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Recenzja
rogprawy doktorskiej Pana lek. med. Mikolaja Radzisrewskiego
pt. wEaburzenia metvlagji calogenomowej w komorkach jednojgdreastych krwi
obwodowe] u pacjentdw z orbitopatig tarczycowsy w przebiegn choroby Gravesa i Basedowa,
w trakcie leczenia dodylnymi pulsami glikokortykosteroidow®™
przygotowana na podstawie decyzji
Rady Dyscypliny Naonk Medycznych
Warszawskiego Uniwersvietu Medveznego

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska w dziedzinie nauk medycznych i nauk o
zdrowiu, dyscyplinie nauki medycene Pana lek. med. Mikolaja Radziszewskiego jest wynikiem
pracy nad czynnikami etiologicznymi, predykeyjnymi, prognostycznymi i monitorujgeymi
leczenie w chorobie Gravesa | Basedowa. Autor podjgl sig badaf = uwwagl na niedosiatecing
wiedze dotvezgegs pochodzenia, patogenezy choroby Gravesa | Basedowa 1 trudnodel w jgj
leczeniu = brakiem czynnikow predykoyjnych preewidujgeych efekty leczenia. Celem rozprawy
byla ocena calogenomowej metylacji DNA komérek krwi obwodowej u pacjentdw z chorobg
Ciravesa | Basedowa. Badania Doktoranta wykonywane byty w jednostkach kliniczno-naukowych:
Katedrze 1 Klinice Chordbh Wewngtrinych 1 Endokrynologii  Uniwersyteckiego Centrum
Klinicenepo Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego, we wepdtpracy = Klinikg Pediatrii,
Emdubayoodogii, Dhabeiologii 2 Podeddaialemn Kadiologii Uniwasyieckiogo Daccigoege Szpitala
Klinicenego Uniwersytetu Medveznego w Bialbymstoku, Badania calogenomowe] metylacji DMNA
zostaly precprowadzone w Zakladeie Genetyki Medyezneg) WUM. Praca doktorska byla
prowadzona pod kierunkiem promotora — prof, dr hab. n. med. Tomasza Bednarczuka.



Badaniem mechamzmdw regulujacych ekspresje pendw (transkiypoje) zaymuje sie epigene-
tyka {gr. przedrostek epi — poza crymé, zewnetramy + genesis — pochodzenie), Sam termin zostat
wprowadzony w latach 40. XX wieku przez Conrada Hala Waddingtona, zwolennika koncepeji
epigenczy, dla opisania procesdw, kidre zachodza w otrakeie rozwoju organizmu wedhog Scigle
okredlonego planu, regulowanego prey udziale zwigzkdw chemicznych. Podniejsze badania udo-
wodnity, 2¢ taki plan rozwoju rzeczywiscie istnigje, a jego efekiem jest powstanie organizmu, w
ktirym poszezegilne kombrki o okredlonej morfologii pelnig specyficzne funkcje, niezbedne dla
prawidiowego jego funkcjonowania jako calogei. Kadda 2 tych komdrek zawiera taky samy in-
formacje genetyceng w postaci DMA, zag dla procesu réémicowsania sie komdrek wasma jest eks-
presja fcisle okredlonych gendw w konkreinym momencie rozwoju organizmu. W konielcdcie tej
wiedzy amienilo si¢ te znaczenie ferminu epigenetyka —~ nie jest on ograniczony jedynic do badan
procesu epigenexy, lecz dotycry srerszego zagadnienia, jakim jest regulacia ekspresji gendw na
wazystkich ctapach rozwoju i funkcjonowania organizanu. Postulowane sg formy dziedziczenia
metylomu, jednak calodciowo jej weorce ulegajg bigkgeym smianom w ciggu fycia, pod wplywemn
frodowiska Zewnetranego,

Jednym z lepiej poznanych mechanizméw regulacji epigenetycznej jest metylacja DNA, po-
legajgca na preytacreniu do cylozyny resedty metylowej. Reakcja metylacji preebiega prey udriale
enzymidw z  grupy metylotransferaz DMA, zas domorem grupy  metylowe] jest  S5-
adenczylometionina. Metylowane eytozyny @lokalizowane s w obrebie tew, wysp Cpl - frag-
memtdw DMA zawierajgeveh uwlozone palindromicenie sekwencje CG, zazwyeza) zlokalizowane w
regionzch promotorowych. Metylacja DA w tych regionach prowadei do zahamowania ekspresji
genu poprzez zablokowanic mozliwodci preylaezenia sig czynnikéw transkrypoyjnych/biatek
wimacniajgeych ekspresje genu lub poprrer wigzanie bialek rozpornajgeych metylowane se-
kwnencje DMA, co stanowi sygnal do agregacji kompleksu represorowego,

Réwniez w modelu choroby wieloczynnikowej, wplyw czynnikéw epigenetycznych, gene-
tycrnych 1 srodowiskowych komplikuje zrozumienic ujawniema sig choroby, jej prachicg | odpo-
wied# kliniceng na zastosowane leczenie, W literaturze dostepne s3 obecnie wstepne doniesienia
dotyceace zaburrzen metvlacji DNA komdrek krwd obwodowe) w chorobach auloimmunizacyj-
nych, Opisuje sic zmiennosé procesu metylacji w chorobie Gravesa i Basedowa oraz po pracpro-
wadzeniu leczenia tyreostatykami oraz radiojodem oraz odmiennodc zmetylowanych dinukleoty-
déw CpG w regionach cytokin prozapalnych, czgsteczek adhezyjmych i uczestniczacych w prze-
kazaniu drugiego sygnalu podezas prezentacji antygenu — wainych elementdéw patofizjologicz-
mych choroh autocimmunizacyinych, W literaturze wykamje sig tex zwigzek zaburzen metylacji
DA 2 nikotynizmem, co moze mied kluczowe maczenie dla patofiziologii omawianych w rog-
prawie doktorskiej schorzen tarcrycy.

Choroba Gravesa i Basedowa jest autoimmunizacyjng chorobg tarczycy, prowadzgeg do
nadezynnodei gruczolu. Choroba jest uwarunkowana wieloma czynnikami: genetycznymi i $ro-
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dowiskowymi, ale tak¥e endogennymi. Jednoczednie, poznane czynniki genetycme odpowiadaja
jedynie za ok, 10% spodziewane pedainosci na zachorowanie, a zardwno kliniczne i genetycine
determinanty powodzenia leczenia choroby Gravesa i Basedowa pozostajg nieznane. Terapia cho-
roby Gravesza i Basedowa obejmuje leki preeciwtarczycowe oraz leczenie radykalne i charaktery-
zuje sie durym odsetkiem niepowodzenia | nawrotu choroby, szezegblnie w grupie dzieci. Jednym
# fenotypdw choroby Gravesa i| Basedowa jest orbitopatia tarczycowa bodgea najergsiszg pozatar-
czycows manifesiacjy tej choroby. Orbitopatia tarczycowa jest zespolem objawiw ocznych widr-
nych do procesow autoimmunizacyjnych w obrebie thanek migkkich oczodolu, mogaca prowadzié
do utraty wzroku, Wystepuje u ok. 30% chorych, ujawnia sie w rdimym czasie i jest heterogenna i
#wigrana ¥ nikotynizmem. W terapii orbitopatii tarcrycowej klucrowe #nacrenie, poza rapreesia-
niem palenia, majg dozylne pulsy glikokortykosteroiddw oraz leczenie biologiczne. Jednak wphyw
lekdw na proces lecrenia jest smienny 1 prawdopodobnie powigrany ze smianami épigenetyceny-
mi.

PowyiEsze uwagi dowodzs shusznodei podjgtego tematu przez Doktoranta,

Ocena pracy doktorskiej obejmowata czgié mervioryczng | metodologicena pracy oraz
podsumowanie | wnioski kofcowe. Rozprawa doktorska Pana lek. med. Mikolaja Radziseewskie-
g0 zostata skonstruowana na pedstawie klasyczne] dysertacji. Preedstawiona do recenzji praca jest
obszema i obejmuje 150 stron z tradycyjnym podzialem na wstep, 2alozenia i cel pracy, materiaf i
metody, wyniki, dyskusje oraz wnioski, a tak¥e streszczenie w jezyku polskim i angielskim, pi-
dmiennictwo oraz wykaz skrdt6w, spis tabel (w licznie 14), rycin | wykresdw (w liczbie 38). Do
pracy dolgczona jest takie zgoda Komis)i Bioetycene].

Tytut rozprawy jest sformubowany poprawie i obejmuje czesé naukows pracy doktorskiej,
We Wilgpie Autor seczepdlowo przedsiawil rys podstawy wiedzy na temat choroby Gravesa | Ba-
sedowa (GD - ang. Graves® disease), epidemiologig, cticlogie i patogeneze choroby, objawy, roz-
poznanie oraz metody leczenia | monitorowania pacjentdw z GD. We wstepnie Autor opisuje tak-
#e fascynujgcy mechanizm wphywu na ekspresje gendw popreez mechanizmy epigenetycene thu-
maczge definicje epigenetyki, najczestszy mechanizm epigenetyczny jakim jest metylacja DNA,
rolg epigenetyki w patogenezic oraz preehiegu choroby Gravesa i Basedowa, opisywany w lilera-
turze zwigzek dzialania glikokortykostercidéw i zmian metylacji DNA oraz inne zaburzenia epi-
genctyczne w chorobie Gravesa 1 Basedowa, jak drialanie na ekspresjie mikroRNA. Zpodnie z te-
matyka pracy doktorskiej Doktorant opisuje szczegdlowo procesy epigenctvczne w GD. Autor
konczy wstep sformutowaniem potwierdzajgeym stusznosé podjgtego tematu pracy doktorskiej.
Watep jest szczegdlnic wartosciowym tekstem pod wegledem edukacyinym | wedlug mojej oceny
kwalifikuje sie na dobra publikacje. Ponadto nie ukrywam, #e min z tego powodu dysertacja ta
najdzie miejsce w mojej podrecemej bibliotece.



Nie mam uwag meryvtorycznych w te] czescl poza jedna: brakiem prakrycanych uwag co do
whytecrmosci diagnostyceno-prognostycenegj dostepnych metod genetycenych w chorobie Gravesa-
Basedowa (a wiemy, e pomimo tej wiedzy, jakg opisal doktorant, jest ona ograniczona). Wstgp
atanowi prawidiowe omdwienie poruszanych zagadnien, w oparciu o akiualng literaturs | porwala
czytelnikowi na rapornanie sie z problemami, na ktorych Dokrorant skupia sie w swojej pracy
badawezej. Przedstawiona analiza aktualnej literatury nie pozostawia watpliwodel, 2e decyzja
Doktoranta o kierunku prowadzonych badan jest w petni uzasadniona zakresem obecnej wicdey,
zarbwno z naukowego, jak i klinicznego punktu widzenia.

Falodenia 1 cel rozprawy  dokiorskie] Pana Mikolaja Radziszewskiego zostaly
sformulowane logicznie, spdjnie i konkretnie, co potwierdza dojrzaloéé naukows Doktoranta.
Zaloieniem pracy  doktorskie] byle  stwicrdzenie, &z G jest  heterogenna  chorobg
Autoimmunizacyjng, a rozwdj choroby, jej przebieg oraz odpowiedi na leczenie pozostaja bardzo
trudne do przewidzenia oraz ze patogeneza GD obgjmuje ztozone interakcje migdzy wicloma
czynnikami genetycznymi, srodowiskowymi | endogennymi. Gléwnym celem pracy projelitu
badawczego Doktoranta byla ocena calogenomowe) metylacii DNA komorek krwi obwodowej u
pacjentdw z aloywng orbitopatig tarczyoows w trakeie leczenia dosylnymi glikokorykosteroldami
(projekt okreslany jako 1) oraz ocena doroslych 1 diieci ze dwiedym rozpoznaniem choroby
CGiravesa | Basedowa (projekt okredlany jako 2). Ponadto Doktorant sformutowat szcregolowe cele
hadawcze, co stanowi o ambic)i projekio.

Badaniami zostate objetych 58 osdb z GD, w tym w projekcie | — 26 asdb z orbitopatia w
przebiegu GD oraz w projekeie 2 = 12 dorostych i 6 drieci z GD. Liczha pacjentdw wlaczonych
do badania mogiaby sig wydewaé nicwiclka (rovwmiez z uwagi na heterogennosé metylacji w
tkankach, ktéra zalezy tez od wielu innvch nieuwzglednionych w pracy czynnikdw), jednak jest
statystycenie adekwatna, Natomiast 2 uwagi na wysokie kosaty oceny calogenomoawe) metylacyi
DMA z pewnodcig preekraczatoby to modliwosci grantowe Doktoranta, freszta w poszcezegalnych
publikacjach liczba badanych pacjentdw jest pordwnywalna do liczby pacjentow whaczonych do
projektéw tworzacych prace doktorsks. Pacjenci byli rekrutowani w  Klinice Chordb
Wewngirmych 1 Endokrynologii  Uniwersyteckiego Centrum  Klinicznego  Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznege oraz w Klinice Pediatrii, Endokrnynologii, Diabeologii 2 Pododdziatem
Kardiologii Uniwersyteckiego Dziecigesgn Sepitala Eliniernepo Uniwersytetu Medyemnepo w
Bialtymstoku. Grupe kentrolng stanowito 14 doroshych i 5 deieci bez GD. W czgdel Materiat i
Metody opisane sa kryteria whaczenia i wylaczenia do badania. Pacjenci z orbitopatia w GD
otrgymali standardowe warianty leczenia dozylnymi glikokortykosteroidami we rekomendacji
EUGOGO. Miedzy innymi to przekonuje recenzenta o podstawach EBM w pracy doktorskiej. W
tej copdci bardzo szezepdlowo opisano metady laboratoryine zastosowane w projekcie min metody
selowencjonowania nowej generacji, rredukowanego reprezentacyjnego  sekwencjonowania
bisulfitowego (ang. reduced representation bisulfite sequencing, RRBS). Badanie calogenomowe)
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metylacji wykonano w Zaktadzie Genetyki Medycznej WUM, ktory znany jest jako odrodek
ckspercki dla badan gemomowych., Wykonano szereg analiz statystycznych metylacji DNA:
analize opisows wzoredw metylacyjnych dla pojedynczych CpG oraz dla konkretnych regiontw
odnicsienia, jak regiony promotorowe genow, regiony samych gendw i wysp CpQ, a takie
analizowano calogenomowe rdinice w metylacji DA na poziomie chromosomdw autosomalnych
i mmamiennych regiondw preedstawionych w literaturze. W obu projekiach wykonano oprom
pracy. Nie przedstawiono jednak #rodia finasowania projektow.

Podsumowujac ta ceesé doktoratu, metodyka badan | dobdr metod statystycenych sa
wihaiciwe. Rozdzial Materiat i Metody zostal preedstawiony bardzo szczegotowo. Projekt badania
wryskal pozytywng opinie Komisji Bioetyome] WUM (uchwala nr KB-151/2019).

Wyniki badafi Awtor szezegélowo preedstawil obszemie na 44 stronach, a dyskusje na 21
stromach. Jednak ten krotszy rozdeial Dyskusja, wedlug mojej oceny jest napisany rzetelnie i na
podstawie pordwnywania wynikdw badan whasnych 2 danymi literaturowymi. W rozdziale
Dyskusja Autor preedstawia opis korelacji calogenomowej hipometylacii DNA 2 orbitopatia | GD,
zarowmo na poziomie calogenomowym jak i szczegdlowym, a takfe znaczenie funkcjonalne
{wzbogacenie szlakdw metabolicznych) zaburzen metylacji DNA. W Dyskusji Autor podkreéla,
¢ wytypowano sygnatury metylacyjne w pastaci CpG mapowanych na wicle gendw awiazanych
m.in. z ukladem odpornodciowym i metabolizmem komdrkowym, potwierdzajgc przy tym
doniesienia literaturowe 1 podkreslajac prey tym riwmicE role nikotynizmu w obrazie zaburzen
metylacji DNA oraz prawdopodobnej patogenezie GD. Autor podaje, 2¢ po raz pierwszy
wykarano rdwnier rognice w stopniu metylacji DNA o drieci 2 GD, w skali calogenomowej i
szczepitowej, a take przedstawiono rodnice wzorcdw metvlacii DNA w GD w zaleimosci od
wieku. W roadriale Dyskusja podany jest oprom gendw & odmienng metylacia w chorobie GD i
grupie kontrolnej, wskazuje to na bardzo skomplikowany wiclogenowy, czy nawet
wielocoynnikowy mechanizm choroby.

W rozdziale Dwyskusja cenna jest cepdd proedsipwiajsca ograniczenia projekiu (min
heterogennodé badanych grup, zastosowanie do analizy zaburzefi metylacji DMNA  populac)i
wszystkich leukocytdw krwi obwodows) oraz rdina interpretacja uzyskiwanych wynikow w
literaturze w zalernosci od rodzajn analizy metylacji DMA), a takse kierunka dalszych badan
uzasadnionych brakiem wiedzy dotyczgcej patomechanizméw choroby. Rozdzial Dyskusja jest
kwintesencja naukowej analizy w odniesieniu do praktycznych korzyici dla medycyny.

W oadpowiedzi na postawione cele, Awtor aformlowal driewied whadeiwyeh i lngicznych
winioskow, Autor podkresla, 7z po raz pierwszy wykazeno wplyw dodyinych glikokorykostieroi-
déw na obraz calogenomowej metylacji DNA w orbitopatii zwigzanej z choroba Gravesa-
Basedowa, a tak#e po raz pierwszy scharakteryzowano szepepdlowe | calogenomowe zaburzenia
metylacji DNA w grupie dzieci z GD oraz wirdd palacych, dorostych pacjentow z GD. Interesujs-

ca jest obserwacja autora, 2e calogenomowe wzorce metylacji DNA réznicuja osoby zdrowe =z
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chorymi z GI oraz z chorymi z orbitopatia (pacjenci 2 GD prezeniujy calogenomows hipometyla-
cjg DMNA wegledem osob sdrowyeh} oraz ke calogenomowe wzorce metylacji DNA ulepajs zmia-
nie po terapii dodylnymi glikokortykosteroidami choryeh 2 aktvwng orbilopatia.

Dzieci 2 GD wykarujg pojedyncze, odmienne wzorce metylacji DMA wzgledem drieci
wdrowych, natomiast dorosli 1 doect z GI nie rdinia sie profilem calogenomowej metylacii DNA,
a dyskryminujgcym czynnikiem dla wzorcow metylacji DNA obu grup jest nikotynizm, zwigzany
z hipermetylacjg u os6h palacych. Szeaepdlowe ridnice w stopniu metylacji DNA miedzy osoba-
mi dorosbvmi 1 deieémi ¢ GD s zwigzane  pojedynczymi genami FANK!, GRMZ oraz
CDK2AP2P2, natomiast analiza szezegdlowa u drieci rdwniez ujawnila zwiarek GD z zaburze-
niami metylacji pojedynczych gendw jak: TAGLIN, ONECUTT, O8M NEXS-3, CALMLS,

Waknym wnioskiem jest rdwnie: obserwacja, @2 rddnice metylacii DNA u chorveh i zdro-
wych skupiajg si¢ na penach szlakdw metabolicznych jak geny uczesmiczgoe we wrodzone] od-
pornodci, geny cylokin prozapalnych, ceynnikdw werostu | roewoju narzgdu weroku.

Wedlug mojej oceny preedstawione w dysertacji wnioski s3 bardzo praktyczne. Calojciowo
Jjestem pod wradeniem preedstawione) pracy doktorskie), jej celdw i wynikdw.

Doktorant zacytowal olbrzymis liczbe pozyeji litersturowych (232), whasciwie dobranych i
aktualnych, dotyczacych sedna poruszanych zagadnien. Wszystkie cytowane publikacje dowodzg
majomosci przez Doktoranta literatury preedmiotu oraz umiejenogci korzystania z licznych i
rmorodnych Zrodel wiedzy.

Pods umowanie:

W podsumowaniu podkresle, ze uzyskane rezultaty maja znaceenie dla nauki 1 prakivia
klinicznej, Doktorant poprawnie formutuje problemy i zaloZenia badawcze, wykazuje trafnodé
dobore metod | narzedzi badawezych, umigjetnodd ich zastosowania. Dysertacja Doktoranta
cechuje sie prawidtowym uktadem pracy i struldhury podzmiahn tredci, poprawnoscig formalno-
geykows Fidentylikowalem zbyt wiele bleddw mterpunkeyjnych czy ogolnie redakeyjnych
{podaje tylko dwa przyklady bledéw: .co raz lepie]” (str 40), ,sckwencjonowania nowej
geenracji” (sir 35)), co oczywiscie zupelnie nie umniejsza wartofci naukowej tej pracy.

W mojej ocemie rozprawa doktorska Pana lek. med. Mikolaja Radrziszewskiego
spelnia wymaogi | warunki stawiane tego typu rozprawoem okreflone w art. 187 ustawy 2 dnia
20 lipca 2008 r. Prawo o szkolnictwie wyiszym i mauce (.j. Dz U. z 2024 r., poz. 1571 ze
om.). Zwracam si¢ do Rady Dyscypliny Nauk Medycznyeh Warszawskiego Uniwersyietu
Medycznego o dopuszezenie Pana Mikolaja Radziszewskiego do dalssych etapiw przewodu
doktorskiego.

Jednoczeinie woioskuje do Rady Dyscypliny Nauk Medycznyeh Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego o wyrdinienie magrods dysertacji doktorskiej Pana lel. med.
Mikolaja Radziszewskiego z wwagi na jej naukowsy i kliniczna wartodé oraz z uwagi na
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ogrom pracy wlofone] w dysertacje. Wiosek o wyriZnienie podkreila rdwnie: znaczemie
oirodkiw klimicenych, w ktdrych prowadzone byly badania Doktoranta.

Prof dr hab. Robert Smigiel



