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Warszawa, dnia 19 czerwca 2023 r.

Recenzja rozprawy na stopien doktora w dziedzinie nauk medycznych

i nauk o zdrowiu w dyscyplinie nauki medyczne

Lek. Macieja LLendzioszka

Pt. ,,Bialko PRL-3 w raku blony §luzowej trzonu macicy
- ocena ekspresji tkankowej w korelacji z VEGF”.

Gruczolakorak blony $luzowej trzonu macicy jest nowotworem zlosliwym
wywodzgcym si¢ z blony $luzowej jamy macicy. Zachorowania zwigzane z predyspozycjami
genetycznymi dotyczg jedynie 3-5% pacjentow (zespot Lynch II). Obecny, klasyczny podziat
raka trzonu macicy obejmuje 2 typy: pierwszy - nowotwory wrazliwe na estrogeny, w tym
nowotwory jako skladowa zespotlu Lyncha oraz drugi: raki surowicze (uterine serous
carcinoma), jasnokomorkowe (clear cell carcinoma), migsakoraki (carcinosarcoma).
Epidemiologicznie rak blony S$luzowej trzonu macicy jest szdstym najczedciej
diagnozowanym nowotworem zto§liwym u kobiet ze statym wzrostem zachorowan (w 2020
roku na swiecie odnotowano okoto 417 000 nowych zachorowan i 97 000 zgonéw). Wiek
zachorowania dotyczy gléwnie kobiet w okresic pomenopauzalnym (75%), przede wszystkim
w szoste] 1 siodmej dekadzie zycia (mediana zachorowania 60 lat).

Czynniki ryzyka zachorowania na raka trzonu macicy w typic | obejmuja: wiek
powyzej 50 roku zycia, otyto§¢, cukrzyca, nadci$nienie tetnicze zwlaszeza ze
wspotwystepowaniem cukrzycy i/lub otylosci, hiperestrogenizm (egzo- czy endogenny),
wczesna miesigezka (przed 12 rokiem zycia), brak owulacji, brak lub tylko jedna ciaza, pdzna
menopauza, stosowanie leku hormonalnego - tamoksyfenu, cykle bezowulacyjne, hormonalna
terapia zastepcza bez komponenty progesteronowej. Z kolei dla typu drugiego czynnikami
ryzyka zachorowania s jedynie jest wiek (starsze kobiety) oraz wczesniejsze narazenie
endometrium na promieniowanie jonizujace (leczenia radioterapia raka szyjki macicy).

Natomiast czynnikami zmniejszajacymi ryzyko zachorowania na raka blony $luzowe;j
trzonu macicy sg: krotki okres reprodukcyjny, wielodzietno$¢, stosowanie zlozonej
hormonalnej terapii zastgpczej lub doustnych preparatéw antykoncepcyjnych (ochronne
dzialanie gestagenow), wkiadki wewnatrzmaciczne (zaburzona odpowiedz na hormony
plciowe zwigzana z indukcja przewleklego stanu zapalnego), a takze co cieckawe palenie
tytoniu (w nastgpstwie spadku stgzenia estrogenow we krwi, co przyspiesza menopauze).
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Molekularne podstawy patogenezy raka endometrium typu 1 i 2 zwigzane sg z mutacja
genu supresorowego PTEN, genu PIK3CA, nadekspresja czasteczki adhezji L1 (L1 cell
adhesion molecule, LICAM glownie w typie 2) czy nadekspresja biatka p53 (zwtaszcza w
typie 2).

Wspotczesnie dzicki wprowadzonym nowoczesnym testom  genetycznym
wyodregbniono 4 podtypy molekularna raka endometrium:

1.  z mutacjg w obrgbie genu POLE,

2. zdeficytem naprawy niesparowanych zasad (mismatch repair deficient, dIMMR)
oraz z mutacja w obr¢bie genéw nalezacych do systemu naprawy blednie
sparowanych zasad, ktore charakteryzuja sig¢ niestabilnoScig mikrosatelitarng
(microsatellite instability, MSI),

3.z mutacjg p53,
4.  niesklasyfikowane pod wzgledem molekularnym (non-specific molecular profile,
NSMP).

Ta stosunkowo nowa klasyfikacja bezposrednio przeklada si¢ na ustalenie strategii
postepowania onkologicznego, umozliwiajac m.in. zastosowanie nowoczesnej immunoterapii
np. inhibitorow punktu kontrolnego.

Strategia postepowania onkologicznego, a wigc zastosowanie okreslonych metod
terapeutycznych zwigzane jest z ustaleniem stopnia zaawansowania klinicznego oraz
klasyfikacji histopatologicznej ustalonych na podstawie starannie dobranych badan
obrazowych, biopsji zmiany oraz badania fizykalnego. W raku endometrium stosuje si¢ dwie
klasyfikacje: FIGO (International Federation of Gynecology and Obstetrics) z 2009 roku oraz
TNM (T-tumor; N-nodes; M-metastitis). Postgpowanie terapeutyczne obejmuje leczenie
chirurgiczne, uzupetniajaca teleradioterapig, brachyterapig, chemioterapi¢ uzupetniajaca lub
paliatywng oraz immunoterapig.

Przedstawiona mi do recenzji dysertacja zawiera opracowanie dotyczace ekspresji oraz
roli biatka PRL-3 oraz jej znhaczenie w angiogenczie nowotworowej w przebiegu raka blony
sluzowej macicy.

7 punktu widzenia praktycznego i klinicznego Doktorant podjat niezwykle wazny
temat dotyczacy ekspresji biatka PRL-3 w odniesieniu do obecnosci w tkance nowotworowej
czynnika wzrostu komorek $rodbtonka naczyn (VEGF) oraz jej znaczenie kliniczne.
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EDICK

Sorsal, WARSZAWSKI UNIWERSYTET MEDYCZNY
A T MEDICAL UNIVERSITY OF WARSAW

i 4_<<4 Fls_t1 -
g 1300 (O Klinika Onkologii

Cele pracy

Lek. Maciej Lendzioszek okreslit precyzyjnie cel gléwny swojej pracy dotyczace roli
biatka PRL-3 w odniesieniu do obecnoscei w tkance nowotworowej czynnika wzrostu
komorek srodblonka naczyn (VEGF). Cele szczegdtowe obejmowaty:

1. Analize ekspresji PRL-3 metodami immunohistochemicznymi oraz VEGF przy
zastosowaniu Western immunoblot.

2. Analize ekspresji PRL-3 w odniesieniu do:

wieku chorych,

stopnia zaawansowania klinicznego raka,

zroznicowania histologicznego,

glgbokosci nacieku migénia macicy,

obecnosci przerzutéw w weztach chtonnych miedniczych i okotoaortalnych,
obecnosci w tkance nowotworowej VEGF.,

o Ao o

Dane formalne

Pod wzgledem formalnym rozprawa doktorska liczy 60 stron oraz zawiera 125 pozycji
piSmiennictwa, ktore dobrane jest w sposob prawidlowy oraz podzielona na typowe dla
dysertacji rozdzialy: wstep, cel badawczy, materiat i metody, wyniki, dyskusja, wnioski,
piSmiennictwo, streszczenie w jezyku polskim i angielskim, suplement, wykaz tabel i rycin.

Na przeprowadzenie badan uzyskano zgodg¢ Komisji Bioetycznej Uniwersytetu
Medycznego w Biatymstoku Nr. R-1-002/286/2017.

Analiza statystyczna

Uzyte przez Doktoranta metody analiz statystycznych: test Shapiro-Wilka, testy
nieparametryczne, test Manna-Whitneya-Wilcoxona zostaly dobrane w sposob prawidfowy
1 adekwatny do zatozonych celow. Analiza statystyczna przeprowadzona zostala z uzyciem
profesjonalnego pakietu Statistica 13.0PL (StatSoft Inc. Polska).

Charakterystyka chorych

Do analizy wiaczono grupe 43 chorych z mediang wieku 62 lata (zakres wieku 48-78
lat) w tym bylo 16 nierddek (37,2%), 14 (32,5%) kobiet posiadato jedno dziecko, a 13
(30,3%) kobiet posiadato wigcej niz jedno dziecko. Wigkszo$¢ pacjentek - 31 (72,1%) byto w
okresie pomenopauzalnym.
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Rozklad stopni zaawansowania raka endometrioidalnego przedstawial sig
nastepujaco: 23 (53,5%) chore byly w I stopniu: FIGO (IA) -16 (37,2%) i (IB) — 7 (16,3%), w
stopniu IT - 9 (20,9%) oraz w stopniu III - 11 (25,6%).

Histologicznie 19 (44,2%) przypadkéw raka endometrium typu endometrioidalnego
byto w stopniu histologicznego zréznicowania G1, 11 przypadkow w G2 (25,6%) oraz 13
(30,2%) w G3. U 16 (37,2%) chorych wykazano naciek nieprzekraczajacy 50% grubosci
warstwy mig$niowej macicy, w 27 (62,8%) przypadkach byt on rowny lub przekraczal 50%
grubo$ci myometrium. Obecno$¢ przerzutéw w weztach chionnych stwierdzono u 11 (25,6%)
pacjentek.

Wyniki

Ekspresje biatka PRL-3 stwierdzono u wszystkich 43 pacjentek, bez istotnoSci
statystycznej w zakresie stopnia nasilenia jego immunoekspresji w odniesieniu do wieku:
immunoekspresje o stabym nasileniu (+) wykazano tylko w jednym przypadku (4%) w grupie
kobiet < 60 lat oraz jeden w grupie kobiet po 60 r.z. (5,5%) (p=0,834); immunoekspresj¢ 0
nasileniu $rednim (++) wykazano u 7 (28%) chorych < 60 r.z oraz u 5 (27,8%) chorych w
wieku powyzej 60 r.z. (p=0,942); z kolei wysoka immunoekspresj¢ PRL-3 (+++) wykazano
w 17 (68%) przypadkach < 60 r.z oraz w 12 (66,7%) przypadkach chorych po 60 r.z.
(p=0,485).

Nasilenie immunoekspresji biatka PRL-3 w odniesieniu do stopnia zaawansowania
klinicznego wg klasyfikacji FIGO (I/Il w poréwnaniu do III) nie wykazata znamiennos$ci
statystycznej dla immunoekspresji o stabym nasileniu (+) (p=0,067); immunoekspresj¢ o
nasileniu $rednim (++) wykazano u 6 (18,8%) chorych w zaawansowaniu wczesnym,
natomiast jej nie wykazano w zaawansowaniu péznym. Znamienng roznicg wykazano w
zakresic wysokiej immunockspresji biatka PRL-3 (+++), odpowiednio w 24 (75%)
przypadkach chorych w zaawansowaniu wczesnym oraz w 10 (90,9%) przypadkach w
stopniu III (p=0,011).

Ocena zaleznoéci ekspresji biatka PRL-3 od zréznicowania histologicznego
nowotworéw nie wykazata znamienno$ci statystycznej (odpowiednio: p=0,679 1 p=0),743):
nasilenie $rednie immunoekspresji PRL-3 (++) zaobserwowano w 9 (30,0%) przypadkach
G1/G2 i 3 (28,7%) G3 natomiast nasilenie wysokie (+++) odnotowano w 21 (70,0%)
przypadkach G1/G2 oraz 10 (71,4%) G3, natomiast nie odnotowano immunoekspresji stabej
().

Z kolei érednie i wysokie nasilenie immunoekspresji PRL-3 potwierdzono znamiennie
statystycznie (odpowiednio: p=0,007 i p=0,028) zwiazek z glgbokoScig nacieku myometrium.
Jesli gtebokosé nacieku wyniosta ponizej 50% grubosci migsnia macicy $rednie (++) nasilenie
immunoekspresji zauwazono w 2 (12,5%) przypadkach, natomiast jej nasilenie wysokie w 12
(75,0%). W sytuacji, kiedy naciek nowotworowy byt rowny lub przekroczy!t potowe grubosci
nasilenie $rednie (++) odnotowano w 6 (25,9%) przypadkach, a nasilenie wysokie w 20
(82,8%).
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W sytuacji stwierdzenia przerzutowo zmienionych regionalnych weztow chlonnych, w
11 (90,9%) ogniskach pierwotnych gruczolakorakow endometrium  stwierdzono
immunoekspresj¢ wysoka (+++) z potwierdzeniem znamienno$ci statystycznej (p=0,0035).

W pooperacyjnym materiale tkankowym wszystkich chorych wlaczonych do badania
wykazano ekspresj¢ PRL-3 i VEGF, w tym obecno$¢ VEGF stwierdzono w 28 (65,1%) z 43
badanych przypadkow wylacznie z wysoka (+++) immunoekspresja PRL-3. Lek. Maciej
Lendzioszek stwierdzit istotng korelacje pomiedzy wysoka (+++) immunoekspresjg biatka
PRL-3 w ognisku pierwotnym nowotworu, a obecno$cia w jego tkankach VEGF (p<0,001).

Podsumowujac uzyskane wyniki, wykazana przez Autora dysertacji korelacja zmian
nasilenia immunoekspresji biatlka PRL-3 w =zalezno$ci od wspomnianych czynnikow
kliniczno-patologicznych wskazuje na konieczno$¢ dalszych badan w kierunku wplywu
PRL-3 na biologi¢ ogniska pierwotnego nowotworu oraz przebieg choroby, a by¢é moze i na
efektywnos¢ leczenia miejscowego czy systemowego.

Whioski

Na podstawie uzyskanych wynikéw Doktorant wyciagnat wnioski, ktore byly zgodne, z
zalozonymi celami:

l. We wszystkich ogniskach pierwotnych badanych rakéw endometrioidalnych
wykazano mmunoekspresj¢ PRL-3.

2. Sila immunoekspresji PRL-3 nie zalezy od wieku chorych.

3. W ogniskach pierwotnych, ktore charakteryzowala wysoka immunoekspresja PRL-3
potwierdzono obecnosé¢ VEGF.

4. Wysoka immunoekspresja PRL-3 skorelowana jest ze stopniem zaawansowania
klinicznego raka endometrioidalnego oraz obecnoscig przerzutow do weztow
chtonnych.

5. Nasilenie immunockspresji PRL-3 nie =zalezy od stopnia zroZnicowania
histologicznego raka endometrioidalnego.

6. Srednia i wysoka immunoekspresja PRL-3 skorelowana jest z glebokoscia nacieku
nowotworowego migsnia macicy.

7. Wykazano istotng statystycznie korelacj¢ pomigdzy wysoka immunoekspresja PRL-3
w ognisku pierwotnym nowotworu a obecno$cig w jego tkankach VEGF.

8. Stwierdzenie wysokiej immunoekspresji PRL-3 w ognisku pierwotnym raka
endometrioidalnego moze by¢ niekorzystnym czynnikiem prognostycznym.

www.onkologiaakademicka. wum.edu.pl
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Podsumowanie

Temat, ktory podjat Doktorant jest wazny z uwagi poszukiwanie czynnikow
prognostycznych w wielu nowotworach w tym w raku endometrium, co moze bezposrednio
si¢ przetozy¢ na intensywnosc¢ leczenia onkologicznego, a tym samym ograniczenie dziatan
niepozgdanych takiego post¢gpowania.

Praca jest krotka, ale ciekawa i przejrzysta, a dodatkowe ryciny, wykresy niewatpliwie
podnoszg jej atrakcyjnos¢. Doktorant w swojej pracy wykazat si¢ dobrym warsztatem
naukowym, chociaz oczywiscie pod ,,czujnym okiem” Promotora.

W dyskusji, lek. Maciej Lendzioszek ocenit i pordwnat swoje wyniki z danymi
literaturowymi w sposob prawidlowy, chociaz zabraklo mi bardziej krytycznego spojrzenia na
wlasne wyniki. W podsumowaniu 1 dyskusji Doktorant nie zawarl ograniczen tej pracy
wynikajacych z jednoosrodkowej rekrutacji chorych, malej grupy pacjentow, jej
retrospektywnego charakteru oraz heterogennosci badanej grupy. Ponadto skala ekspresji
biatka PRL-3 jest skalg subiektywna i powinno poddac si¢ drugiej ocenie innego,
niezaleznego patomorfologa. Ograniczenia s3 na tyle istotne, ze moga wplywac¢ na warto$¢
uzyskanych wynikow. Natomiast uzyskane wyniki sa bardzo mocng podstawa do stworzenia
hipotezy badawczej, ktéra powinna zosta¢ sprawdzona w badaniach pozbawionych
ograniczen wspomnianych powyzej i przeprowadzonych w sposob prospektywny.

Chciatbym takze zaznaczyé, ze oceniana przeze mnie praca moze mie¢ swoje istotne
implikacje kliniczne, jednak wymaga to potwierdzenia w badaniach bez ograniczen o ktérych
wspomniatem powyzej. Dlatego wnioskiem plynacym z tej pracy jest konieczno$¢ dalszych
badan w tym kierunku.

Po szczegdtowym zapoznaniu si¢ cato$cia pracy jednoznacznie stwierdzam, ze nie
mam istotnych uwag obnizajacych jej poziom.
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Jednak z obowiagzku recenzenta znalazlem nastepujace drobne uchybienia — literéwki,
ktorych praktycznie nie mozna unikna¢ w tak obszernej dysetracji:

1. btedy hiterowki 1 stylistyczne wymagajace drobnej korekty:

- str. 30: ,,przypadku wystapienia przerzutéw do weztow chlonnych™ — powinno by¢:
.»przypadku wystapienia przerzutéw do regionalnych weztéw chtonnych”; to jest cecha ,,N” a
nie ,,M17;

Pomijajac moje uwagi, przedstawiona do oceny rozprawa spefnia ustawowe wymogi
na stopien doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu w dyscyplinie nauki
medyczne.

Nalezy podkresli¢, ze badanie zostato zaplanowane, wykonane i opisane na dobrym
poziomie naukowym i niewatpliwie stanowi prob¢ rozwiazania oryginalnego zagadnienia
naukowego dotyczacego immunoekspresji bialka PRL-3 w raku endometrioidalnym w
odniesieniu do obecnosci w tkance nowotworowej czynnika wzrostu komorek srodbtonka
naczyn (VEGF) oraz wykazanie czy wnosza one warto$ci prognostyczne w odniesieniu do
czynnikow kliniczno-patologicznych.

W zwigzku z powyzszym z pelnym przekonaniem wnioskuje do Wysokiego Senatu
Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku o dopuszczeme Iek Macieja Lendzioszka do
(IER
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