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Ocena rozprawy doktorskiej lek. Mikotaja Radziszewskiego pt.:
*Zaburzenia metyiacii cofogenomowef w komdrkach jednojgdrzastch krwi obwodowey
u pagientdw 2 orbitopatiq tarczZycowy w przebiegu choroby Gravesa | Bosedowa,

w trakcie leczenia dozyinymi pulsami glikokortykosteroidduw”

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska zostala zrezlizowana w Katedrze
i Klinice Chordb Wewnetrzoych 1 Endoknynalogic Uniwersyteckiego Centrum Klinicznego
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego pod kierunkiem prof. dr hab. n. med. Tomasza
Bednarczuka.

Choroba Gravesa | Basedowa (GD) jest autoimmunclogeczng chorobg wywohpwang
przez  autoprzeciwciata skierowane prreciwko receptorowi TSH (TSHR) ktdre stymuldja
tarczyice, prowadzac do jej nadczynnoicl wydzielnicze] | przerostu. Etiopatogensza | obraz
khinczry GO wynikajg z interakg licanych  caynnikdw  genetycznych, Srodowiskowyich
i endogenmych. Do najlepie) pozramych czynnikéw zwigzanych 7 nasileniem nadezynnodo
tarczycy naleiy: miodsey wisk, wysokie stezenie przeciwciat anty-TSHR (TRAD), podwyiszone
poziomy wolnych hormondw tarczycy (tyroksyry i trijodotyroning] oraz obecnoid waola. Terapia
choroby obsjmuje leki preeciwtarczycows (tyreostatyll) oraz leczenie radykalne, takie jak
terapia radiojodem lub tyreideklomia, | charakteryzuje sig stosenkowo wysokim odsetkiemn
nizpowodzen | nawrolow, szczegolnie w grupie diiec,

Najczestszg pozatarczycows manifestacjy choroby Gravesa-Basedowa jest oibitopatia
tarczycowa,  Stanowigca  zespdt  objawdw  ocznych  wynikajgoych  z procesdw
autoimmunizacyjnych zachodzacych w obrebie thanek migkkich oczodoby, ktora w cigzkich
pastaciach moze prowadzil do utraty wzroku. Wystepuje ona u ckots 30% chorych, Wjawnia
sie w rdrwch fazach choroby | charakteryzuje sie duzg heterogennoéciy obrazu klinicznego.

Dotychczas wykazano, e rozwdj orbitopatii jest silnie zwjazany ze slarszym wiekiem
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pagentdw, wysokim stelenlem przeciwcial TRAb oraz paleniem papierosow. Leczenie
urriarkowanej | cierkiej aktywnej orbtopahi, stanowigce nadal istotne wyzwanie terapeutyczne,
opiera sie przede wszystkim na dozylnym podawaniu glikokortykosterciddw w wysokich
dawkach. Nalezy jednak podkredlié, 2e u czescl pacjentow odpowiedi na to leczenie jest
niezadowalafaca.

Czynniki determinujace wystepowanie, przebieg oraz odpowied? klinkezng choroby
Gravesa | Basedowa oraz towarzyszace) jej orbitopatii tarczyoowe] pozostajg niewystanczajgco
poznane, przy czym rola proceséw epigenetycznych w regulag)i ekspresji gendw budzi rosnace
rainteresowanie. Mechanizmy epigenstycrne, w bym metylagja DMNA, stanowig istotne ognind
laczace coynniki drodowiskowe z rozwojemn i przebiegiem choroby, wphywajac na ekspresje
gendw baz zmiany sekwencji DNA. Coraz wigte) danych wskazuje na udzial zaburzen metylagi
DNA w chorabach nowotworowych | autcimmunizacyjmech, w tym w chorobie Gravesa
| Basedowa. Wykazano, ze chorobie te) lowarzyszy hipometylaca DNA, natomiast leczenie
preostatykami oraz radiojodem wiaze sie ze wazrostemn stopnia metylagi. Odmienne wzorce
rmetylag dinuklectyddw CpG cbserwowano w regionach DNA kodujgoych czynniks kluczowe
dla patofizjologi choroby Gravesa | Basedowa oraz towarzyszace] jej orbitopali tarczycower
a palenie tytaniu mole dodatkows modulowad globalny status metylacji DMNA

Autor podigh sie realizac ambitfiych projektdw badawczych, kitdnych celem byho:
(i} zbadanie catogenomowe) metylaci DNA u chorych z orbitopatia tarczycows leczonych
pulsami metyloprednizolonu zgednie 2 protokolern Europejskie) Grupy ds. Orbitopatii
Tarczy cowed (EUGOGO; Projekt nr T oraz (i) pordwnanie wzorcow catogenomowe] metylaci
DA 1 doroshych | dziec ze swiezo rozpoznang chorobyg Gravesa | Basedowa (Projekt nr 2).
Przeprowadzoneg badania byly fnansowane Ze Srodkdw przyznanych przez () Marodowe
Centrum Mauki w ramach konkursuy FRELUDILIM=20 (Projekt re 1, projekt ghbwny) oraz (i)
Warszawski Uniwersytet Medyczny w ramach konkursu Projekty Miodych Badaczy

Rozprawa doktorska lek. Mikofaja Radziszewskiego, liczaca 150 stron, ma typowy uktad
i sktada sie ze Spisu tabel i rycin, Wykazu stosowanych skrdtow, Streszczenia w jezyku polskim
| angielskin, Wstepu, Zatozer | celu pracy, Materiatow i Metod, Wymnikaw, Dyskusjii, Wnioskow
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i Piémiennictwa, Jako zatgcznik przedstawiono kopie opini Komisji Bioetyczne| Rozprawa

Zawiera 14 tabel oraz 38 rycin,

We Wilepie przedstawiono aktualny stan wiedzy dotyczgcy choroby Gravesa
i Basedowa, obejmujacy jej epidemiclogie, etiopatogensze, obwaz Kiniczny oraz metody
leczenia. W zwigzku z temalyka przeprowadronych badan zaprezentowano rownie?
rozszerzony opls roli mechanizmdw epigenetycznych w patogenezie @ przebiegu choroby, ze
szczegdlnym uwzglednieniem zaburzen metylacji DNA. Wstep rozprawy, oparty na wniklive)
analizie 139 artykutdw naukowych, wskazuje na rozlegly wiedze Kandydata w rakresie
podejmowane] problematyki badawcze) Dodatkowym atutern tej czesdl pracy 54 tabele, kitre
w prrepzysty sposdb podsumowujy dotychczasowe badania dotyczace metylach DNA

w chorobie Gravesa i| Basedewa (Tabela 1) araz w orhitopatii tarczycowej (Tabela 2),

Cele pracy zostaly przedstawione w sposob wilasciwy, Z wyradnym rozgraniczeniem
celdw dotyczacych obu realzowanych projektdw. Jedynie w czesci opisujgce] zaboZenia

procekiu zabrakio jednoznaczneqo sformidowania hipoter badawceych.

W sekai Materiaby | Metody przedstawiono wszystkie wymagane informade dotyczgce
rekrutacji pacjentéw oraz kryteridw wigczenia | wykluczenia do badaf w projekcie nr 11 2. Opis
ten uzupelniono o przejrzysty schemat liczebnodc poszczegdinych grup (Rycina 2) oraz
protokoly postepowania z pagentami. Zaprezentowano rownieZz kolejne etapy pracy
z materiatemn biologiczrym (krew obwodowa), obejmujace izolacies DNA oraz jego dalsze
procesowanie w celu przeprowadzenia sebwencjonowania nowe] generacii stuZacego do
analizy metylacy DMA, polegajacego na selektywnym sekwengonawaniu regiondw bogatych
w dinukleotydy Cpl po kormeers)i bisulfitowe) DNA (RRES). Sekge kofcezy opis oznaczen
serokogicznych oraz zastosowanych analiz bicinformatyczrych | statystycznpch,

Doktorant przedstawit uzyskane wynlki w tekécie oraz w heznych tabelach
i rycinach, Wykazat, 2e u pacjentdw z chorobg Gravesa | Basedowa oraz orbitopatia tarczycows
istnigjg odrgbne wzorce metylagii DNA, z przewaga hipometylacji w pordwnanu z osobami

zrowyri, zarbwno w ujeciu catogenomowym, jak | w obrebie regiondw zwigzanych
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z procesami immunclogiczrymi, reakcjg zapalng, rbznicowaniem oraz wzrostem komdrek.
I dzieci z GO obserwuje sie jedynie pojedyncze ranice w stopniv DNAM na wybramych oo
a ich globalne wzorce metylagji DMNA 53 zblizone do tych stwierdzamych u dorostych chorych,
ktdrzy nie pala. Wzorce DMAM u dzieci nie rdznig s¢ takie od obserwowanych u zdrowych
rénaresnidw. Zastosowanie terapil dodylmymi glikokortykosteroid ami w akbywne], umiarkowane;
do ciezkiej GO prowadzi do zmian wzorcow DMA niezaleznie od odpowiedzi kliniczng na
leczenie, a u poszczegdlingch pacientdw obserwuje sig takie zmiany poziomu DNAmM

w wybranych faci,

W obszernej, 21-stronicows] Dyskusii Kandydat wnikliwie przeanalizowat wszystkie
uzyskane wyniki, Na szczegdlne wyrdznienie zaslugije dojrzata i krytyczna ocena ograniczed
realizowanych projekidw, wynikajacych z heterogermosc badanych grup, rodzau maierniaby
biologicznego wykorzystanege do izolacji DMNA (krew obwodowa) oraz metady oceny metyladj
Drds, zastosowane) w badaniach (analiza RRES). Sformutowane wnioski sg poprawne i logicznie

urasadnione.

Pod wagledem edytorskim, nalezy ujednolicié zapis nazw gendw zgodnie
Z aktualnymi wytpcznymi HGNC, np. . TSHR® zamiast ,TSH-R" (str. 33, 35 (Ryc. Th, etc.), czy JTNF
ramiast ,TNF-alfe® (str. 43, 48, etc). Prevgotowujac ryciny do publikacji, sugerowatabym
stosowanie wylgcznie czcionki bezszeryfowej oraz zwiskszenia je) wielkoda, oo istolnie popraw
ich cxyleinpid (uwaga fa odnosi sie w szczegdlnodc do nycin prezentulgoych wyniki analiz
higinformatycznych). Ma  rycinach  prezentujgoych analizy  pordwnawcre  gldwnych
komponentdw sktadowych (PCA, Ryciny 9, 16, 20C, 23, 28, 13) naledy rdwniez zmienic
oznaczenie graficzne (w ramce obok wykresu) definigjace jedna 7 grup symbolem
pamaranczoweqo tréjkata (poprawny uklad zaprezentowano na Ryc. 19). Ponadto, w pisrwszej
lirii tekstu na stronie &5 naledy zastapic Rycina 97 2apisem Rycina 87, natomiast na stronie 84
nalezy zmienic zapis J(Rycing A-D)" na .(Rycina 208-0)°. PowyZsze uwag! ne wphwaja na
ogiinie bardzo wysoky wartnid mentanizng pracy.
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Prositabym o odniesienie sie do nastepujgcych pytad:

1. Jakie testy statystycrme zastosowano do oceny normalnoso rozkladow?

2. lakie kryteria przyjeto przy wyborze stotnych statyshycenie regiondw rOZnicown
matylowarych (OMRS) zaprezentowarych w Tabelach 4 oraz 9-11, a tak?e szlakow
wzbogacenia funkcjonalnego dla nukleotydéw CpG (Tabele & 7 oraz 12, 13)?

3 Jakie moog byd potencjalne praktycmne zastosowania analiz metylaci DMA
w praktyce kinicznej w kontekscie choroby Gravesa | Basedowa i orbitiopatii

tarczycowaj?

Podsurmowuige, cheialabym podkredié oryginalnost rozprawy doktorskig). Powyzsze
Dadania, wykorzystujgce nowoczesne metody biologii molekularne), stanowig istotry whidad
w poghebianie wiedzy na temat molekulamego podioza choroby Gravesa-Basedowa.
Ma podkreslenie zastuguje rdwniez fakt, xe ninigjsza rozprawa doktorska rostala zrealizowana
dzieki m.in, dofinansowaniu uzyskanemu w ramach grantu Marodowego Centrum Mauki
w korkursie Preludium. Rozprawa doktorska spetnia wanunki okreslone w art, 187 Ustawy 7 dnia
20 lipea 2078 r. Prawo o szkolnictwie wyZzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r,, poz. 1688). W zwiazku
Z tym, Zwracam sig z wiioskiern do Wysokie) Rady Dyscypling  Mauk  Medyczrych
Warszawskiego Uniwersytety Medycznego o dopuszczenie lek. Mikolaja Radziszewskiego do
dalszych etapow przewodu doktorskiego. Ponadic dysentacie doktorsky lek, Mikotaja
Radziszewskiego oceniam bardzo wysoko | uwagam, fe wyniki rozprawy zostang opublikowane

w Czasopibrmie o wysokim wskazniku cytowan {IF), w zwigzku z tym whnioskujg o jej wyréznienie.
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