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Recenzja rozprawy doktorskiej
lek. Mikotaja Radziszewskiego pt.:
,Zaburzenia metylacji calogenomowej w komérkach jednojadrzastych krwi obwodowej
u pacjentéw z orbitopatia tarczycowa w przebiegu choroby Gravesa i Basedowa i leczenia

dozylnymi glikokortykosteroidami.”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska zostata zrealizowana w Katedrze i Klinice Choréb
Wewnetrznych i Endokrynologii Uniwersyteckiego Centrum Klinicznego Warszawskiego

Uniwersytetu Medycznego pod promotorstwem prof. dr. hab. n.med. Tomasza Bednarczuka.

1. Ocena formalna rozprawy doktorskiej.

Praca doktorska ma forme dysertacji przedstawiajacej zatozenia oraz wyniki uzyskane w dwéch

projektach:

Projekt 1 — ,Zaburzenia metylacji genomowej w komédrkach krwi obwodowej u pacjentow 2
choroba Gravesa i Basedowa oraz orbitopatia tarczycowq w trakcie leczenia dozylnymi
glikékortykosteroidami", finansowany przez Narodowe Centrum Nauki, Grant Preludium-20:

NCN57, 2021/41/N/NZ5/02975

Projekt 2 — ,Zaburzenia metylacji catogenomowe] w komérkach krwi obwodowej u osob
dorostych i dzieci z choroba Gravesa i Basedowa” finansowanego w ramach Grantu Mfodego

Badacza Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego: 1IWN/M/MB/N/20.

W mojej ocenie warte jest podkreslenie faktu, Ze w obu projektach kierownikiem jest lek.

Mikotaj Radziszewski.
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Rozprawa prezentuje uktad typowy dla dysertacji, liczy 150 stron, sktada sie 2 12 szczegélowych
rozdziatéw obejmujacych wstep, cel pracy doktorskiej, opis grup badawczych, zastosowane
materialy i metody, uzyskane wyniki, podsumowanie obu projektéw, dyskusjg, wnioski oraz
literature. Whasciwy tekst jest uzupetniony wykazem 34 rycin oraz 14 tabel. Piémiennictwo
obejmuje 232 referencje literaturowe, wsrdd ktérych dominujg prace autoréw zagranicznych.
Dobér piémiennictwa i jego aktualnoé¢ sa adekwatne do tematu rozprawy doktorskiej.
Przedlozona dysertacja jest starannie przygotowana i w przejrzystym uktadzie, Praca zawiera
doktadny spis zastosowanych skrotdw oraz spetnia wszystkie formalnie wymagane elementy
dla dysertacji doktorskiej wraz z pozytywna opinig Komisji Bioetycznej dotyczacy wykonanych

badan.

Pomimo powyiszych wymienionych zalet dysertacji doktorant nie uniknat skrétéw mystowych
i kolokwializméw, np. ,,chorzy dorosli i dzieci z GD ré2nili sie istotnie na poziomie pojedynczych
CpG”, gdzie prawidtowy opis powinien odnosi¢ si¢ do réinic w metylacji DNA chorych
dorostych i pediatrycznych. Innym przyktadem jest zdanie: ,W pracach kilku autoréw
poswieconych m.in. wariantom gendw biatek uczestniczacych w przekaznictwie sygnatu
immunologicznego...”. Powinno by¢ ,W pracach zwigzanych z oceng wptywu wariantow
genowych kodujacych biatka...”. Podobnym przyktadem jest zdanie: ,Pierwszy z nich jest
procesem skutkujgcym nieobecnodcia ekspresji gendéw jednego z chromosoméw X
w organizmie, ograniczajac tym samym ilo$é kopii gendw...” gdzie zamiast sfowa ,,organizmie”
nalezatoby uzy¢ stowa , komdrce”. Réwniez skr6t myélowy zostat zaprezentowany w zdaniu: ,W
odchyleniach laboratoryjnych...” powinien by¢ zastapiony zdaniem: ,, W odchyleniach wynikdw
badah laboratoryjnych..” Ciekawi mnie réwniez okredlenie ,analizie eksploracyjnej”
w odniesieniu do standardowo stosowanej analizy oraz stwierdzenie ,zniuansowanych,
ztotonych mechanizmach epigenetycznych” jako opisu przytaczania grup alkilowych
(metylowych) do zasad azotowych nukleotydéw DNA. Zwracam réwniez uwage, Ze prawidtowy
zapis ludzkich genow to duia litera zapisana kursyws, a ludzkie biatka zapisuje sig duia literg
i prosta czcionky. Zdarza sie, Zze ta zasada nie jest stosowana w przedstawionej dysertacji.
Proponuje réwniez przeredagowac ostatnie zdanie ze streszczenia w jezyku poiskim: ,.Z uwagi
obecny stan wiedzy dotyczacy natury procesu powstawania DNAm, jej zmiennosci i mozliwej
dwustronnej zaleinosci od czynnikéw genetycznych, endogennych i srodowiskowych

(szczegdinie nikotynizmu), a takie specyfiki oceny DNAm we wszystkich leukocytach krwi
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obwodowej oraz heterogennoéci obrazu klinicznego GO i GD, konieczne sj kolejne,
uzupetniajace badania w tym polu”. Ztozono$¢ tego zdania jest nieadekwatna do przekazu i nie
wplywa na lepsze zrozumienie wynikéw. Podobna ocena dotyczy zdania:” W pracach kilku
autoréw wskazano rowniez zwigzek DNAm i GO, w tym w kontek$cie analizy wzbogacenia
funkcjonalnego i ujeciu klinicznym”. W mojej ocenie zdanie bedzie bardziej zrozumiate w
prostszej formie: ,,W innych pracach wykazano zwiazek DNAm i GO w kontekécie analizy
funkcjonalnej i cech klinicznych”, jak réwniez bardziej zrozumiate jest stosowanie zwyczajowo
stosowanego okreslenia ,analiza funkcjonalna” bez dodania imiestowu przymiotnikowego
biernego ,wzbogacana”. Kolokwializmy wkradiy sie réwniez do opisu wynikow: ,W analizie
globainego profilu DNAm w grupie wszystkich chorych z GO (n=24) i zdrowych kontroli
dorostych (HC, n=7) wykazano hipometylacje GO” z naciskiem na dwa ostatnie stowa. Innym
przyktadem jest okreélenie: ,zbyt niski input DNA” z naciskiem na stowo ,input”. W przypadku
stosowania uproszczeri warto opisa¢ w tekécie, jakie uproszczenia, akronimy lub inne
okreélenia beda stosowane w opisie, aby ufatwi¢ czytanie wynikéw. Dodatkowo chciatabym
podkreslié, ze w jezyku polskim pacjenci chorujg ,na” chorobg lub chorobe sig rozpoznaje u
pacjenta, choroba nie jest ,z” pacjentem. Rdwniez warto pamietaé, ze DNA jest rodzaju
meskiego (ten DNA = ten kwas deoksyrybonukleotydowy), czyli naleiy pisa¢ ,,odmienny

DNAmM”, a nie ,odmiennej DNAmM”.

Zdaje sobie sprawe, ze w jezyku polskim opisy w zakresie stosowanych technik badawczych czy
procesow molekularnych moga wydawaé sie ubogie w stownictwo lub nieatrakcyjne
czytelniczo ze wzgledu na czesto stosowane powtérzenia tych samych stéw. Uwazam jednak,
7e w jezyku naukowym nie nalezy obawiaé sie utraty waloréw dotyczacych stylistyki
i plastycznoéci jezyka na rzecz zachowania jego prostoty, fachowosci oraz jasnego i Scistego
“opisania faktéw. Chciatabym réwniez dodad, ze powyzsze przyklady nie umniejszaja wartosci
merytorycznej przedtoionej rozprawy doktorskiej, i sa jedynie refleksjg recenzenta oraz
wskazéwka, ktéra doktorant moze wzia¢ pod uwage przy opisywaniu wynikéw podczas

przygotowywania publikacji.

2. Ocena merytoryczna pracy doktorskiej.

Wstep poprzedzajgcy wtasciwg czeéé pracy doktorskiej jest obszerny i zawiera 13
podrozdziatéw, ktére opisujy szczegétowo aspekty genetyczne, kiiniczne i Srodowiskowe

wplywajace na rozwéj i fenotyp pacjentow z rozpoznang choroba Gravesa-Basedowa. Znaczng
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czeé€ wstepu zajmuje opis procesu metylacji i jego znaczenia w chorobie Gravesa-Basedowa
oraz orbitopatii tarczycowej, uzupetniony o najwazniejsze wnioski z przegladu literatury
przedstawione w formie tabel. Osobnym podrozdziatem jest podsumowanie dotychczasowe]
wiedzy dotyczacej wptywu zastosowania glikokortykosteroidéw na profil metylacji DNA. Czg$¢
monografii dotyczaca wstepu dowodzi duzej wiedzy i oczytania doktoranta w tematyce
realizowanej w pracy doktorskiej. W mojej ocenie, jako ze praca dotyczy oceny profilu metylaciji
catego genomu, zabrakto krétkiej informacji o metodach stosowanych w tym zakresie. Moze
warto poswiecié jedno przezrocze podczas obrony na przedstawienie dostgpnych metod, jakie
maja zalety i wady ( w szczegélnosci jak moga wplywal na uzyskiwane wyniki), oraz

wyjasnienie, dlaczego doktorant zdecydowat sig na metode wykorzystywang w niniejszej pracy.

W rozdziale VI ,Zatozenia i cel pracy” zostaty przedstawione cele projektéw, ktdre
uwzgledniono w rozprawie doktorskiej. W mojej ocenie w tym rozdziale powinien znale#¢ sig
cel pracy doktorskiej, do ktérego realizacji postuzyly dwa projekty, nie odwrotnie. Rozumiem,
ze projekty postuiyly do zbadania postawionej hipotezy i e praca doktorska nie jest
streszczeniem projektow. Z tego wzgledu prosze doktoranta o postawienie hipotezy badawczej

realizowanej w niniejszej pracy doktorskiej podczas obrony pracy doktorskiej.

Chciafabym rowniez zauwazyé, ze ocena metylacji DNA jest metoda, ktéra postuiyta do
sprawdzenia postawionego pytania, tak wiec brakuje jasno zarysowanego celu wykonania obu
projektéw. Jezeli celem bylo wyselekcjonowanie istotnych biomarkeréw metylowania DNA
mogacych wyjaéni¢ rozwijajaca sie orbitopatie tarczycowa lub poszukiwanie biomarkerow
metylacyjnych mogacych poméc w ocenie skutecznosci zastosowanego leczenia dozylnymi

glikokortykosteroidami, nalezy to sprecyzowac.

W rozdziale VII.1 przedstawiono liczbe pacjentéw. Ze wzgledu na zaplanowanie wielu
poréwnart wielu grup, ostatecznie grupy nie s liczne i wynosza od 6 do 14 pacjentéw, z
mozliwym ograniczeniem czesci poréwnat, i wtedy liczebnos¢ dwdch grup wzrasta do 201 26
pacjentéw. Dobrze porzadkuje liczebnosci i podziat na grupy rycina nr 2. Proszg doktoranta o
komentarz dotyczacy liczebnosci i istotnosci statystycznych poréwnan dla zaproponowanych
liczebnoéei grup. Czeéciowo jest to podnoszone w dyskusji, ale ciekawa jestem opinii
doktoranta dotyczacej dalszej kontynuacji badai. W nastepnych rozdziatach przedstawiono
wykorzystana metode oceny metylacji DNA oraz analizy bioinformatyczne i statystyczne. W

tym punkcie chciatabym dodaé, ze plik fastQ nie jest sam w sobie plikiem oceniajacym jako$¢
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sekwencjonowania, ale jest plikiem wyjsciowym, ktéry moina zaimportowac do

oprogramowania w celu wykonania analizy, w tym jakosciowej.

W rozdziale VII.3.2. ,Analiza statystyczna” opisano zastosowane oprogramowanie oraz testy
statystyczne. W tym punkcie chciatabym zaproponowaé doktorantowi stosowanie pojecia

2Erupy badanej” zamiast stowa , przypadkéw”.

Przechodzac do rozdziatu VIl ,Wyniki”, prosze doktoranta o oceng, czy charakterystyka
pacjentéw wiaczonych do projektéw jest wynikiem czy opisem grupy zakwalifikowanej do
badania. Pierwsza cze$¢ wynikdw odnosi sie do poszukiwania roznic w profilu metylacji w
kontekécie rozwoju orbitopatii tarczycowej oraz skutecznosdci leczenia dozylnymi

glikokortykosteroidami.

W opisie wynikéw zastosowano bardzo dobre ryciny utatwiajace zrozumienie uzyskanych
wynikéw, natomiast opis wynikéw nie zawsze jest jednoznaczny i tatwy do zrozumienia, np.:
W analizie gldwnych komponentéw sktadowych {PCA) wykazano wyraine grupowanie probek
GO i HC (Rycina 9).” Zgodnie z rycing nr 9, prébki ,GO” i probki ,HC” grupuja sie w dwa
odrebne, nie naktadajace sie zbiory. Dwie probki z grupy opisanej jako ,GO-P1” grupuj3 sig

razem z ,,GO”. Czy doktorant moze przedstawi¢ hipoteze mogaca wyjaénic ich odrebnosc?

W dalszej czeéci wynikdéw zwiazanych z ,Projektem 1” zostaly wyspecyfikowane istotne
statystycznie pod wzgledem wzoru metylacji CpG z podziatem na regiony. Podano rowniez 108
najwazniejszych i zroznicowanych funkcjonalnie oraz klinicznie pseudogenéw/gendw. Jaka
metode zastosowano do selekcji najwazniejszych pseudogenéw/gendw i jakie jest zdanie
doktoranta dotyczace wyselekcjonowanych pseudogendéw? Wprawdzie watek ten jest
poruszony w dyskusji jako rosnacej istotnosci pseudogenéw, w szczegélnosci w nowotworach
o charakterze guzéw litych, jednakie bez podjecia préby wyjasnienia, jakie moga miec
znaczenie w kontekscie uzyskanych wynikéw przez doktoranta. Czy pseudogeny moga petnié
role regulatorowa, wpfywajaca na ekspresje gendw, przez co zaburzenie ich wzoru
metylacyjnego mogtoby przektadaé si¢ na ekspresje genéw bez wykrywania zmian w samej

sekwencji tych genéw?

Analiza wzoru metylacji DNA germinalnego pacjentdw w zaleznosci od odpowiedzi na leczenie
ivGCS nie wykazata istotnych réznic miedzy grupg pacjentow, ktéra odpowiedziata na leczenie,

a grupa pacjentow, ktéra nie odpowiedziata na leczenie, dlatego doktorant zdecydowat sig
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oceni¢ profil metylacji DNA germinalnego przed i po leczeniu dla kaidego pacjenta
indywidualnie. W pracy wyselekcjonowano szeroki zbiér loci o zmienionej metylacji w
indywidualnej ocenie. Z tego tez powodu powstaje pytanie, czy tak duza réznica we wzorze
metylacji DNA poszczegbinego pacjenta bez istotnych réznic dla calych grup jest efektem
zastosowania leczenia czy innych czynnikéw? Czy ocena wzoru metylacji DNA kazdego pacjenta
powinna by¢ wykonana co najmniej z trzech niezaleznych prébek krwi, aby ocenic, czy istnieja
réznice miedzy poszczegdinymi badaniami ? Czy na zmiane wzoru metylacji indywidualnie

ocenianej mogg mie¢ wptyw inne czynniki, takie jak pte, dieta, dym papierosowy, inne leki?

W drugiej czesci wynikéw dotyczacej realizacji drugiego projektu wykazano odrgbne wzory
metylacji DNA doroslych chorych na Grase-Basedova (GB) w pordwnaniu z grupg kontrolng. W
analizie nienadzorowanej gtéwnych sktadowych PCA uwidoczniono wyraznie dwie grupy:
chorzy na GB oraz zdrowi. Interesujace jest uwidocznienie dwéch podgrup w ramach grupy

chorych, co réwniez jest warte skomentowania przez doktoranta.

Ocena wzorca profilu metylacji DNA pediatrycznych pacjentéw chorych na GB i dzieci zdrowych
wykazata hipermetylacje DNA pacjentéw przy jednoczesnym wskazaniu na »Chaotycznos¢”
profilu metylacji. W mojej ocenie profil metylacji DNA pediatrycznych pacjentéw nie wykazuje
jednoznacznego, fatwego do zaprezentowania wzorca, ale nie uzytabym stowa , chaotycznego”.
Potwierdza to analiza gféwnych sktadowych (PCA), w ktérej wszystkie profile metylacyjne DNA
germinalnego grupuja sie jednak razem. Dodatkowo w ocenie wzoru metylacji DNA
germinalnego pacjentéw pediatrycznych wyselekcjonowano 18 CpG z 350024 odmiennie
zmetylowénych regionéw, co wydaje sie by¢ nieporéwnywalnie maly iloscia do liczby

zmienionych regionéw. Jakie jest zdanie doktoranta w tej kwestii?

Ciekawym wynikiem przedstawionym w rozdziale VIIl.2.2.3. ,Ocena zwigzku pomiedzy
catogenomowa metylacja DNA komérek krwi obwodowej a wiekiem rozwoju Choroby Gravesa
i Basedowa” jest uwidocznienie podobieristw miedzy metylacja DNA dorostych niepalacych
A metylacjg DNA pacjentéw pediatrycznych, co wskazuje, ze palenie papieroséw jest bardzo
silnym czynnikiem zmieniajacym profil metylacji germinalnego DNA, a wiek nie byt istotnym
czynnikiem zwigzanym z rozwojem choroby Gravesa-Basedowa. By¢ moie jest to wynik,
ktérego moina sie bylo spodziewaé, na co posrednio wskazuje doktorant wielokrotnie
wspominajac o nikotynizmie jako istotnym czynniku znaczgco pogarszajgcym przebieg choroby
Gravesa-Basedowa i zwiekszajacym ryzyko rozwoju orbitopatii tarczycowej. Nie wykluczone, ze
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zmiany w profilu metylacji DNA germinalnego nios3 za sobg skutki w postaci zmiany profilu
ekspresji gendw i czynnikéw regulatorowych, co bedzie wptywato na ekspresjg biatek
i aktywowanie badZ wyciszanie szlakéw sygnatowych komarki. Doktorant podkreslit réwniez
W swojej pracy, ze zmiany wzoru metylacji DNA dotyczyly sekwencji DNA kodujacych geny
zwigzane z procesami immunologicznymi, stanem zapalnym czy tei szlakiem odpowiedzi
swoistej autoreaktywnych limfocytéw CD4+, co moze wplywaé na rozwdj orbitopatii
tarczycowej. Ciekawym wydaje sie réwniez wynik wskazujacy na fakt, ze u pacjentéw dorostych
i 0séb zdrowych czedciej zmianie wzoru metylacji ulegajg regiony promotorowe, natomiast
u dzieci w regionach niekodujacych. Wynik ten zostat poddany dyskusji, jednakie w mojej
ocenie nie rozwinieto tego watku zbyt szeroko, a jest to jeden z ciekawszych wnioskdw, na jakie

wskazuje doktorant.

Dyskusja przeprowadzona w pracy jest szeroka i skupia sig gtdwnie na opisie zebranych danych
literaturowych dotyczacych regionéw DNA i sekwencji gendw, ktére rdinig sig wzorem
metylacji w poszczegoinych grupach pacjentéw. lest to dyskusja potwierdzajaca znajomosé

aktualnej literatury i jest to z pewnoscia dyskusja, ktéra wymagata duzego naktadu pracy.

Ocena kovicowa.

Przedlozona praca wpisuje sie w aktualne trendy badarn naukowych zwigzanych
2 poszukiwaniem czynnikéw wplywajacych na rozwdj, przebieg i leczenie choroby Gravesa-
Basedowa. Jest znaczacym wktadem w wiedze dotyczaca wptywu nikotynozmu na zmiany we
wzorze metylacji DNA germinalnego oraz réinic w metylacji DNA u pacjentéw dorostych
i pediatrycznych chorujacych na Gravesa Basedowa. Z obowigzku recenzenta w czesci
opisujacej formalny aspekt rozprawy wskazuje na uchybienia stylistyczne, jednakie nie
obnizaja one wartoéci merytoryczne] i naukowej przedstawionej pracy i uwazam, ze s3 jedynie

wskazdwka w przygotowywaniu manuskryptdw.

Rozprawe oceniam pozytywnie, w mojej opinii stanowi dowdd biegtej orientacji autora
w projektowaniu i przeprowadzaniu badah oraz konstruowaniu wnioskow. Praca ta jak
i dorobek doktoranta w postaci kierowania dwoma projektami, daje mi mozliwos¢ wysnucia
wniosku, ze pan lek. Mikotaj Radziszewski bedzie kontynuowat prace naukowsy i bedzie stawiat

sobie nowe cele i wyzwania badawcze.
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Podsumowujac, stwierdzam, 2e przedtozona rozprawa spetnia kryteria stawiane rozprawom
doktorskim i zwracam sie do Rady Naukowej Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego

z wnioskiem o dopuszczenie lek. Mikotaja Radziszewskiego do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.

KIEROWNIK
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