publikacji: 2014.01.01

Charakt. formalna: abstrakt, komunikat, streszczenie, plakat

Charakt. merytoryczna: varia

Dyscypliny czasopisma na podstawie wykazu MNiSW z 2024.01.05: biologia medyczna; nauki

medyczne; biotechnologia;weterynaria

Tytul czasopisma w wykazie MNiSW z 2024.01.05: JOURNAL OF COMPARATIVE PATHOLOGY

Oprac.: mgr Emilia tastowska, Dziat Informacji Naukowej BU UWM, tel. 89 523 49 57; bib.cin@uwm.edu.pl
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Afiliacja: Otrocka-Domagata Iwona [*] 0000-0002-3271-0408 5¢70921b878¢28a04738ff97,071;05, Pazdzior-Czapula Katarzyna [*]
0000-0002-7661-7993 5e¢70935e878c28a0473a8472;071;05, Gesek Michat [*] 0000-0002-8853-3068
5e70921h878c28a04738ffb1;071;05, Mikiewicz Mateusz [*] 0000-0002-3546-2032 5e7092d5878c28a04739da%¢;997;05, Rotkiewicz
Tadeusz [*];997,05

44,

IDT: 0000011765.

Rok: 2014

Autorzy: Przyborowska Paulina, Kotodziejska-Sawerska Anna, Mikiewicz Mateusz
Tytul oryginatu: Przypadek gruczolaka slinianki podzuchwowej u $winki morskiej
Tytul rownolegly: A case of submandibular salivary gland adenomain a guinea pig
Czasopismo: Weterynaria

Opisfizyczny: 2014 (7-8), s. 46-50, 53 ; bibliogr. 14 poz.

p-1SSN: 2300-5114

Jezyk publikacji: POL

Data ukazania si¢ publikacji: 2014.08.01

Charakt. formalna: artykut w czasopismie polskim

Charakt. merytoryczna: pracaoryginahna

Uwaga dot. automatycznej identyfikacji: Niezidentyfikowano nawykazie dyscyplin
Afiliacja: Przyborowska-Zhalniarovich Paulina[*] 0000-0002-5054-4888;997;05, Kotodziejska-Sawerska Anna| ];000;000,
Mikiewicz Mateusz [*] 0000-0002-3546-2032 5e7092d5878c28a04739da9e;997;05

45,

IDT: 0000011766.

Rok: 2014

Autor zy: Przyborowska Paulina, Kotodziejska-Sawerska Anna, Mikiewicz Mateusz, Szcze$niak Anna

Tytul oryginatu: Przypadek nasieniaka jadra u $winki morskiej

Tytul rownolegly: Case of testicular seminomain guinea pig

Czasopismo: Weterynaria

Opisfizyczny: 2014 (10), s. 30-34, 37-38 ; bibliogr. 23 poz.

p-1SSN: 2300-5114

Jezyk publikacji: POL

Data ukazania si¢ publikacji: 2014.10.01

Charakt. formalna: artykut w czasopi$mie polskim

Charakt. merytoryczna: pracaoryginalna

Uwaga dot. automatycznej identyfikacji: Niezidentyfikowano nawykazie dyscyplin

Afiliacja: Przyborowska-Zhalniarovich Paulina[*] 0000-0002-5054-4888;997;05, Kotodziejska-Sawerska Anna [ ];000;000,
Mikiewicz Mateusz [*] 0000-0002-3546-2032 5¢7092d5878¢c28a04739da9¢;997;05, Szczesniak Anna [*];997;05

46.

IDT: 0000011767.

Rok: 2014

Autorzy: Przyborowska Paulina, Kotodziejska-Sawerska Anna, Mikiewicz Mateusz
Tytul oryginatu: Przypadek torbielowatosci jajnikoéw i migéniaka gladkokomodrkowego macicy u §winki morskiej
Tytul rownolegly: Case of polycystic ovarian disease and leiomyoma in guinea pig
Czasopismo: Weterynaria

Opisfizyczny: 2014 (6), s. 56-63 ; bibliogr. 27 poz.

p-1SSN: 2300-5114

Jezyk publikacji: POL

Data ukazania si¢ publikacji: 2014.06.01

Oprac.: mgr Emilia tastowska, Dziat Informacji Naukowej BU UWM, tel. 89 523 49 57; bib.cin@uwm.edu.pl

26



-, //
IVI / BIBLIOTEKA UNIWERSYTECKA
|A'v| | ) UWM W OLSZTYNIE

Charakt. formalna: artykut w czasopi$mie polskim

Charakt. merytoryczna: pracaoryginalna

Uwaga dot. automatycznej identyfikacji: Niezidentyfikowano nawykazie dyscyplin

Afiliacja: Przyborowska-Zhalniarovich Paulina[*] 0000-0002-5054-4888;997;05, Kotodziejska-Sawerska Anna[*];997;05,
Mikiewicz Mateusz [*] 0000-0002-3546-2032 5e7092d5878c28a04739da%;997;05

47.

IDT: 0000007999.

Rok: 2014

Autor zy: Pazdzior-Czapula Katarzyna, Otrocka-Domagata Iwona, Gesek Michat, Mikiewicz Mateusz, Rotkiewicz Tadeusz

Tytul oryginalu: Guzy histiocytarne u psow i kotow

Tytul rownolegly: Canine and feline histiocytic neoplasia

Czasopismo: Weterynariaw Praktyce

Opisfizyczny: 2014, 11 (5), s. 89-93 ; hibliogr. 20 poz.

p-1SSN: 1732-1999

Jezyk publikacji: POL

Data ukazania si¢ publikacji: 2014.05.01

Charakt. formalna: artykut w czasopismie polskim

Charakt. merytoryczna: pracaoryginahna

Punktacja MNiSW: 3.000

Uwaga dot. automatycznej identyfikacji: Niezidentyfikowano nawykazie dyscyplin

Afiliacja: Pazdzior-Czapula Katarzyna[*] 0000-0002-7661-7993 5e70935e878c28a0473a8472;071;05, Otrocka-Domagata Iwona [*]
0000-0002-3271-0408 5¢70921b878¢28a04738{f97;071,05, Gesek Michat [*] 0000-0002-8853-3068
5e70921b878c28a04738ffb1;071;05, Mikiewicz Mateusz [*] 0000-0002-3546-2032 5e7092d5878¢c28a04739da%¢e;997;05, Rotkiewicz
Tadeusz [*];071;05

48.

IDT: 0000014726.

Rok: 2013

Autorzy: Otrocka-Domagata Iwona, Rgkawek Wojciech, Pazdzior Katarzyna, Gesek Michatl, Mikiewicz Mateusz, Rotkiewicz
Tadeusz

Tytul oryginatu: Congenital cardiac rhadomyosarcomain a calf

Tytul calosci: 31st Meeting of the European Society of Veterinary Pathology and the European College of Veterinary Pathologists 4-
7th September 2013

Adreswydawniczy, liczba stron: London, 2013 ; PP-66

Konferencja/zjazd - tytul: 31st Meeting of the European Society of Veterinary Pathology and the European College of Veterinary
Pathologists 4-7th September 2013

Konferencja/zjazd - migjscei data: London, GB, 2013.09.04, 2013.09.07

Jezyk publikacji: ENG

Data ukazania sie publikacji: 2013.09.04

Charakt. formalna: streszczenie w materiatach konferencyjnych (komunikat, poster)

Charakt. merytoryczna: varia

Afiliacja: Otrocka-Domagata lwona[*] 0000-0002-3271-0408 5¢70921b878c28a04738ff97;071;05, Rekawek Wojciech [*]
652608a940e3ff22d34a6b2f;997;05, Pazdzior-Czapula Katarzyna [*] 0000-0002-7661-7993 5e70935e878c28a0473a8472;071;05,
Gesek Michat [*] 0000-0002-8853-3068 5e70921b878c28a04738ffb1;071;05, Mikiewicz Mateusz [*] 0000-0002-3546-2032
5e7092d5878c28a04739da%e;997;05, Rotkiewicz Tadeusz [*];997;05

49,

IDT: 0000014727.
Rok: 2013

Oprac.: mgr Emilia tastowska, Dziat Informacji Naukowej BU UWM, tel. 89 523 49 57; bib.cin@uwm.edu.pl
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Autorzy: Otrocka-Domagata Iwona, Pazdzior Katarzyna, Gesek Michat, Mikiewicz Mateusz, Rotkiewicz Tadeusz

Tytul oryginalu: |mmunophenotype of neoplastic and bystander cellsin canine cutaneous mast cell tumours (CCMCTS)

Tytul calosci: 31st Meeting of the European Society of Veterinary Pathology and the European College of Veterinary Pathologists 4-
7th September 2013

Adreswydawniczy, liczba stron: London, 2013 ; PP-65

Konferencja/zjazd - tytul: 31st Meeting of the European Society of Veterinary Pathology and the European College of Veterinary
Pathologists 4-7th September 2013

Konferencja/zjazd - migjscei data: London, GB, 2013.09.04, 2013.09.07

Jezyk publikacji: ENG

Data ukazania si¢ publikacji: 2013.09.04

Charakt. formalna: streszczenie w materiatach konferencyjnych (komunikat, poster)

Charakt. merytoryczna: varia

Afiliacja: Otrocka-Domagata Iwona [*] 0000-0002-3271-0408 5¢70921b878¢28a04738ff97,071;05, Pazdzior-Czapula Katarzyna [*]
0000-0002-7661-7993 5¢70935¢878c28a0473a8472;071;05, Gesek Michat [*] 0000-0002-8853-3068
5e70921b878c28a04738ffb1;071;05, Mikiewicz Mateusz [*] 0000-0002-3546-2032 5e7092d5878c28a04739da%€;997;05, Rotkiewicz
Tadeusz [*];997;05

Oprac.: mgr Emilia tastowska, Dziat Informacji Naukowej BU UWM, tel. 89 523 49 57; bib.cin@uwm.edu.pl
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Certificate of Participation

Third Joint Congress of the
ESVP, ESTP and the ECVP

Lyon, France
30th August — 2nd September 2017

Mateusz Mikiewicz

Attended the third Joint Congress of the
European Society of Veterinary Pathology,
European Society of Toxicologic Pathology and the
European College of Veterinary Pathologists

which included 20 hours of continuing professional education.

J l‘;" | W fﬁ_ﬂ% ‘4%

Sibylle Gréters Wolfgang Baumgartner Anja Kipar
ESTP Chairman ESVP President ECVP President

Cutting Edge Pathology
Lyon, 2nd September, 2017



Komisja do Spraw Specijalizacji Lekarzy Weterynarii
Weterynaryjne Centrum Ksztatcenia Podyplomowego

DYPLOM
Ne A A2...1 2016 1

Lekarz weterynarii.. (et bbbl . Sl e i
urodzony(a) dnia............. (BB 1937 r, po‘speinieniu warunkow
okreélonych w rozporzadzeniu Ministra Rolnictwa i Gospodarki Zywnosciowe
7 dnia 28 listopada 1994 r. w sprawie trybu i szczegGlowych zasad uzyskania

fytulu specijalisty przez Ie;}arz gterynarii (Dz. U. Nr 131, poz. 667), na
podstawie uchwaly W?W;&)@é}g’ Komisji do Spraw Specializaci
Lekarzy Weterynarii z dnia A3 LLHEY. uzyskat(a) tytut-

specjalisty

..... Lhencly gl newler G ok.....

(w dziedzinie)

Przewodniczgcy Komisji do Spraw
Specijalizacji Leks Veterynarii

prof. dr hab. Tomasz Janowski

Putawy, dnta40¢8-2016 I.
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Rada Samorzqdu Doktorantéw
Uniwersytetu Warmiriskp-Mazurskiego w Olsztynie

Olsztyn, 28 wrzesnia 2015 .

Pan
Lek wet. Mateusz Mikjewicz

Szanowny Panie,

Serdecznie dzigRuje za poswigcony czas, niezawodny udziaf i aktywnq prace
w Radzie Samorzqdu Dokgorantéw Uniwersytetu WarmirisRo-Mazurskiego w Olsztynie,
reprezentowanie spotecznosci doktoranckiej naszego Uniwersytetu w Odwotawczej Komisji
Dyscyplinarmej ds. doktorantéw oraz Uczelnianej Odwolawczej Komisfi Stypendialne;,
w roku akademickim 2014/2015,

Zyeze sukceséw w dalszej pracy naukowej i samorzqdowej.




Wykaz osiagnieé¢ naukowych albo artystycznych, stanowiacych znaczny wklad w rozwaj

okreslonej dyscypliny

Informacje zawarte w poszczegolnych punktach tego dokumentu powinny uwzglednia¢é podziat

na okres przed uzyskaniem stopnia doktora oraz po jego uzyskaniu.

WYKAZ OSIAGNIEC NAUKOWYCH ALBO ARTYSTYCZNYCH,
O KTORYCH MOWA W ART. 219 UST. 1. PKT 2 USTAWY
Monografie naukowe, zgodnie z art. 219 ust. 1. pkt 2a ustawy; lub
BRAK
Cykl powigzanych tematycznie artykutow naukowych, zgodnie z art. 219 ust. 1. pkt 2b
ustawy; lub

Lp.

Punktacja

Publikacja MNiSW/MNIE

Cykl powigzanych ze soba tematycznie artykuléw naukowych

Mateusz Mikiewicz, Katarzyna Pazdzior-Czapula, Joanna Fiedorowicz, Michat
Gesek, lwona Otrocka-Domagata. Metallothionein expression in feline injection
site fibrosarcomas. BMC Vet. Res. 2023;19: 42.

DOI: 10.1186/s12917-023-03604-5

Moj wkiad w powstanie w tej publikacji polegat na stworzeniu koncepcji oraz
metodyki badan, uzyskaniu finansowania z Narodowego Centrum Nauki w 140
ramach konkursu Miniatura5 (Nr DEC-2021/05/X/NZ4/00037), zebraniu
probek do wykonania badania, zaplanowaniu i wykonaniu analiz
laboratoryjnych, opracowaniu i interpretacji wynikow, sformutowaniu
wnioskow, przygotowaniu manuskryptu, wykonaniu rycin, przygotowaniu
odpowiedzi na recenzje. Moj udzial procentowy szacuje na 80%.

2,3

Mateusz Mikiewicz, Katarzyna Pazdzior-Czapula, Joanna Fiedorowicz, Iwona
Otrocka-Domagata. Expression of programmed cell death protein 1 and
programmed cell death ligand 1 in feline injection site fibrosarcomas. Res. Vet.
Sci. 2024;176:105350.

DOI: 10.1016/j.rvsc.2024.105350

Moj wktad w powstanie w tej publikacji polegat na stworzeniu koncepcji oraz
metodyki badan, uzyskaniu finansowania z Narodowego Centrum Nauki w
ramach konkursu Miniatura5 (Nr DEC-2021/05/X/NZ4/00037), zebraniu
probek do wykonania badania, zaplanowaniu i wykonaniu analiz
laboratoryjnych, opracowaniu i interpretacji wynikow, sformutowaniu
wnioskdw, przygotowaniu manuskryptu, wykonaniu rycin, przygotowaniu
odpowiedzi na recenzje. Moj udzial procentowy szacuje na 85%.

100

2.4




Punktacja
Lp. PutllzEs MNiSW/MNIE
Mateusz Mikiewicz, lwona Otrocka-Domagata. Immunohistochemical analysis
of smooth muscle actin and CD3L1 in feline post-injection site fibrosarcomas:
association with tumour grade, vascular density, and multinucleated giant cells.
BMC Vet. Res. 2025;21:191.
Moj wktad w powstanie w tej publikacji polegal na stworzeniu koncepcji oraz
3. metodyki badan, uzyskaniu finansowania z Narodowego Centrum Nauki w 140 2,3
ramach konkursu Miniatura5 (Nr DEC-2021/05/X/NZ4/00037), zebraniu
probek do wykonania badania, zaplanowaniu i wykonaniu analiz
laboratoryjnych, opracowaniu i interpretacji wynikow, sformutowaniu
wnioskow, przygotowaniu manuskryptu, wykonaniu rycin, przygotowaniu
odpowiedzi na recenzje. Moj udzial procentowy szacuje na 95%.
3. Zredlizowane oryginalne osiagni¢cia projektowe, konstrukcyjne, technologiczne lub
artystyczne, zgodnie z art. 219 ust. 1. pkt 2c ustawy;
BRAK
4. Inne, niz wymienione w pkt. I.1-3, osiggni¢cia naukowe lub artystyczne.
W przypadku prac dwu- lub wieloautorskich zaleca sie ztozenie oswiadczenia przez
habilitanta oraz wspotautorow wskazujgce na ich merytoryczny (a NIE procentowy) wkitad
w powstanie kazdej pracy [mp. tworca hipotezy badawczej, pomystodawca badan,
wykonanie specyficznych badan (np. przeprowadzenie konkretnych doswiadczen,
opracowanie i zebranie ankiet, itp.), wykonanie analizy wynikow, przygotowanie
manuskryptu artykutu, i innej]. Okreslenie wkladu danego autora, w tym habilitanta,
powinno by¢ na tyle precyzyjne, aby umozliwi¢ doktadng ocen¢ jego udziatu i roli w
powstaniu kazdej pracy.
Punktacja IF
Lp. Uz MNiSW/MNiE

Inne osiagniecie, 0 ktérym mowa art. 219 ust. 1 pkt. 2 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. ,,Prawo o szkolnictwie

wyzszym i nauce” (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 z p6zn. zm.)

Mikiewicz M., Otrocka-Domagata I., Gesek M., Pazdzior-Czapula K.,
Rotkiewicz T. (2015) Immunohistochemical and histopathological evaluation of
malignant pheochromocytoma: a case study. Med. Weter. 71: 453-457.

Moj wktad w powstanie w tej publikacji polegat na opracowaniu koncepcji
badan, metodyki, zaplanowaniu i wykonaniu analiz laboratoryjnych,
opracowaniu i interpretacji wynikow, sformutowaniu wnioskow, przygotowaniu
manuskryptu, przygotowaniu odpowiedzi na recenzj¢. Moj udziat procentowy
szacuje na 53%.

15

0,195




Lp.

Publikacja

Punktacja
MNiSW/MNIE

Mikiewicz M., Otrocka-Domagata I., Pazdzior-Czapula K., Gesek M.,
Mikolgjczyk A., Blacha A. (2016) |mmunohistochemical evaluation of canine
and feline Merkel cell tumours-a report of two cases. Turk. J. Vet. Anim. Sci.
40: 124-129.

Moj wkiad w powstanie w tej publikacji polegatl na opracowaniu koncepcji
badan, metodyki, zaplanowaniu i wykonaniu analiz laboratoryjnych,
opracowaniu i interpretacji wynikow, sformutowaniu wnioskow, przygotowaniu
manuskryptu, przygotowaniu odpowiedzi na recenzje. M6j udzial procentowy
szacuje na 53%.

20

0,449

Mikiewicz M., Otrocka-Domagata 1., Pazdzior-Czapula K., Gesek M. (2016)
Morphology and immunoreactivity of canine and feline extramedullary
plasmacytomas. Pol. J. Vet. Sci. 19: 345-352.

Moj wkiad w powstanie w tej publikacji polegal na opracowaniu koncepcji
badan, metodyki, zaplanowaniu 1 wykonaniu analiz laboratoryjnych,
opracowaniu i interpretacji wynikow, sformutowaniu wnioskow, przygotowaniu
manuskryptu, przygotowaniu odpowiedzi na recenzjg. Moj udzial procentowy
szacuje na 60%.

20

0,697

Mikiewicz M., Pazdzior-Czapula K., Gesek M., Lemishevskyi V., Otrocka-
Domagata 1. (2019) Canine and Feline Oral Cavity Tumours and Tumour-like
Lesions: a Retrospective Sudy of 486 Cases (2015-2017). J. Comp. Pathol. 172:
80-87.

Moj wkilad w powstanie w tej publikacji polegal na opracowaniu koncepcji
badan, metodyki, zaplanowaniu 1 wykonaniu analiz laboratoryjnych,
opracowaniu i interpretacji wynikow, sformutowaniu wnioskow, przygotowaniu
manuskryptu, przygotowaniu odpowiedzi na recenzje. Moj udzial procentowy
szacuje na 84%.

100

0,994

Mikiewicz M., Pazdzior-Czapula K., Gesek M., Dziubinska-Bartylak P.,
Otrocka-Domagata 1.(2020) Intraocular chondrosarcoma in a rabbit. J. Comp.
Pathol. 179: 41-44.

Moj wkiad w powstanie w tej publikacji polegat na opracowaniu koncepcji
badan, metodyki, zaplanowaniu 1 wykonaniu analiz laboratoryjnych,
opracowaniu i interpretacji wynikow, sformutowaniu wnioskow, przygotowaniu
manuskryptu, przygotowaniu odpowiedzi na recenzj¢. Mdj udziat procentowy
szacuje na 60%.

100

1,311

Prace oryginalne przed uzyskaniem stopnia doktora

Przyborowska P., Kotodziejska-Sawerska A., Mikiewicz M., Szczeséniak A.
(2014) Przypadek nasieniaka jgdra u Swinki morskiej. Weterynaria 10: 30-34.

Przyborowska P., Kotodziejska-Sawerska A., Mikiewicz M. (2014) Przypadek
gruczolaka Slinianki podzuchwowej u swinki morskiej. Weterynaria 7-8: 46-50.

Przyborowska P., Kotodziejska-Sawerska A, Mikiewicz M. (2014) Przypadek
torbielowatosci jajnikow i migsniaka gladkokomorkowego macicy u Swinki

morskigj. Weterynaria 6: 56-63

Pazdzior-Czapula K., Otrocka-Domagata 1., Gesek M., Mikiewicz M .,
Rotkiewicz T. (2014) Guzy histiocytarne u psow i kotow. \Weterynariaw
Praktyce 11: 89-93.

Otrocka-Domagala l., Pazdzior-CzapulaK., Gesek M., KodaM., Mikiewicz M .,
Mikolajczyk A. (2015) Aggressive, solid variant of alveolar rhabdomyosarcoma
with cutaneous involvement in a juvenile Labrador Retriever. J. Comp. Pathol.
152: 177-181.

25

1,173

Pazdzior-Czapula K., Otrocka-Domagata 1., Gesek M., Mikiewicz M.,
Rotkiewicz T., Mikulska-Skupien E. (2015) Kaposi-like vascular tumor of the
cardiac muscle in a dog: morphological and immunochistochemical study. Med.
Weter. 71: 513-517.

15

0,195




Lp.

Publikacja

Punktacja
MNiSW/MNIE

Otrocka-Domagata 1., Mikotajczyk A., Pazdzior-Czapula K., Gesek M.,
Rotkiewicz T., Mikiewicz M. (2015) Effect of low-energy laser irradiation and
antioxidant supplementation on cell apoptosis during skeletal muscle post-injury
regeneration in pigs. Pol. J. Vet. Sci. 18: 523-531.

20

0,719

Kycko A., Jasik A., Bocian L., Otrocka-Domagata I., Mikiewicz M., Smiech
A., Lopuszynski W., Dolka 1., Nowak M., Made;j J. (2016) Epidemiological and
histopathological analysis of 40 apocrine sweat gland carcinomasin dogs: a
retrospective study. J. Vet. Res. 60 : 331-337.

15

Maslanka T., Otrocka-Domagata 1., Zuska-Prot M., Mikiewicz M., Przybysz J.,
Jasiecka A., Jaroszewski J.J. (2016) Ix B kinase inhibitor, IMD-0354, prevents
allergic asthma in a mouse model through inhibition of CD4+ effector T cell
responses in the lung-draining mediastinal lymph nodes.

Czasopismo: Eur. J. Pharmacol. 775: 78-85.

30

2,896

10.

Gesek M., Otrocka-Domagata 1., Sokét R., Pazdzior-CzapulaK., Lambert B.D.,
Wisniewska A., Zechowicz M., Mikiewicz M., Korzeniowska P. (2016)
Histopathological studies of the heart in three lines of broiler chickens. Br.
Poult. Sci. 57: 219-226.

30

0,884

11

Otrocka-Domagata 1., Jastrzebski P., Adamiak Z., Pazdzior-Czapula K., Gesek
M., Mikiewicz M., Rotkiewicz T. (2016) Safety of the long-term application of
QUuikClot Combat Gauze, ChitoGauze PRO and Celox Gauzein a femoral artery
injury model in swine - a preliminary study. Pol. J. Vet. Sci. 19: 337-343.

20

0,697

12.

Maslanka T., Chrostowska M., Otrocka-Domagata 1., Snarska A., Mikiewicz
M., Zuska-Prot M., Jasiecka A., Ziotkowski H., Markiewicz W., Jaroszewski
J.J. (2016) Prostaglandin E; exerts the proapoptotic and antiproliferative
effects on bovine NK cells. Res. Vet. Sci. 107: 80-87.

35

1,298

13.

Pazdzior-Czapula K., Otrocka-Domagata 1., Gesek M., Mikiewicz M., Rapacz-
Leonard A. (2016) Biopsia i ocena histopatol ogiczna endometrium w
diagnostyce nieptodnosci u klaczy. Zycie Weterynaryijne 91: 435-439.

14.

Kaczorek E., Szarek J.,, Mikiewicz M., Terech-Mgewska E., Schulz P.,
Mataczewska J., Wojcik R.M., Siwicki A.K. (2017) Effect of feed
supplementation with kynurenic acid on the morphology of the liver, kidney and
gills in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss Walbaum, 1792), healthy and
experimentally infected with Yersinia ruckeri. J. Fish Dis. 40: 873-884.

35

2,004

15.

Pazdzior-Czapula K., Otrocka-Domagata 1., Myrdek P., Mikiewicz M. Gesek
M. (2018) Dirofilaria repens - an etiological factor or an incidental finding in
cytologic and histopathologic biopsies from dogs. Vet. Clin. Pathol. 47: 307-
311.

35

0,937

16.

Pazdzior-Czapula K., Otrocka-Domagata 1., Gesek M., Mikiewicz M. (2018)
Canine oral cavity T-cel Ilymphoma-  histopathological and
immunohistochemical study. Med. Weter. 74: 70-72.

15

0,197

Prace oryginalne po uzyskaniu stopnia doktora

Pazdzior-Czapula K., Mikiewicz M., Gesek M., Zwolinski C., Otrocka-
Domagata 1. (2019) Diagnostic immunohistochemistry for canine cutaneous
round cell tumours - retrospective analysis of 60 cases. Folia Histochem
Cytobiol. 57: 146-154.

70

0,854

Prusinska M., Nowosad J., Jarmotowicz S., Mikiewicz M., Duda A.,
Wiszniewski G., Sikora M., Biega) M., Samselska A., Arciuch-Rutkowska M.,
Targonska K., Otrocka-Domagata I., Kucharczyk D. (2020) Effect of feeding
barbel larvae (Barbus barbus (L, 1758)) Artemia sp. nauplii enriched with
PUFAs on their growth and survival rate, blood composition, alimentary tract
histological structure and body chemical composition. Aquac. Rep. 18:1-8.

100

3,216




Lp.

Publikacja

Punktacja
MNiSW/MNIE

Michalska K., Gesek M., Sokét R., Murawska D., Mikiewicz M., Chtodowska
A. (2021) Effective Microorganisms (EM) Improve Internal Organ Morphology,
Intestinal Morphometry and Serum Biochemical Activity in Japanese Quails
Under Clostridium perfringens Challenge. Molecules 26: 1-17.

140

4,927

Jasik A., Kycko A., Olech M., Wyrostek K., Smiech A., Lopuszynski W.,
Otrocka-Domagata 1., Mikiewicz M., Dolkal. (2021) Mutations of p53 genein
canine sweat gland carcinomas probably associated with UV radiation.
Czasopismo: J. Vet. Res. 65: 519-526.

140

2,058

Nowosad J., Jasinski Sz., Arciuch-Rutkowska M., Abdel-Latif H.M.R., Wrébel
M., Mikiewicz M., Zielonka L., Kotsyumbas 1.Y., Muzyka V.P., Brezvyn O.M.,
Dietrich G., Kucharczyk D.(2023) Effects of Bee Pollen on Growth Performance,
Intestinal Microbiota and Histomorphometry in African Catfish. Animals 13: 1-
16.

100

2,7

Nowosad J., Kujawa R., Sherzada S., Kucharczyk D., Mikiewicz M., Dryl K.,
Kapusta A., Luczynska J., Abdel-Latif H.M.R.(2024) Histomorphological and
Dynamical Changes in Female River Lampreys during Maturation under
Controlled Conditions as a Part of Lamprey Restoration Programs. Animals.17:
1-14.

100

2,7

Pazdzior-Czapula K., Mikiewicz M., Fiedorowicz J.,, Otrocka-Domagata I.
(2024) Mammary and reproductive tract tumours and tumour -like lesions of 286
small pet mammals. a retrospective study. J. Comp. Pathol. 213: 46-58.

100

0,8

Publikacje wchodzace w sklad rozprawy doktorskiej

Mikiewicz M., Otrocka-Domagata 1., Pazdzior-Czapula K., Rotkiewicz T.
(2017) Influence of long-term, high-dose dexamethasone administration on
proliferation and apoptosis in porcine hepatocytes. Res. Vet. Sci. 112: 141-148.

35

1,616

Mikiewicz M., Otrocka-Domagata 1., Pazdzior-Czapula K. (2019) Influence of
simvastatin on hepatocytes - histopathol ogical and immunohistochemical study.
Pol. J. Vet. Sci. 22: 263-270.

100

0,516

Publikacje przegladowe po uzyskaniu stopnia doktora

Otrocka-Domagata 1., Pazdzior-Czapula K., Fiedorowicz J., Mikiewicz M .,
Piotrowska A., Gesek M. (2022) Cutaneous and subcutaneous tumours of small
pet mammal - retrospective study of 256 cases (2014-2021). Animals 12: 1-16.

100

Kuna J., Chmielewski G., Gruchata M., Mikiewicz M., Recki P., Krajewska-
Wrhodarczyk M. (2022) Fatal Acute Heart Failure in the Course of Macrophage
Activation Syndrome: Case Report and Literature Review. J. Clin. Med. 14: 1-9.

140

39

Chmielewski G., Majewski M.S,, KunaJ., Mikiewicz M., Krajewska-
Wrhodarczyk M. (2023) Fatiguein Inflammatory Joint Diseases. Int. J. Mol. Sci.
24. 1-16.

140

4.9

Opublikowane streszczenia pokonfer encyjne w recenzowanych czasopismach naukowych

Otrocka-Domagata 1., Pazdzior K., Gesek M., Mikiewicz M., Rotkiewicz T.
(2014) Immunophenotype of neoplastic and bystander cellsin canine cutaneous
mast cell tumours (CCMCTS). J. Comp. Pathol. 150: 106.

Otrocka-Domagata 1., Rekawek W., Pazdzior K., Gesek M., Mikiewicz M .,
Rotkiewicz T. (2014) Congenital cardiac rhadomyosarcoma in a calf. J. Comp.
Pathol. 150: 107.

Pajdak J., Mikiewicz M., Schulz P., Kaczorek E., Terech-Majewska E. (2016)
Histopathological lesions associated with metabolic bone disease in the central
bearded dragon (Pogona vitticeps). J. Comp. Pathol. 154: 97.




Lp.

Punktacja IF

Publikacja MNiSW/MNIE

Kaczorek E., Terech-Majewska E., Szarek J., Mikiewicz M., Schulz P.,
Mataczewska J., Wojcik R.M., Pgjdak J., Siwicki A.K. (2017) The influence of
feed supplementation with kynurenine acid (KYNA) on the gillsin rainbow trout - -
(Oncorhynchus mykiss) infected experimentally with Yersinia ruckeri. J. Comp.
Pathol. 156: 93.

Mikiewicz M ., Pazdzior-Czapula K., Otrocka-Domagata 1., Gesek M., Myrdek
P. (2018) Oral cavity lesionsin dogs: a retrospective study of 136 cases. J. - -
Comp. Pathol. 158: 122.

Gesek M., Stenzel T., Otrocka-Domagata 1., Pazdzior-CzapulaK., Mikiewicz
M., MichaskaK., Koncicki A. (2018) Immunohistochemical characterization
and proliferation activity of cutaneous |eiomyosarcoma with multiple visceral
metastases in a fantail pigeon. J. Comp. Pathol. 158: 145.

Otrocka-Domagata 1., Mikiewicz M., Pazdzior-Czapula K., Gesek M. (2019)
Extraskel etal myxoid-type chondrosarcoma in arat. J. Comp. Pathol. 166: 148.

Pazdzior-Czapula K., Otrocka-Domagata 1., Gesek M., Mikiewicz M., Pawlik
M. (2019) Expression of Ki67 in canine cutaneous histiocytoma. J. Comp. - -
Pathol. 166: 123.

WYKAZ AKTYWNOSCI NAUKOWEJ ALBO ARTYSTYCZNEJ

Wykaz cztonkostwa w redakcjach naukowych monografii.

BRAK

Wykaz wystapien nakrajowych lub migedzynarodowych konferencjach naukowych lub
artystycznych, z wyszczegoélnieniem przedstawionych wykladow na zaproszenie

1 wyktadow plenarnych.

Lp.

Doniesienia na krajowych i miedzynarodowych konferencjach naukowych

Otrocka-Domagata 1., Pazdzior K., Gesek M., Mikiewicz M., Rotkiewicz T. Immunophenotype of neoplastic
and bystander cells in canine cutaneous mast cell tumours (CCMCTS). The 31st Meeting of the European
Society of Veterinary Pathology and the European College of Veterinary Pathologists 4-7th September 2013,
Londyn, Wielka Brytania

Otrocka-Domagata 1., Rekawek W., Pazdzior K., Gesek M., Mikiewicz M., Rotkiewicz T. Congenital
cardiac rhadomyosarcoma in a calf. The 31st Meeting of the European Society of Veterinary Pathology and
the European College of Veterinary Pathologists 4-7th September 2013, Londyn, Wielka Brytania.

Pazdzior-CzapulaK., Otrocka-Domagata 1., Rotkiewicz T., Gesek M., Mikiewicz M. Expression of
metallothioneins in canine cutaneous histiocytic tumors. Current approches to health and diseases in animals
and humans, 19-20.09.2014, Lublin, Polska.

Mikiewicz M., Otrocka-Domagata 1., Pazdzior-Czapula K., Gesek M. Przypadek guza z komorek Merkla u
psai kota. 6.12.2014, Krakow, Polska.

Pajdak J., Mikiewicz M., Schulz P., Kaczorek E., Terech-Majewska E. Histopathological lesions associated
with metabolic bone disease (MBD) in the central bearded dragon (Pogona vitticeps). The 33rd Annual
Meeting of the European Society of Veterinary Pathology and the 26th Annual Meeting of the European
College of Veterinary Pathologists, 2nd-5th September 2015, Helsinki, Finlandia.

Kaczorek E., Terech-Majewska E., Szarek J., Mikiewicz M., Schulz P., Mataczewska J., Wojcik R M.,
Siwicki A.K. Ocena wpltywu suplementacji paszy kwasem kynureinowym na obraz histopatologiczny
waqtroby u pstrqga teczowego (Oncorhynchus mykiss) przed oraz po zakazeniu eksperymentalnym Yersinia
ruckeri. XV Kongres Polskiego Towarzystwa Nauk Weterynaryjnych: Per scientiam ad salutem animalium
et hominum. 22-24 wrzesnia 2016, Lublin, Polska




Lp.

Doniesienia na krajowych i mi¢gdzynarodowych konferencjach naukowych

Kaczorek E., Terech-Magjewska E., Szarek J., Mikiewicz M., Schulz P., Mataczewska J., Wojcik R.M.,
Pajdak J., Siwicki A.K. The influence of feed supplementation with kynurenine acid (KYNA) on thegillsin
rainbow trout (Oncor hynchus mykiss) infected experimentally with Yersinia ruckeri. The 34th ESVP
Meeting of the European Society of Veterinary Pathology: 27th ECVP Meeting of the European College of
Veterinary Pathology, September 7th-10th, 2016, Bolonia, Wiochy.

Mikiewicz M., Pazdzior-CzapulaK., Otrocka-Domagata I., Gesek M., Myrdek P. Oral cavity lesionsin dogs:
a retrospective study of 136 cases. The 3rd Joint European Congress of the ESVP, ESTP and ECVP, 35th
Meeting of the ESVP, 15th Meeting of the ESTP, 28th Meeting of the ECVP. 30th August - 2nd September
2017, Lyon, Francja.

Gesek M., Stenzel T., Otrocka-Domagata 1., Pazdzior-CzapulaK., Mikiewicz M ., MichalskaK., Koncicki A.
Immunohistochemical characterization and proliferation activity of cutaneous |eiomyosarcoma with multiple
visceral metastasesin a fantail pigeon. The 3rd Joint European Congress of the ESVP, ESTP and ECVP, 35th
Meeting of the ESVP, 15th Meeting of the ESTP, 28th Meeting of the ECVP. 30th August - 2nd September
2017, Lyon, Francja.

10.

Otrocka-Domagata 1., Mikiewicz M., Pazdzior-Czapula K., Gesek M. Extraskeletal myxoid-type
chondrosarcoma in a rat. The 3rd Joint European Congress of the ESVP, ESTP and ECVP, 35th Meeting of
the ESVP, 15th Meeting of the ESTP, 28th Meeting of the ECVP. 30th August - 2nd September 2017, Lyon,
Francja.

11

Pazdzior-CzapulaK., Otrocka-Domagata I., Gesek M., Mikiewicz M., Pawlik M. Expression of Ki67 in canine
cutaneous histiocytoma. The 3rd Joint European Congress of the ESVP, ESTP and ECVP, 35th Meeting of
the ESVP, 15th Meeting of the ESTP, 28th Meeting of the ECVP. 30th August - 2nd September 2017, Lyon,
France.

12.

Mikiewicz M., Otrocka-Domagata I., Pazdzior-Czapula K. Wphw deksametazonu i simwastatyny na
morfologie komérek wqtrobowych z wykorzystaniem modelu swini. XXI| Zjazd Polskiego Towarzystwa
Patologow, 26-28.09.2019, Lublin, Polska.

13.

DurskaM., Pazdzior-CzapulaK., Mikiewicz M ., Szadurska-Noga M., Otrocka-Domagata I. Choriocarcinoma
inacat — a case study. XVII Kongres Polskiego Towarzystwa Nauk Weterynaryjnych ,,Sanitas animalium pro
salute homini”, 19-21.09.2024, Olsztyn, Polska.

Wykaz udziatu w komitetach organizacyjnych i naukowych konferencji krajowych lub
miedzynarodowych, z podaniem petnionej funkc;ji.

BRAK

Wykaz uczestnictwa w pracach zespotdéw badawczych realizujacych projekty
finansowane w drodze konkursoéw krajowych lub zagranicznych, z podziatem
na projekty zrealizowane 1 bedace w toku realizacji, oraz z uwzglednieniem informacji

o pelnionej funkcji w ramach prac zespolow.

Lp.

Wykaz uczestnictwa w projektach badawczych

Zakonczone

Kierownik projektu badawczego Miniatura 5 pt. ,,Charakterystyka wybranych bialek prognostycznych i
predykcyjnych we widkniakomigsakach poiniekcyjnych u kotéw” (Nr DEC-2021/05/X/NZ4/00037)
31.08.2021-30.08.2022 (49 060 z}).

Trwajace

Naukowy Grant Rektora— edycjalll: projekt badawczy pt. ,,Ocena ekspresji wybranych cytokin i
biatek regulatorowych we wtokniakomigsakach poiniekcyjnych u kotow — badania wstepne”
(wartos¢ projektu 40 000 zt).

5.

Wykaz czlonkostwa w miedzynarodowych lub krajowych organizacjach

I towarzystwach naukowych wraz z informacja o pelnionych funkcjach.




Lp.

Czlonkostwo w krajowych i migdzynarodowych organizacjach i towarzystwach naukowych

Cztonek Polskiego Towarzystwa Patologow

Czlonek Polskiego Towarzystwa Reumatologow

Cztonek European Society of Veterinary Pathology (ESVP)

6. Wykaz stazy w instytucjach naukowych lub artystycznych, w tym zagranicznych,

z podaniem miejsca, terminu, czasu trwania stazu i jego charakteru.

Lp.

Wykaz stazy w instytucjach naukowych lub artystycznych, w tym zagranicznych, z podaniem miejsca,

terminu, czasu trwania stazu i jego charakteru

Staz naukowy w Zaktadzie Patomorfologii i Weterynarii Sadowej Katedry i Kliniki Chorob Wewngtrznych
Zwierzat Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie w dniach 01-08.-
31.10.2019 r.

7. Wykaz cztonkostwa w komitetach redakcyjnych i radach naukowych czasopism wraz

z informacja o petnionych funkcjach (np. redaktora naczelnego, przewodniczacego rady

naukowsy, itp.).

Lp.

Wykaz czlonkostwa w komitetach redakcyjnych i radach naukowych czasopism wraz z informacja o

pelnionych funkcjach (np. redaktora naczelnego, przewodniczacego rady naukowej, itp.)

1

Guest Editor w wydaniu Specjalnym ,,Stomatology of Companion Animals” w Animals (IF 2,7) 29.11.2022-
31.12.2024.

8. Wykaz recenzowanych prac naukowych lub artystycznych, w szczegdlnosci

publikowanych w czasopismach miedzynarodowych.

Lp.

Recenzowana publikacja

Ligak A., LopesB., FillaR., Nemec A., Suchodolski J.S., Tozon N. Comparison
of Oral Microbiota between Healthy Dogs and Dogswith Oral Tumors. Animals | 2,7
2023.

Alves R.F., Lopes C., Rocha E., Madureira T.V. A step forward in the
characterization of primary brown trout hepatocytic spheroids as experimental 2,7
models. Animals 2023.

SilvaJ., Azevedo T., Aires|., Medeiros C., Neuparth M.J., Seixas F., Ferreira
R., Faustino-Rocha A.l., OliveiraP.A., Duarte J.A. Effects of ladder-climbing
exercise on mammary cancer: data froma rat model chemically-induced.
Veterinary Science, 2025.

Maylina L., Kambayashi S., BabaK., Masaru Okuda M. Smultaneous Analysis
of the p16 Gene and Protein in Canine Lymphoma Cells and their Correlation 2
with pRb Phosphorylation. Veterinary Science, 2025.

Eshetu E.M., Hagos A.D., Dimsu G.G., TolaM.A., Musa A.H., HirpesaSW.,
Hailu C.B., Tullu B.L. Acute and Subacute Oral Toxicity Study of Herbal Tea of
Moringa stenopetala and Mentha spicata Leaves Formulation in Rats. Applied
Sciences, 2022.

25

Khoi C-S,, Chen JH., Lin T-Y., Chiang C-K., Hung K-Y. Ochratoxin A-induced
nephrotoxicity: Up to date evidence. International Journal of Molecular 49
Sciences, 2021.




Lp.

Recenzowana publikacja

Saad A.B., Vauthier V., Lapalus M., Mareux E., Bennana E., Durand-Schneider
A-M., Bruneau A., Delaunay JL., Gonzales E., Housset C., Ait-Slimane T.,
Guillonneau F., Jacquemin E., Falguiéres T. RAB10 interacts with ABCB4 and
regulatesitsintracellular traffic. | nternational Journal of Molecular
Sciences, 2021.

4,9

Xi Q. LiuC-S, ChenT., Chen X-p., Zhu Y-L., Wang S., Shu G, Jiang Q-y.,
Sun J., Zhang Y -1. Exploration of miRNAsrelated to IGF-1 regulation in
primary porcine hepatocytes. I nter national Jour nal of Molecular Sciences,
2019.

4,9

Hoonpo P., Ayudhaya T.I.N., Chaichoun K., Sangsuriya P, Mamom T;
Suwannaprapha P. Enhancing the cytodiagnostic values of canine gingival
masses through a powerful combination of micronuclei assay, argyrophilic
nucleolar organizer region staining technique, and cytomorphometric analysis.
The Veterinary Journal, 2024.

2,3

10.

Ito H., Ito S.; Kondo H. Canine oral papillary squamous cell carcinoma with
lymph node metastasisin a dog. The Canadian Veterinary Journal, 2025

1,261

11.

Yang, Y; Go D-M.; Jung JH; Seo D., Hwang S-H.; Kim D-Y.; Kim Y.
Calcifying aponeurotic fibroma on the paw in a dog. The Canadian
Veterinary Journal, 2021

1,261

12.

FurutaK., Nishi K., Park, C-H., Maeda K., Iwai S., Sakonjyu |. Saigami K.
Okano S. A case of papillary squamous cell carcinoma in the mandible of a
young French bulldog. The Canadian Veterinary Journal, 2021

1,261

13.

Mei P., Yanting N., Songyuan X., Weisi L., Wen Z., Ydli D., Ling Y ., Xiaoxue
L., YangZ., Jinyu L., Xihong Z., Song J., Yilin L., Yiling D. MeCP2 inhibits
SFRP4 to mediate the immune microenvironment by activating CD8 T cellsin
preeclampsia. Biology of Reproduction, 2024,

31

14.

Gradner G., Janssen J., Oevermann A., Tichy A., Kummer S, Burger S., Walter
I. Immunohistochemical staining properties of osteopontin and ki-67 in feline
meningiomas. BMC Veterinary Research

2,3

15.

Wang L. Primary oral amelanotic malignant melanoma: a rare non-pigmented
case report. Cancer Management and Resear ch, 2023.

2,5

16.

Suzuki L.Y., Waterloo M.M.L, Consalter A., FerreiraA.M.R., Leite J. Use of
histochemical techniques for accurate diagnosis of melanocytic neoplasmsin
dogs. Veterinary Research Communications, 2023.

18

17.

Karakurt E., Coskun N., Aydin U., Dag S., Beytut E., Ataseven V.S, Yilmaz
V., Dogan F., Nuhoglu H., Ermutlu C.S,, Yildiz A. Céll Proliferation, p53 and
the Apoptosis Index in Canine Oral Papillomatosis. Archive of Micraobiology,
2023.

2,3

18.

Soltero-RiveraM., Del Toro Quinones M.P., Boaz Arzi B., Vapniarsky N.
Clinicopathologic characterization of oral eosinophilic lesionsin 38 cats (1997
to 2022). JAVMA — Journal of the American Veterinary Medical
Association, 2023.

1,6

19.

Nr manuskryptu: CR-2019-0890. Progressive histiocytosis of dendritic cells
non-epitheliotropic in a feline. Ciencia Rural, 2019.

0,8

20.

Nr manuskryptu: CR-2021-0025. Primary extranodal T-Cell lymphoma of the
trachea in a dog. Ciencia Rural, 2021.

0,8

21.

Abdrabou A., El-Attar Y., Alshenawy H.A., Hawwam S. Immunohistochemical
Evaluation of Tryptase and Chymase as Mast Cell Markers in Benign and
Malignant Melanocytic Lesions. Dermatology Research and Practice

15

22.

Ahmed |., Sozmen M. PDGF-A, PDGFRA, Integrin subunit alpha v and Selectin
E show increased expresson in canine cutaneous fibrosarcomas.
Biotechnic& Histochemistry, 2020.

1,6

23.

Ramirez G.A., de Los Monteros A.E. Sudy on the Role of Histochemical Sains
in Identifying Merkel Cellsin Dogs. The Anatomical Record, 2019.

18




9. Wykaz uczestnictwa w programach europgskich lub innych programach

mi¢dzynarodowych.

Lp. Wykaz uczestnictwa w programach europejskich lub innych programach miedzynarodowych

Uczestnictwo w Szkole Letniej Patologdbw Weterynaryjnych organizowanej przez ECVP-ESVP 18-
1 29.07.2016, Berlin, Niemcy.

Uczestnictwo w Szkole Letniej Patologdbw Weterynaryjnych organizowanej przez ECVP-ESVP 17-

2 28.07.2017, Berlin, Niemcy.

Uczestnictwo w Szkole Letniej Patologow Weterynaryjnych organizowanej przez ECVP-ESVP 16-
3 27.07.2018, Walencja, Hiszpania.

Uczestnictwo w Szkole Letniej Patologéw Weterynaryjnych organizowanej przez ECVP-ESVP 15-
4.

26.07.2019, Walencja, Hiszpania.

10. Wykaz udzialu w zespotach badawczych, realizujacych projekty inne niz okres$lone
w pkt. [1.4.
BRAK

11. Wykaz uczestnictwa w zespotach oceniajacych wnioski o finansowanie badan, wnioski
o przyznanie nagrod naukowych, wnioski w innych konkursach majacych charakter
naukowy lub dydaktyczny.
BRAK

l1l.  WSPOLPRA Z OTOCZENIEM SPOLECZNYM | GOSPODARCZYM
1. Wykaz dorobku technologicznego.
BRAK
2. Wspolpraca z sektorem gospodarczym.
BRAK
3. Wykaz uzyskanych praw wtlasnosci przemystowej, w tym uzyskanych patentow
krajowych lub migdzynarodowych.
BRAK
4. Wykaz wdrozonych technologii.
BRAK







