GDANSKI UNIWERSYTET MEDYCZNY

KATEDRA | ZAKLAD HISTOLOGI)
80-211 Gdansk, ul. Debinki 1

tel. 0 58 349 14 37

fax 0 58 349 14 19

e-mail: histolog@gumed.edu.pl

Prof. dr hab. Michat Zmijewski,
Kierownik Katedry Histologii,
Gdanski Uniwersytet Medyczny,
ul. Debinki 1a, Pokoj 32

80-210 Gdansk, Pomorskie
Polska

Tel: +48 583491455

Email: mzmijewski@gumed.edu.pl

Gdansk, 17.05.2024

Recenzja rozprawy doktorskiej Pana lek. Przemystawa Stefaniaka

Tematem przedstawione] do recenzji rozprawy doktorskiej lek. Przemystawa
Stefaniaka jest: ,Biatko POLD1 jako czynnik prognostyczny w raku jelita grubego i w raku
nerki”.

Promotorem pracy jest Pan dr hab. n. med. Janusz Godlewski, Prof. UWM, Katedra

Histologii i Embriologii Cztowieka, Wydziat Lekarski, Uniwersytet Warminsko-Mazurski
w Olsztynie. Promotorem pomocniczym jest Pan dr Barttomiej Emil Krazinski, Katedra
Histologii i Embriologii Cztowieka, Wydziat Lekarski, Uniwersytet Warminsko-Mazurski
w Olsztynie.

1) Ocena merytoryczna
a) trafnos¢ podjetej tematyki i jej oryginalnosc.

Choroby nowotworowe stanowig powazny problem zaréwno medyczny, jak i spofteczny.
Wedtug danych statystycznych Krajowego Rejestru Nowotworéw z rakiem zmaga sie
ok. 1,17 min oséb (rok 2023), w tym okoto 170 tysiecy to nowe przypadki. Nowotwory
sg rowniez odpowiedzialne za okoto 25% zgondéw w kraju. Pomimo, znacznego postepu
w diagnostyce i terapii, lepsze poznanie mechanizméw powstawania oraz progres;ji
nowotworéw oraz poszukiwanie nowych markerédw wczesnego wykrywania oraz
prognostycznych jest niezbedne.

Polimerazy DNA sg odpowiedzialne za przebieg replikacji DNA, ktory to proces jest
niezbednym elementem przygotowujgcym komorki do podziatu. Niestety zaburzenie tego
procesu bardzo czesto prowadzi do powstawania mutacji, ktore sg jedng z przyczyn
powstawania nowotworow. Polimeraza DNA 8, nie tylko uczestniczy w replikacji DNA (syntezie
nici opdzniongj), ale réwniez wykazuje aktywno$c¢ korektorskg 3’-5' egzonukleazy, a wiec
umozliwia naprawe btednie sparowanych nukleotydow. Tak wiec, jej aktywno$¢ nie tylko
warunkuje proces replikacji DNA, ale rowniez zapobiega mutagenezie.

Gtéwnym celem badawczym rozprawy doktorskiej lek. Przemystawa Stefaniaka byto
zbadanie poziomu immunoreaktywnosci charakterystycznej dla jednostki katalitycznej
polimerazy DNA & - biatkka POLD1 w tkance nowotworowej w poréwnaniu z tkankg
niezmieniong chorobowo, w celu oceny potencjalnego zastosowania tego biatka, jako markera
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prognostycznego. Uwazam, ze zaréwno wybor biatka POLD1 jak i dwoch modeli badawczych
- raka jelita grubego (CRC) oraz raka jasnokomorkowego nerki (ccRCC), jest jak najbardziej
stuszne, gdyz jak dotad tematyka ta byta dosé stabo zbadana, a dostepne dane literaturowe
sg czesto przeciwstawne.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska przygotowana zastata w formie zbioru
manuskryptéw, opatrzonych wspolnym wstepem i omowieniem. Tak forma jest zgodna
z Art. 179 ust. 6-9 Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace ustawe - Prawo
0 szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r., poz. 1669 z pbézn. zm.). Praca zawiera, 75
stron, w tym, przedruki, az czterech publikacji petnotekstowych, ktdre sg podstawa
przedstawionej do oceny rozprawy. Manuskrypt rozprawy zawiera réwniez o$wiadczenia
wspofautorébw ww. prac dotyczace ich udziatu w prezentowanych badaniach oraz
okreslajgcych zaangazowanie doktoranta w powstanie tych prac. Manuskrypt sktadajgce sie
na rozprawe doktorskg lek. Przemystawa Stefaniaka to:

Praca 1. .

Stefaniak P, Majewska H, Zadrozny D, Godlewski J. DNA Polymerase Delta 1 Catalytic Subunit (POLD1) as a
Prognostic Factor in Clear Cell Renal Cell Carcinoma Patients.
Prz Gastroenterol. 2021;16(4):306-310. doi: 10.5114/pg.2021.111481.

Praca 2

Stefaniak P, Krazinski BE, Kiezun J, Majewska H, Godlewski J. Altered immunoexpression of DNA polymerase
delta 1 catalytic subunit (POLD1) in colorectal cancer. Contemp Oncol (Pozn). 2023:27(3):147-154.

Praca 3

Prospects of POLD1 in Human Cancers: A Review. Gola M, Stefaniak P, Godlewski J, Jereczek-Fossa BA,
Starzynska A. Cancers (Basel). Prospects of POLD1 in Human Cancers: A review 2023 Mar 22;15(6):1905. doi:
10.3390/cancers15061905.

Praca 4

Godlewski J, Stefaniak P, Kiezun J, Krazinski BE. Cancer in a polyp of the large intestine - an interdisciplinary
decision problem. /n Vivo. 2022;36(3):1188-1194. doi: 10.21873/invivo.12818.

W dwoch pracach lek. Przemystaw Stafaniak jest pierwszym autorem, w jednej jest
wymieniony jako drugi autor (Praca 1), ale z adnotacjg o rownocennym udziale z pierwszym
autorem. Natomiast w pracy 3 jest drugim autorem. Wszyscy autorzy prac wymienionych
w cyklu wyrazili zgode na przedtozenie wiw manuskryptow sktadajgcych sie na rozprawe
doktorskg lek. Stefaniaka. O$wiadczenia te tez jednoznacznie wskazuja, ze w pracach tych
mozna wyodrgbni¢ czesci wykazujace indywidualny wktad lekarza Przemystawa Stefaniaka
w ich powstanie. Warto podkresli¢, ze oprécz opracowania koncepcji badan, doktorant brat
czynny udziat w wykonaniu czesci eksperymentalnej, opracowaniu i interpretacji wynikow oraz
pisaniu manuskryptéw. Natomiast, jesli chodzi o prace przegladowe oprocz przygotowania
koncepcji pracy i napisania manuskryptu, lek. Przemystaw Stefaniak réwniez przygotowat do
nich tabele oraz wykonat dokumentacje zdjeciowg preparatéw histologicznych. Wydaje sie,
wiec, ze udziat lek. Przemystawa Stefaniaka w wykonaniu czesci doswiadczalnej oraz
przygotowaniu publikacji bedacych podstawa przedstawionej do oceny rozprawy
doktorskiej byt znaczacy.

b) opis uzyskanych wynikéw
Rozprawa doktorska Pana lek. Przemystawa Stefaniaka skiada sie z dwdch publikagiji,
w ktorych wykorzystano materiat archiwalny Zaktadu Histologii i Embriologii Cztowieka,
Wydziatu Lekarskiego, Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie. Byly to bloczki
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parafinowe z fragmentami guzéw ccRCC oraz tkanki potencjalnie niezmienione pochodzgce
od 56 pacjentéw (Praca 1). Natomiast do wykonania badan opisanych w Pracy 2
wykorzystano materiat pobrany od 78 pacjentow z CRC. Dodatkowym atutem
przedstawionych prac byta dobra dokumentacja kliniczna oparta na wieloletnie obserwacji
pacjentéw po resekcji guzéw nowotworowych (ccRCC lub CRC). W obu pracach wykonano
oznaczenie immunoreaktywnosci tylko jednego biatka - POLD1 przy wykorzystaniu
specyficznych przeciwciat.

W pierwszej pracy doswiadczalnej (Praca 1) poréwnano immunoreaktywnos$¢ jgdrowg
POLD1 w komoérkach ccRCC oraz komérkach nabtonka kanalikow blizszych nerki
(stosowanych jako niezmieniona nowotworowo kontrola). Wykorzystujac 12 punktowg skale
oceny immunoreaktywnosci wykazano, ze wzgledny poziom POLD1 byt istotnie wyzszy
w tkance nowotworowej w poréwnaniu z tkankg potencjalnie zdrowa. Co istotne, podwyzszony
poziom POLD1 w tkance nowotworowej pozytywnie korelowat z catkowita diugoscia przezycia
pacjentow. Przedstawione wyniki, chociaz uzyskane na stosunkowo niewielkiej grupie
pacjentow (56 osob), potwierdzajg znaczenie prognostyczne POLD1, w tym nowotworze.

W drugiej pracy z cyklu, wykazano niewielkie obnizenie $redniej immunoreaktywnosci
POLD1 w jadrach komérek CRC w poréwnaniu do kontroli, ktorg stanowity komorki
prawidtowego nabtonka jelit. Niestety, uzyskane wyniki nie wykazywaty korelacji z zadnym z
analizowanych parametrow klinicznych. Ten nieco niespodziewany wynik zostat potwierdzony
rowniez przy wykorzystaniu dostepnych w bazie ACGT danych o ekspresji mMRNA POLD1
u 599 pacjentow z CRC. Podobnie jak w badaniach wiasnych, ekspresja genu POLD1 nie
wykazywata korelacji z parametrami klinicznymi, w tym z catkowitym czasem przezycia,
co wskazuje, ze POLD1 nie jest dobrym markerem predykcyjnym w przypadku CRC.

Podsumowujac, przedstawione dane wskazujg na istotno$¢ oznaczania
immunoreaktywnos$ci POLD1 jako potencjalnego czynnika rokowniczego w ccRCC, ale nie
CRC, co sugeruje by¢ moze na specyfike nowotworu, albo na niedostateczng ilo$¢
przeprowadzonych badan. Oceniajgc, artykuty dos$wiadczalne lek. Stefaniaka nalezy
zauwazy¢, ze obie prace opierajg sie na badaniu tylko jednego markera i ograniczaja sie do
jednej metody, jesli nie liczy¢ wykorzystania danych ekspresyjnych z bazy ACGT. Szkoda, ze
nie okreslono poziomu immunofluorescencji innych podjednostek polimerazy DNA &, czy
wspominanej we rozprawie i w publikacjach polimerazy DNA ¢ (POLE). We wstepie do
rozprawy, lek. Przemystaw Stefaniak sporo miejsca poswiecit rowniez na dyskusje dotyczaca
potencjalnej roli mutacji w genie POLD1. Wydaje sie, ze wykazanie obecnosci specyficznych
mutacji w badanych grupach pomogtoby w interpretacji wynikéw, zaréwno pozytywnych w
Pracy 1, jako i braku efektu, na ktory to wskazujg dane przedstawione w Pracy 2.

Pierwsza z prac przegladowych (Praca 3) jest bezposrednio zwigzana z tematykg prac
doswiadczalnych i jest $wiethym podsumowaniem obecnego stanu wiedzy na temat
potencjalnej roli POLD1 w rozwoju nowotworéw oraz zastosowanie tej polimerazy DNA jako
czynnika predykcyjnego. Przedstawione wyniki analizy danych literaturowych wydajg sie
potwierdza¢ obserwacje z pracy 2, chociaz prezentowane dane w cytowanej publikacji
(Mol Genet Genomic Med. 2020 Aug;8(8):e1368.) wskazujg nie tylko na obnizony poziom
POLD1 u pacjentow z CRC z obszaru Potwyspu Arabskiego, ale rowniez korelujg z wielko$cig

guza oraz innymi parametrami klinicznymi. Stosunkowo niedawno ukazata sie rowniez, praca
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Tian at al. (Int J Mol Sci. 2023 Apr 6;24(7):6849), ktora wydaje sie potwierdza¢ prognostyczna
role podwyzszonej ekspresji POLD1 w ccRCC. Warto podkresli¢, ze nadal jest mato danych
literaturowych dotyczacych roli POLD1 w rozwoju nowotworéw oraz wykorzystaniu tego
genu/biatka jako markera, a wiec potrzebnych jest wiecej badan przeprowadzonych na
wiekszych i bardziej zrandomizowanych grupach pacjentéw. Taka konkluzja réwniez zawarta
jest w podsumowaniu Pracy 3. Autorzy wskazuje na konieczno$¢ dalszych poszukiwan, w
celu ustalenia przydatnosci POLD1 jako markera zaawansowania choroby nowotworowej oraz
rokowania.

Ostatnia praca z cyklu (Praca 4), chociaz bezposrednio nie odnosi sie do badan nad
POLD1, to przynosi ciekawe i potrzebne z klinicznego punktu widzenia omoéwienie
problematyki oceny rozrostu komérek nowotworowych w obrebie polipdw na btonie §luzowej
jelita grubego. Celem tej pracy byt przeglad literatury oraz przedstawienie racjonalnych
podstaw naukowych oraz klinicznych, ktére utatwityby postepowanie terapeutyczne (dalsza
obserwacja kolonoskopowa czy resekcja odcinka jelita grubego w obrebie polipa) w przypadku
stwierdzenia rozplenu komoérek raka gruczotowego w obrebie polipa. Co istotne, praca
uwzglednia réwniez, czynniki ryzyka oraz ogoélny stan pacjenta. Dodatkowo, praca jest
wzbogacona o wtasng dokumentacje mikrofotograficzng ilustrujgcg omawiang tematyke.

Podsumowujgc, przedstawiona do oceny rozprawa doktorska opiera sie na spojnie
tematycznym cyklu czterech publikacji, z jasno okre$lonym znaczgcym udziatem lekarza
Przemystawa Stefaniaka w petni spetniajacy wymagania ustawowe w przewodzie doktorskim.

¢) poprawnosc formalno-jezykowa, stylistyczna i interpunkcyjna, sposéb prezentacji.

Rozprawa napisana jest poprawnie pod wzgledem jezykowym, z niewielkimi tylko
btedami powstatymi na etapie edycji, ktére w zadnej mierze nie utrudniajg czytania pracy.
W ramach uwag, nie do konica wydaje si¢ trafne okresInie natezenie proliferacji komorkowe;.

2) Ocena metodologiczna
a) dobor literatury

Sama tres¢ rozprawy doktorskiej Pana lek. Przemystawa Stefaniaka zawiera szereg
dobrze dobranych odnos$nikéw literaturowych. Co ciekawe praca przegladowa (Praca 3),
zawiera ponad 100 cytacji, a Praca 4, réwniez przegladowa jedynie 10. By¢é moze jednak
niewielka liczba cytacji w Pracy 4, wynika z pewnych ograniczen narzuconych przez redakcje.

b) poprawnosc formutowania probleméw i hipotez (zatozen badawczych).

Rozprawa doktorska lek. Przemystawa Stefaniaka, wymienia az 9 rozbudowanych celéw
badawczych, ktore bardzo stusznie uproszczone sg do spojnej i trafnej hipotezy badawczej,
wskazujacej na potencjalny zwigzek poziomu ekspresji POLD1 w komorkach nowotworowych
(na modelu CRC i ccRCC) a proliferacjg komorek oraz innymi wskaznikami progresji choroby
oraz przezyciem pacjentow. Nalezy podkresli¢, ze przedstawione publikacje stanowia probe
potwierdzenia hipotezy, jednak jak to bywa z praca naukowa, uzyskane wyniki stanowig,
dobrze rokujgcy wstep do dalszych badan na wiekszej grupie pacjentow. Natomiast prace
przeglagdowe stanowig z jednej strony omoéwienie uzyskanych badan w $wietle dostepnej
literatury (Praca 3), oraz ciekawy dodatek zawierajacy praktyczne wskazdéwki dla klinicystéw
(Praca 4).
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c) trafnos¢ doboru metod i narzedzi badawczych, umiejetnosc ich zastosowania.

W przestawionych badania lek. Przemystaw Stefaniak wykorzystat dwa gtéwne
modele badawcze: material archiwalny w postaci bloczkéw parafinowych pochodzacych
od pacjentow z CRC lub ccRCC. W badaniach wykorzystano w zasadzie jedng technike
laboratoryjng, a wiec  oznaczenie  immunohistochemiczne  immunoreaktywnosci
charakterystycznej dla biatka POLD1. Z drugiej strony, istotng cze$cig przedstawionych prac
jest analiza uzyskanych danych oraz proba wykazania korelacji miedzy poziomem POLD1
a parametrami klinicznymi. Dodatkowo, przy wykorzystaniu danych z bazy ACGT dokonano
rowniez oceny wptywu ekspresji POLD1 na markery procesu nowotworzenia oraz
$miertelnosc¢. Ciekaw jestem czy autor sam wykonywat analizy statystyczne.

d) poprawnos¢ ukfadu pracy i struktury podziatu tresci.

Praca jest bardzo krotka i ograniczona do 29 stron po wytaczeniu przedrukow dwoch
publikacji oraz dodatku stanowigcego o$wiadczenia -wspétautorow. Wydaje sie to jednak
optymalne dla tego typu opracowan. Uktad pracy jest odpowiedni, gdyz rozprawa zawiera: spis
tresci; wykaz prac bedacych podstawg rozprawy doktorskiej; wykaz skrotow; streszczenie oraz
stowa kluczowe (w jezyku polskim i angielskim); wstep, hipoteze badawcza oraz cele
szczegdtowe. Rozprawa zawiera roéwniez wydzielony rozdziat poswiecony zakresowi badan
oraz metodyce. Kolejny rozdziat, to oméwienie poszczegdlnych prac, po ktdérym nastepuje
podsumowanie oraz pie¢ dobrze sformutowanych wnioskdw. Do pracy dotgczono réwniez
publikacije bedace podstawg rozprawy oraz oswiadczenia wspotautorow. Szkoda tylko,
ze nie ma dyskusji, co jest bardzo czeste w przypadku prac doktorskich opartych na
publikacjach. Warto jednak podkresli¢, ze pierwsza z prac przegladowych (Praca 3), stanowi
zarébwno dogtebng analize literatury jak i wiasnie dyskusje na temat potencjalnego
wykorzystania POLD1 jako markera w onkologii.

3) wnioski koncowe,

Podsumowujac, rozprawa doktorska lek. Przemystawa Stefaniaka oparta jest
na czterech publikacjach (dwéch pracach doswiadczalnych i dwéch pogladowych),
ktére ukazaly sie w czasopismach o zasiegu miedzynarodowym.

Cennym wnioskiem a zarazem zacheta do dalszych badan jest obserwacja,
wskazujaca na to, ze poziom POLD1 moze by¢ wykorzystany jako marker w onkologii,
jednak jego potencjalna uzytecznos¢ w duzej mierze zalezy od typu nowotworu.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska spetnia wszystkie wymagania
stawiane rozprawom doktorskim zgodnie z Art. 13 ust. 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz.U. Nr 65, poz. 595 z p6zn. zm.), dlatego tez pozwalam sobie przedstawi¢ Wysokiej
Radzie Naukowej Dyscypliny Nauki Medyczne Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego
w Olsztynie, wniosek o dopuszczenie Pana lek. Przemys}awa Stefanlaka do dalszych
etapow postepowania w sprawie nadania stopnia C!O(RIQ 4 Lo '

prof. drh:fuj[\e‘ Miche
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Gdansk, dnia 17.05.2024 Prof. dr hab. Michat Zmijewski







