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Recenzja rozprawy doktorskie)
lek, Mikotaja Radziszewskiegn pt.:
Iaburzenia metylacj catogenomowe) w komdrikach jednojgdrzastych krwi obwodowe)
u pacjentdw £ orbitopatiy tarccycows w preeblegu choroby Gravesa i Basedewa | leczenia
dodylnymi ghkokertykostaraidaml.*

Przedstawiona do recenzji praca dokiorska zostata zrealizowana w Katedrze | Klinice Chordb

Wiewnetrerych | Endokrynologll Uniwersyteckiego Centrum Klinicmego Warszawshkiogo
Urniwersytatu Madycznege pod promotorstuwem prof. dre hab. nmed. Tomasa Bednarcr b

1. Dcenaformalna rocprawy dokborskig).

Praca doktorska ma formeg dysertac]i prradstawiajacej ralozania oraz wynild uzyskane wdwdch
projektach:

Projekt 1 — Zaburcenia metylocji genomewe) w kemndrkach krwi obwodowej u patjentbw 2
chorobg Gravess | Dasedows orar orbitopatia tarezyoows w trakeie leczenia dodvimymi
gikokortykosteraicami”, finansowany preez Marodowe Centrum Nauki, Grant Preludium-20:

NCNST, 2021/41/N/NZ5/C2975

Projekt 2 =  Faburzenia metylac) calogenomowa] w komdrkach kbrwi obwodowe] u ostb
dorostych i dziedi z choroba Gravesa i Basedowa” finansowanego w ramach Grantu Miodego
Badacza Warszawskiego Uniwersyetu Medycznego: TWH/MNB M 20,

W majej acenie warte jort podkredlenie faktu, fe w ohu projektach terownikiem jest lek.
Bikota] Radziszewki.
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Rozprawa prazentule uklad typowy dla dysertacil, ezy 150 stron, siadasie 2 12 sacregdlowych
rozdzistdw obejmujacych wstep, cel pracy doktorskie], opis grup badawczych, 1astoscwama
materiafy | metody, uiyskane wyniki, podsumowanie obu projekitw, dyskuslg, waloskl oras
liverature, Wiasciwy tekst jest uzupeniony wykarem 34 rycin oraz 14 tebel. Pimiennictwo
wbejmusje 232 referencje literaturowe, winid kidrych dominujg prace autordw zagmniczmych.
Dobér pismiennichwe i jego aktualnodé sq edekwatne do temats rocprawy doktorskiel
Przediniana dysertacia jest starannie prygotowana | w priajrzystym ukbadiie. Praca zawiera
dalkiadny spis zestasowanych tkrdbw orar spefnia wszysthie formalnie wymagane alementy
dla dysertacii doktorskiej wraz z potytywng opinia Komisji Bicetycanej dotyczacy wykonanych
lbadari.

Parnima powykseych wymienionych zalet dysertacji doktorant nie unikngh skrdtdw mySlowych
il kololesializmdw, np. chorzy dorodi | driec 1 GD rddnili sig istotnie na poziomis pojedyncrych
Cpia" pdzie prawidlawy opic powinien adnesic sie do rdinic w metylacji DNA chorych
dorestych | padistreomeh Ineyvim previtadem jest danie: W pracach kilky autordw
pofwieconych mun. warantom g=ndw bislek ucrestricracych w przekaZnictwie sygnat
immunoogicanego...”. Pownno byé W pracach twigzanych z oceng wphywu wariantow
genowych kodujacych biatka..”. Podobmym przykfadem jest idanie: Fierwszy I nich [est
procesem  shutkujgeym  niecbecnodcly elspresjl gendw  jednego @ chromosomdw X
w Drganizmie, ugraniciajgc Wym samym iloké kopli gendw...” gdzie mamiast shwa  organizmie”
rialetadoby uzyé stown hemarce” Rdwnies sledt mydossy 2octat raprezentowany w rdaniu: W
odchyleniach laborataryjryeh. ¥ powinien byt zasiqpiony adaniem: , W sdehyleniach wynikbw
badaf laboratoryinych..” Clekawl mnie réwniei okredlenie _analizie elsploracyine]’
w odniesieniu do standardown stesowane] analzy oraz stwierdzenie znisansowanych,
rloforgch  mechaniimach  epipenstycomych”  jako opisu preylaczania grup  alkilowych
{metylowych] do zasad azoteeych nukleotydiw DNA. Dwracam rdwne? uwage, te prawidiovny
zaphs ludzkich gendw 1o duia Frera saphiana kursyws, a ludzhie bialka tapisuje sig duiq lierg
i prosty craonky. Foara sie, ke t2 zasada nie jest stosowana w prredstéwionsj dysertacjl
Proponujg réwniet praeredagowad ostatnie xdanie ze strescezenia w jgzyku polshim: . Z uwagi
abecay stan wiedsy detyegoy natury procesu powstawania DMAm, Jef rmisnnodcl | moiliwej
dwistronne] zaletroid od cwynnikdw  genstycemch, endogennyeh | Srodowidkowch
{cregdinia nikotynzmu), 2 takie specyfiki oceny DNAm we wszystkich leukoeytach krwi
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obwodowej oraz heterogennoicl obrazu Minicznego GO | GD, konieczne sa koleine,
wupefniaigce badaniaw tym polu”, flokonodt tego zdania jest nieadekwatna do priekazu i nie
wphywa na lepsze zroumienie wynikow. Podobna ocena dotyczy zdania”” W pracach kilku
autordw wskazano rownied rwizzek DMAm | GO, w tym w kontekécia analiry wibogacenia
funksjonalnege | upgciu kliniccnym®, W mojej ocenie zdanie bedzie bardziej irczwmiate w
prostsze| formie: W innych pracach wykazano zwigzes D&M i GO w kontekscle analizy
funksjoralrne] | cech klinicznych”, jak réwniez bardziej zrozumiate jest stosowania payczajowo
stosowanegn okreflenia Lanaliza funkcionalna® bez dodania imieshowy praymiotnikowego
bizrnego ,wrbogacana”, Kolokwializmy whradly sie rownier do opisu wynikdw: W analzie
globalnego profilt DNAM w grupie warysthich chorych @ GO (n=14} i zdrowych kentroli
dorcstych (HC, n=7) wykazrano hinometylacie 50 1 nackklem na dwa ostatnie stowa. Innym
preyetadem jest okredlenie: ,zbyt niski input DMA" 2 naciskiem na slowo ,input”. W prrypadku
SLOSDWANIE UprOsiCZen werle opisal w tekdcie, jakie uprosicrenia, akronimy lube inme
okrefleniz bedy dosowane w opisie, aby wlatwié crytanie wynikdw. Dodatkewn chatabym
podiredlid, e w jezyku polskim pacjenci chorujg ra” chorobe lub chorobe sig rozpeznaje u
pacienta, choroba nie jest .Z° pacjentem. Rdwnis: warto pamigtat, te DNA jest rodzaju
mgskiege (tan DMA = ten kwas deokoyrybonuklootydowy), cryli raledy pisa® | odmienny
DNAM®, anie Lodmiznne] DNAM®.

Zda|¢ sobie sprawe, te w jqayky polskim opisy w zakresie stesowanych technik badawezych cay
procasiw molekularmpch mega wydawad sie ubogie w slownictwo lub nieatrabeyine
czylelniczo ze wzghgdu ne cIesto stosowane powbdrzenia tych samych sidw, Uwazam jednak,
b w jeryku naukowym nie nalety ochawiad sie utraty walsedw dotyezgeveh styllstyk
i plastycznadci jazyka na rrece zachowania jego prostoty, fachownici oraz jasnego § Scistego
ppisania fakidw. Chelatabym rdwnied dodad, 22 powyisze prevkiady rie umnizjszajg wartcsei
merytorycznej proedlobone; roeprawy dohtorskiej, i 53 jedynic refleksjy recenzenta oraz

wikardwks, ktdry doktorant mafe weigd pod uwage pry opisywaniu wynikdw podcras
preypotowywania publiacii

2 [iena merviorvesna pracy dokrorskie],

Witgp popreedrajscy whadchwa czedé pracy doltorskic] jest obszemy i zawiera 13
podrzdzistéw krdre opisujy sozepdlows aspakty genetycrne, klinicrne | drodowiskowe
wiphywiajgce naromwb] i fenotyp pacjentow z rozpoznang chorobg Gravesa-Basedowa, Inacing
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c7eét WSIEpU Zajmuje 0DIS procesu metylacy | Jego maczenla w chombbe Gravesa-Basedowa
Drag orbiopatl tarcyoows), vzupelniony o najwainiejsz= wnicski @ presgladu literatuory
proedstawdons w formie tabal. Dsebnym podrozdzistem jest podsumowanie dotycherasowe]
wigdzy dotyezgce] wphywu zastosnwania glikokortykostaraldéue na profil metylach DA, Cradd
monografii dotyergca wstepu downdzi dufej wiedzy | ocrytania doktoranta w tematyce
realirowanej w pracy dostordkiej. W moje ccenle, |ako 2e praca dotyczy oceny profilu metytacjl
calego genomu, zabraklp krotkie] informagi o metodach stosowanych w tym zakresle. Moze
wario poiwigold jedno przzerocze podczas obrony na przedstawienie dostgpnych metod, jakie
maja zalety | wady { w sccoegdlnodci jak mogs wptywad na uzyskiwane wynild), oraz
wyjasnienie, dlacego doktomnt sdecydowat sig na metodg witorzystywang w ninkejsze pracy.

W rordgale V| Zstalenia § cel pracy” rostety prredstawione cele projektdw, Krtre
uwegledniono w rozprawie doktorsdie). W mojej coenie w tym rozdziale powinien inalefc sig
cel pracy dokiorskis), do kdrego realitacyl postuibyly dwa projekty, nie edwrotnie. Rozumiem,
ke projekty postuiyly do ibadania pastawloney hipotezy | ie praca doktorska nic jet
streszezaniom projekidw, I tago wzgledu procza dokitoranta o portawienie hipotery badaweze)
realizowsne] w niniejsze] pracy doktorskiej pedezas obrony pracy doktorskiel

Cholatabym rowniel suwarye, ke ocena metylac] DMA jest metedy, kibra postuiyla do
sprawdzenia postawionege pytania, tak wige brakuje jasno tarysowanego cehu wykonania cbu
projektdw. letel celem bylo wyseleksjonowanie istotnych biomarkeréw metylowania DMA
rmoggeych wijainié ronwijajgey g orbitepatiy tareryeows lub postukiwanie biomarkerw
metylacyinych mogacych pombe w ccenie skutecznobci zastosowanego leczenia dodyinymi
glikokartykosteroidami, naleky to sprecyzowac,

W rordziale VIL1 przedstawiono licche pecienbdw. Ze wzgledu na zaplanowanie wiel
pordwnai wiclu prup, ostatecznie grupy nie s3 licne | wynoses od 6 da 14 pacjentduw, 2
madliarym agraniczeniem crado pordwnar, §wiledy lcebnodd dwdch grup wrmsta do 200§ 26
paciantdw. Dobrze parmdkuje liczebnoscl | podzial na grupy rydna nr 1. Proszg doktoranta o
komentarz dotyczacy liczebnodei i istotmodci statystycamych pardwnar dia Zaproponawanych
Hczebnosci grup. Czgéciows |est to podnoswone w dyskus]l, gle dekawa jestzm ppini
doktoranta dotycegee] dalszej kontynuaci badar W nastgpnych rocdzigfach preedstawions
wykorrystang metods oceny metylacii DMA, oraz analizy bioinformatyezne | shatystycng. W
tym punkcie chaatabym dodaé, s plik fastl nie jast sam w schie plikiem oceniajgeym Jakodé
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sekwencjonowania, ale jest plikiem wyjéciowym, ktSry maina  maimportowad do

Oprogramowania w celu wykonania analizy, w tym jakoiciowej.

W rozdziale VIL3.2 _Analira statystyzna” opisano zastosowans oprogramowanie oraz testy
statystyczne. W tym punkele cheiatabym raproponowad doktorantowi stosowanie pojacia
HETuUpy badanej” zamiast slowa ,preypadkdw”,

Przechodzac do rozdziatu VIl ,Wyniki®, prosze dektoranta ¢ oceng, cry charakterystyka
pacjentdw wigmonyeh do projektdw jest wyniklem czv opisem grupy zabwalifilowane] do
badania. Pierwiza creié wynlkdw odnesi sig do poszukiwania rdinic w proflu metylacji w
Kontekscie roIwolu  OFDITOpaTI tarcEyoowe| oz skotecmnodci  leczenia  dotylmmi
glikokortykesteroidami.

W opisis wynikdw zastosowano bardze dobre ryciny ulatwiajzce zrezumiesie uryskanych
wynikdw, natomiast opls wynlidw nie zawsze jest jedncenaczny | batwy do cropurilenia, ap..
L analizie gidwnych kemponentiw sdladowych [POA) wykazanw wyraine grupowanieprosek
GO i HC (Rycina 91 Zgodnie z rycing nr 9, prébki ,GO° | pribki (HC” grupujy sig w dwa
odrebne, nis naktadajace sie sbiory. Dwie probki z grupy oolsane| Jake ,GO-PF1% grupujy sig
razem z ,GO* Czy doktorant moze przedstawié hipotezg mogaca wyjadnid ich odrebnoic?

W dalsze] czedci wynikdw zwigzanych @  Frojektem 1" rostaly wyspecyfikowszne istctne
statystyeznie pod wagledem wioru metylacji CpG z podzialem na regiony. Pedano rowniei 108
najwazniejsrych i adinicowanych fuakcjonalnie oraz Kinicznie pseudogendw/gendw. Jaka
motadg rastotowana do selekcji najaamisjigryeh prevdogendw/gendw | jakie jest zdanie
doktoranta detycegce wyselekcjonowanych psoudogendw? Wprawdzie watek ten jact
poruszony w dyskus)l jeko rosngee) istotnoscl pseudogendw, w siczegoinoscl w nowotaorch
o charakterze guzow litych, jednakie bez podjecia proby wyjainlenia, jake mogg miet
znacrenie w kontebicie uzyskanych wynildw przez coktoranta, Czy pseudogeny mogs pelnic
role resulacorowa, wplywajaca na ekspresje gendw, prze: co zaburzenie ikh wzoru
metylacyjinego mogloby przekladad sig na ekspresjg gendw ber wykryarania zmian w samej

sekwengi tych gendw?

Analza wzom metylaci DNA germinalnego pacjentdw wzaleinoici od odpowiedzi na leczenie
ivGCS nie wykazata Istotnveh rdnic mieday grupa pageniéw, ktdea od powiedziata na leczenie,
o grupq pagentow, ktdra nie sdpowiedziata na laczenia, diatage doktorant wdecydowat cig
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ocenit profil metyladi DKA germinalnego pried | po lecreriu dla kaidego pacenta
indywidualnie. W pracy wyselekcjonowana szeroll Ibidr focf o tmieniore] metylac)i w
indvwidualnej ocenie. Z tegn 18i powsdu pawstaje pytanie, ey tak duia rdinica we wiorze
metylacii DNA posaczegdinego pacjenta bez istotnych rédnic dla catych grup jest efektem
asiosowania lecienia czy inmych cynnisdw T Czy ocena weoru metylagi DNA kaicego pacjenta
powinna byd wykonana co najmniej 2 trzech niezalednyeh pribek krad, aby ocenic, czy istnieja
riinice miedzy poszczegdlopmi badanlami ? Czy na zmiang wzoru metylaci indywidualnie
ocenizne] mogg mied wplyw inne coynniki, tekie jok phef, dieta, dym papierosswy, inne leki?

W drughej czetcl wyniiow dotycmce| realizac) druglego projekiu wykazano cdrgone wzory
metylacli DNA dorostych chorych na Grase-Basedova (G&) w pordwnaniu z grupa kontrolng. W
anzlizie nienadzorowane] gldwnych sktadowych PCA uwidocznione wyrainie dwie grupy:
chorzy na GB oraz wdrowi. Interesujace jest uwidocniende dwich podgrup w ramach grupy

choryeh, co rdwnia jeit warte dkamentowania preez doktaranta,

Ocena wrorca profilu metylagi DNA pediatryseryeh pagjentdw chorych na GB idzied zdrowych
wykazala hipermetylacie DNA pacientdw przy jednoczesaym wskazaniu na ,chaotycznosc”
profile metylacji. W moje| ecenie profil metylac) DNA pediatrycznych pacjentéw nie wykazuje
jednornacznego, latwage do 2aprezentowanla wzorcs, ale nieuitabym dawa chantyrznego”.
Potwierdza to analiza gidwnych skiadowych |PCA), wktore] wszystkie profile metylacyjne DHA
germinainego grupujy sie jednak razem. Dodathowo w ocenie weoru metylacii DNA
germinainege pacjentiw pediatrycnych wysslekcjonowans 18 CpG 7 3150024 odmiennie
:mwﬂuﬁwm regiondw, co wydaje se by niepordwnywalnie maly llodcy do ooty
umienlonych regiondwe lokie jest edanie doktoranta w tej kwesti?

Clekawym winikiem prrecstawscnym w rozdziale YiNzZ.2.3 OUdena rengzie pomigdzy
catogenomaowy metylacja DNA komdrek krwi obwadawa] 3 wiaklem rozwoju Choroby Gravesa
i Basedowa" jest uwidocznienie podoblenstw migdry metylacy DNA doroslych riepaljcych
A metylacjs DNA pacjemdw pediatiycanych, co wskazuje, ke palenic paplerosdw jest bardzo
gilryre crymnikiem smisniajgoym profil metdadji germinainego DNA, a wiek nie byt istobnym
czynnikiem zwigzarym 2 rozwojem chomoby Gravesa-Basedowa. By mode jest to wynik,
kidrego moina sie bylo spodriewsd, na co pedrednio wskazuje doktorent wiclokrotnie
wsnominajac o nikotynizmie jako istotmym caynniku maczaco pogarszajacym przebieg choroby
Gravesa-Basedowa i Twiskszajacym ryeyko ropwoju orbitopati tarchyoowe). Miz wykluzone, 2e
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zmizny w profilu metylacii DNA gerreinalnepo nicsg 2z soba skutki w pestacd zmiany profiu
ekspresji gendw | crmnikow regulstorowsch, co bedzie wplywato ra ekspresjg biatek
i aktywowanie bad] wycszanie szlakiv sygnatowych komdrki. Doksorant podkreslt rdwniat
W swojej pracy, b zmiany wrors metylagi DNA detyenyly selwencli DA kodujacych geny
zwiatane z procesaml immunologicznymi. stanem zapainym c2y 1ed silakiem odpowiedzi
swolste] autoreaktywnych limfacytdw CDd+, ©0 moZe wplywad na rozwdj orbivopatil
tarcoycowej. Clekawym wydaje sig rowniez wynik wikacujgcy nafakt, be u pacentdw doroshych
i osodb zdrowych czgdcie] zmiania wrory metylac)l ulegajy regiony promotorowe, natomiast
u dzieci w regionach niekodufacych. Wynik ten zostal poddany dyskusji, jednakie w mojej
acenie nie rarwinigto tego wathu zhyt szerckio, ajest 1o jeden T cekawszych wnioshow, na jakle
wikaruje doktorant.

Dyskusja preeprowadzona w pracy jest szeroka i skupia € glownie na opisie ebranych danych
literaturowych dotyczgcrch regiondw DA | schwencji gendw, kidre rdinig sig weorem
matylacji w poszezegéinych grupach pacjentiw. Jogt ta dyskusja potwierdiajaca najomoic
aktualne| literztury | jest to 7 pewnoscia dyskusjs, kidra wymagata dudego nakladu pracy.

Oeena kotcowa,

Preedtolona praca wpsyje sie w  aktualne trendy bacan naukowych zwigzanych
1 poszukiwandem coynnikdw wphywojpoych na rozwaj, preebieg | leczenie choroby Gravesa-
Bazodows. Jost znaczacym wiiadem w viedse datyeraca wihywu nikotynozmu na zmiany we
wiorze metylacji DNA garminalhego oraz réinic w metylacji DNA u pacjenidw dorostych
i pediatryczaych chorujgoych na Gravesa Basedowa, Z obowlgiky recenzenta w cogscl
opisujgce] farmalny aspoks rozprawy weharujy na uchyblenia stylistyczne, jednakie nie
obniiaja one wartodci merytoryerne) [ naukowej przedstawione] pracy | uwatam, ie 53 jedynie
wikazdwkg w proygotowywanio manushryptdw.

Rorpraweg aconlam porytywnie, w moje] opinii stancw dowdd biegle] orientaci autora
w projektowaniu i przesrowadeaniv badai orar konstruowaniu weioskiw. Fraca ta jak
i dorpbek dokioranta w postaci kerowanla dwoma projektam|, daje mi metliwosd wysmada
winieshu, te pan lek Mikolaj Radriszewshi bgdzie kemtynuowst pracg naukows i bedzia chawiat

sehie nowe rals i wyzwania badswere,
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Podsumowujgc, stwierdzam, 2e préedioona roeprawa spelnia kryterla stawlane rozprawem
doktorskim | owracam sig do Rady Meaubowe) Warstawskiego Unhwersytetu Medyemego
¢ wriloskiem o dopuszczenie lek. Mikolijs Radziszewskiego do dalizych etapdw priewadu

dektarskinge.
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