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Recenzja
rozprawy doktorskiej Pana lek. med. Mikolaja Radziszewskiego
pt. ,Zaburzenia metylacji calogenomowej w komoérkach jednojadrzastych krwi
obwodowej u pacjentéw z orbitopatia tarczycowa w przebiegu choroby Gravesa i Basedowa,
w trakcie leczenia dozylnymi pulsami glikokortykosteroidéw”
przygotowana na podstawie decyzji
Rady Dyscypliny Nauk Medycznych

Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska w dziedzinie nauk medycznych i nauk o
zdrowiu, dyscyplinie nauki medyczne Pana lek. med. Mikolaja Radziszewskiego jest wynikiem
pracy nad czynnikami etiologicznymi, predykcyjnymi, prognostycznymi i monitorujacymi
leczenie w chorobie Gravesa i Basedowa. Autor podjal si¢ badain z uwagi na niedostateczna
wiedze dotyczagcg pochodzenia, patogenezy choroby Gravesa i Basedowa i trudnodci w jej
leczeniu z brakiem czynnikéw predykcyjnych przewidujacych efekty leczenia. Celem rozprawy
byla ocena catogenomowej metylacji DNA komérek krwi obwodowej u pacjentéw z choroba
Gravesa i Basedowa. Badania Doktoranta wykonywane byly w jednostkach kliniczno-naukowych:
Katedrze i Klinice Choréb Wewnetrznych i Endokrynologii Uniwersyteckiego Centrum
Klinicznego Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego, we wspdlpracy z Klinikg Pediatrii,
Endokrynologii, Diabetologii z Pododdzialem Kardiologii Uniwersyteckiego Dziecigcego Szpitala
Klinicznego Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku. Badania calogenomowej metylacji DNA
zostaly przeprowadzone w Zakladzie Genetyki Medycznej WUM. Praca doktorska byla

prowadzona pod kierunkiem promotora — prof. dr hab. n. med. Tomasza Bednarczuka.



Badaniem mechanizmow regulujacych ekspresj¢ genéw (transkrypcig) zajmuje si¢ epigene-
tyka (gr. przedrostek epi — poza czyms$, zewnetrzny + genesis — pochodzenie). Sam termin zostat
wprowadzony w latach 40. XX wieku przez Conrada Hala Waddingtona, zwolennika koncepciji
epigenezy, dla opisania proceséw, ktdre zachodza w trakcie rozwoju organizmu wedlug s$cisle
okreslonego planu, regulowanego przy udziale zwigzkéw chemicznych. Pdzniejsze badania udo-
wodnity, ze taki plan rozwoju rzeczywiscie istnieje, a jego efektem jest powstanie organizmu, w
ktorym poszczegdlne komorki o okreslonej morfologii petnia specyficzne funkcje, niezbgdne dla
prawidlowego jego funkcjonowania jako caloéci. Kazda z tych komérek zawiera taka samg in-
formacje genetyczng w postaci DNA, zas dla procesu réznicowania si¢ komérek wazna jest eks-
presja $cisle okre§lonych genéw w konkretnym momencie rozwoju organizmu. W kontekécie tej
wiedzy zmienilo si¢ tez znaczenie terminu epigenetyka — nie jest on ograniczony jedynie do badan
procesu epigenezy, lecz dotyczy szerszego zagadnienia, jakim jest regulacja ekspresji genéw na
wszystkich etapach rozwoju i funkcjonowania organizmu. Postulowane sa formy dziedziczenia
metylomu, jednak calo$ciowo jej wzorce ulegajg biezacym zmianom w ciggu zycia, pod wpltywem
§rodowiska zewnetrznego.

Jednym z lepigj poznanych mechanizmow regulacji epigenetycznej jest metylacja DNA, po-
legajaca na przytaczeniu do cytozyny reszty metylowej. Reakcja metylacji przebiega przy udziale
enzyméw z grupy metylotransferaz DNA, za§ donorem grupy metylowej jest S-
adenozylometionina. Metylowane cytozyny zlokalizowane sa w obregbie tzw. wysp CpG — frag-
mentéw DNA zawierajacych ulozone palindromicznie sekwencje CG, zazwyczaj zlokalizowane w
regionach promotorowych. Metylacja DNA w tych regionach prowadzi do zahamowania ekspresji
genu poprzez zablokowanie mozliwosci przylaczenia si¢ czynnikéw transkrypeyjnych/biatek
wzmacniajagcych ekspresj¢ genu lub poprzez wigzanie bialek rozpoznajagcych metylowane se-
kwencje DNA, co stanowi sygnal do agregacji kompleksu represorowego.

Réwniez w modelu choroby wieloczynnikowej, wplyw czynnikow epigenetycznych, gene-
tycznych i $rodowiskowych komplikuje zrozumienie ujawnienia si¢ choroby, jej przebieg i odpo-
wiedz kliniczng na zastosowane leczenie. W literaturze dostgpne sg obecnie wstepne doniesienia
dotyczace zaburzen metylacji DNA komérek krwi obwodowej) w chorobach autoimmunizacyj-
nych. Opisuje si¢ zmiennos$é procesu metylacji w chorobie Gravesa i Basedowa oraz po przepro-
wadzeniu leczenia tyreostatykami oraz radiojodem oraz odmienno$¢ zmetylowanych dinukleoty-
déw CpG w regionach cytokin prozapalnych, czasteczek adhezyjnych i uczestniczacych w prze-
kazaniu drugiego sygnalu podczas prezentacji antygenu — waznych elementéw patofizjologicz-
nych choréb autoimmunizacyjnych. W literaturze wykazuje sie tez zwigzek zaburzen metylacji
DNA z nikotynizmem, co moze mie¢ kluczowe znaczenie dla patofizjologii omawianych w roz-
prawie doktorskiej schorzen tarczycy.

Choroba Gravesa i Basedowa jest autoimmunizacyjng chorobg tarczycy, prowadzaca do

nadczynnosci gruczohu. Choroba jest uwarunkowana wieloma czynnikami: genetycznymi i $ro-
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dowiskowymi, ale takze endogennymi. Jednoczesnie, poznane czynniki genetyczne odpowiadajg
Jjedynie za ok. 10% spodziewanej podatnosci na zachorowanie, a zaréwno kliniczne i genetyczne
determinanty powodzenia leczenia choroby Gravesa i Basedowa pozostaja nieznane. Terapia cho-
roby Gravesa i Basedowa obejmuje leki przeciwtarczycowe oraz leczenie radykalne i charaktery-
zuje si¢ duzym odsetkiem niepowodzenia i nawrotu choroby, szczeg6lnie w grupie dzieci. Jednym
z fenotyp6éw choroby Gravesa i Basedowa jest orbitopatia tarczycowa bedaca najczgstsza pozatar-
czycowy manifestacja tej choroby. Orbitopatia tarczycowa jest zespolem objawéw ocznych wiér-
nych do proceséw autoimmunizacyjnych w obrebie tkanek migkkich oczodolu, mogaca prowadzi¢
do utraty wzroku. Wystepuje u ok. 30% chorych, ujawnia si¢ w réznym czasie i jest heterogenna i
zwigzana z nikotynizmem. W terapii orbitopatii tarczycowej kluczowe znaczenie, poza zaprzesta-
niem palenia, majg dozylne pulsy glikokortykosteroidéw oraz leczenie biologiczne. Jednak wplyw
lekéw na proces leczenia jest zmienny i prawdopodobnie powigzany ze zmianami epigenetyczny-
mi.

Powyzsze uwagi dowodzg stusznosci podjetego tematu przez Doktoranta.

Ocena pracy doktorskiej:
Ocena pracy doktorskiej obejmowala cz¢s¢ merytoryczng i metodologiczng pracy oraz

podsumowanie i wnioski koficowe. Rozprawa doktorska Pana lek. med. Mikolaja Radziszewskie-
go zostala skonstruowana na podstawie klasycznej dysertacji. Przedstawiona do recenzji praca jest
obszerna i obejmuje 150 stron z tradycyjnym podzialem na wstep, zalozenia i cel pracy, materiat i
metody, wyniki, dyskusje oraz wnioski, a takze streszczenie w jezyku polskim i angielskim, pi-
$miennictwo oraz wykaz skroétdw, spis tabel (w licznie 14), rycin i wykresow (w liczbie 38). Do
pracy dotaczona jest takze zgoda Komisji Bioetyczne;j.

Tytut rozprawy jest sformutowany poprawie i obejmuje cz¢é¢ naukowa pracy doktorskie;j.
We Wstepie Autor szczegélowo przedstawit rys podstawy wiedzy na temat choroby Gravesa i Ba-
sedowa (GD - ang. Graves’ disease), epidemiologie, eticlogie i patogeneze choroby, objawy, roz-
poznanie oraz metody leczenia i monitorowania pacjentéw z GD. We wstepnie Autor opisuje tak-
ze fascynujacy mechanizm wplywu na ekspresj¢ genéw poprzez mechanizmy epigenetyczne thu-
maczgc definicje epigenetyki, najczestszy mechanizm epigenetyczny jakim jest metylacja DNA,
role epigenetyki w patogenezie oraz przebiegu choroby Gravesa i Basedowa, opisywany w litera-
turze zwiazek dzialania glikokortykosteroidéw i zmian metylacji DNA oraz inne zaburzenia epi-
genetyczne w chorobie Gravesa i Basedowa, jak dziatanie na ekspresj¢ mikroRNA. Zgodnie z te-
matyka pracy doktorskiej Doktorant opisuje szczegblowo procesy epigenetycznej w GD. Autor
koficzy wstgp sformulowaniem potwierdzajacym shusznos¢ podjgtego tematu pracy doktorskiej.
Wstep jest szczegblnie wartosciowym tekstem pod wzgledem edukacyjnym i wedlug mojej oceny
kwalifikuje sie na dobrg publikacje. Ponadto nie ukrywam, ze min z tego powodu dysertacja ta

znajdzie miejsce w mojej podrgcznej bibliotece.



Nie mam uwag merytorycznych w tej czesci poza jedna: brakiem praktycznych uwag co do
uzytecznosci diagnostyczno-prognostycznej dostgpnych metod genetycznych w chorobie Gravesa-
Basedowa (a wiemy, 2e pomimo tej wiedzy, jakg opisal doktorant, jest ona ograniczona). Wstep
stanowi prawidlowe oméwienie poruszanych zagadnien, w oparciu o aktualna literaturg i pozwala
czytelnikowi na zapoznanie si¢ z problemami, na ktérych Doktorant skupia si¢ w swojej pracy
badawczej. Przedstawiona analiza aktualnej literatury nie pozostawia watpliwosci, ze decyzja
Doktoranta o kierunku prowadzonych badar jest w pelni uzasadniona zakresem obecnej wiedzy,
zaréwno z naukowego, jak i klinicznego punktu widzenia.

Zatozenia i cel rozprawy doktorskiej Pana Mikotaja Radziszewskiego zostaly
sformutowane logicznie, spojnie i konkretnie, co potwierdza dojrzalos¢ naukowsa Doktoranta.
Zalozeniem pracy doktorskiej bylo stwierdzenie, ze GD jest heterogenng chorobg
autoimmunizacyjng, a rozwdj choroby, jej przebieg oraz odpowiedZ na leczenie pozostaja bardzo
trudne do przewidzenia oraz ze patogeneza GD obejmuje zlozone interakcje migdzy wieloma
czynnikami genetycznymi, Srodowiskowymi i endogennymi. Gléwnym celem pracy projektu
badawczego Doktoranta byla ocena calogenomowej metylacji DNA komoérek krwi obwodowej u
pacjentow z aktywna orbitopatig tarczycowa w trakcie leczenia dozylnymi glikokortykosteroidami
(projekt okreslany jako 1) oraz ocena doroslych i dzieci ze $wiezym rozpoznaniem choroby
Gravesa i Basedowa (projekt okreslany jako 2). Ponadto Doktorant sformutowat szczegblowe cele
badawcze, co stanowi o ambicji projektu.

Badaniami zostalo objetych 58 oséb z GD, w tym w projekcie 1 — 26 oséb z orbitopatia w
przebiegu GD oraz w projekcie 2 — 12 dorostych i 6 dzieci z GD. Liczba pacjentow wlaczonych
do badania moglaby si¢ wydawaé niewielkg (rdwniez z uwagi na heterogenno$¢ metylacji w
tkankach, ktéra zalezy tez od wielu innych nicuwzglednionych w pracy czynnikow), jednak jest
statystycznie adekwatna. Natomiast z uwagi na wysokie koszty oceny catogenomowej metylacji
DNA z pewnoscia przekraczaloby to mozliwosci grantowe Doktoranta, Zresztg w poszczegdlnych
publikacjach liczba badanych pacjentow jest poréwnywalna do liczby pacjentéw wiaczonych do
projektow tworzacych prace doktorskg. Pacjenci byli rekrutowani w Klinice Choréb
Wewngetrznych 1 Endokrynologii Uniwersyteckiego Centrum Klinicznego Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego oraz w Klinice Pediatrii, Endokrynologii, Diabetologii z Pododdzialem
Kardiologii Uniwersyteckiego Dziecigcego Szpitala Klinicznego Uniwersytetu Medycznego w
Bialymstoku. Grupg kontrolna stanowito 14 dorostych i 5 dzieci bez GD. W czgéci Materiat i
Metody opisane sa kryteria wlaczenia i wylaczenia do badania. Pacjenci z orbitopatia w GD
otrzymali standardowe warianty leczenia dozylnymi glikokortykosteroidami wg rekomendacji
EUGOGO. Miedzy innymi to przekonuje recenzenta o podstawach EBM w pracy doktorskiej. W
tej czgsci bardzo szczegdlowo opisano metody laboratoryjne zastosowane w projekcie min metody
sekwencjonowania nowej generacji, zredukowanego reprezentacyjnego sekwencjonowania

bisulfitowego (ang. reduced representation bisulfite sequencing, RRBS). Badanie catogenomowej
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metylacji wykonano w Zakladzie Genetyki Medycznej WUM, ktory znany jest jako osrodek
ekspercki dla badan genomowych. Wykonano szereg analiz statystycznych metylacji DNA:
analize opisowa wzorcow metylacyjnych dla pojedynczych CpG oraz dla konkretnych regionéw
odniesienia, jak regiony promotorowe genow, regiony samych gendéw i wysp CpG, a takze
analizowano catogenomowe réznice w metylacji DNA na poziomie chromosoméw autosomalnych
i znamiennych regionéw przedstawionych w literaturze. W obu projektach wykonano ogrom
pracy. Nie przedstawiono jednak Zr6dta finasowania projektow.

Podsumowujac ta czgéé doktoratu, metodyka badan i dobdér metod statystycznych sa
wlasciwe. Rozdzial Materiat i Metody zostat przedstawiony bardzo szczegétowo. Projekt badania
uzyskal pozytywna opini¢ Komisji Bioetycznej WUM (uchwata nr KB-151/2019).

Wyniki badann Autor szczegdlowo przedstawil obszernie na 44 stronach, a dyskusj¢ na 21
stronach. Jednak ten krotszy rozdzial Dyskusja, wedtug mojej oceny jest napisany rzetelnie i na
podstawie porownywania wynikow badan wlasnych z danymi literaturowymi. W rozdziale
Dyskusja Autor przedstawia opis korelacji catogenomowej hipometylacji DNA z orbitopatia i GD,
zarOwno na poziomie calogenomowym jak i szczegélowym, a takze znaczenie funkcjonalne
(wzbogacenie szlakoéw metabolicznych) zaburzen metylacji DNA. W Dyskusji Autor podkresla,
ze wytypowano sygnatury metylacyjne w postaci CpG mapowanych na wiele genéw zwigzanych
m.in. z ukladem odporno$ciowym i metabolizmem komodrkowym, potwierdzajgc przy tym
doniesienia literaturowe i podkreslajac przy tym rowniez rolg nikotynizmu w obrazie zaburzen
metylacji DNA oraz prawdopodobnej patogenezie GD. Autor podaje, ze po raz pierwszy
wykazano réwniez réznice w stopniu metylacji DNA u dzieci z GD, w skali calogenomowe;j i
szczegblowej, a takze przedstawiono rdznice wzorcow metylacji DNA w GD w zaleznosci od
wieku. W rozdziale Dyskusja podany jest ogrom genéw z odmienng metylacja w chorobie GD i
grupie kontrolnej, wskazuje to na bardzo skomplikowany wielogenowy, czy nawet
wieloczynnikowy mechanizm choroby.

W rozdziale Dyskusja cenna jest czg$¢ przedstawiajaca ograniczenia projektu (min
heterogennoéé badanych grup, zastosowanie do analizy zaburzen metylacji DNA populacji
wszystkich leukocytéw krwi obwodowej oraz rézna interpretacja uzyskiwanych wynikéw w
literaturze w zaleznosci od rodzaju analizy metylacji DNA), a takze kierunki dalszych badan
uzasadnionych brakiem wiedzy dotyczacej patomechanizméw choroby. Rozdzial Dyskusja jest
kwintesencja naukowej analizy w odniesieniu do praktycznych korzysci dla medycyny.

W odpowiedzi na postawione cele, Autor sformulowal dziewigé whasciwych i logicznych
wnioskéw. Autor podkresla, ze po raz pierwszy wykazano wplyw dozylnych glikokortykosteroi-
dow na obraz calogenomowej metylacji DNA w orbitopatii zwigzanej z choroba Gravesa-
Basedowa, a takze po raz pierwszy scharakteryzowano szczegélowe i calogenomowe zaburzenia
metylacji DNA w grupie dzieci z GD oraz wérdd palacych, dorostych pacjentéw z GD. Interesuja-
ca jest obserwacja autora, ze calogenomowe wzorce metylacji DNA roznicujg osoby zdrowe z
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chorymi z GD oraz z chorymi z orbitopatig (pacjenci z GD prezentujg calogenomowg hipometyla-
cj¢ DNA wzgledem oséb zdrowych) oraz ze calogenomowe wzorce metylacji DNA ulegajg zmia-
nie po terapii dozylnymi glikokortykosteroidami chorych z aktywna orbitopatia.

Dzieci z GD wykazujg pojedyncze, odmienne wzorce metylacji DNA wzgledem dzieci
zdrowych, natomiast dorosli i dzieci z GD nie réznig si¢ profilem calogenomowej metylacji DNA,
a dyskryminujagcym czynnikiem dla wzorcdw metylacji DNA obu grup jest nikotynizm, zwiazany
z hipermetylacjg u osob palacych. Szczegdtowe réznice w stopniu metylacji DNA migdzy osoba-
mi dorostymi i dzieémi z GD s3a zwigzane z pojedynczymi genami FANKI, GRM2 oraz
CDK2AP2P2, natomiast analiza szczegbtowa u dzieci rowniez ujawnita zwigzek GD z zaburze-
niami metylacji pojedynczych gendw jak: TAGLN, ONECUTI, OSM, NKX6-3, CALMLS.

Waznym wnioskiem jest rowniez obserwacja, ze réznice metylacji DNA u chorych i zdro-
wych skupiajg si¢ na genach szlakéw metabolicznych jak geny uczestniczace we wrodzonej od-
pornosci, geny cytokin prozapalnych, czynnikéw wzrostu i rozwoju narzadu wzroku.

Wedhig mojej oceny przedstawione w dysertacji wnioski sg bardzo praktyczne. Calosciowo
jestem pod wrazeniem przedstawionej pracy doktorskiej, jej celéw i wynikdw.

Doktorant zacytowal olbrzymig liczbg pozycji literaturowych (232), wlasciwie dobranych i
aktualnych, dotyczacych sedna poruszanych zagadnien. Wszystkie cytowane publikacje dowodza
znajomosci przez Doktoranta literatury przedmiotu oraz umiejg¢tnosci korzystania z licznych i

rémorodnych zroédel wiedzy.

Podsumowanie:

W podsumowaniu podkresle, ze uzyskane rezultaty maja znaczenie dla nauki i praktyki
klinicznej, Doktorant poprawnie formuluje problemy i zalozenia badawcze, wykazuje trafnosé
doboru metod i narzedzi badawczych, umiejetnoéé ich zastosowania. Dysertacja Doktoranta
cechuje sie prawidlowym uktadem pracy i struktury podziatlu tresci, poprawnoscia formalno-
jezykowa. Zidentyfikowalem zbyt wiele bledéw interpunkcyjnych czy ogélnie redakcyjnych
(podaje tylko dwa przyklady bledéw: ,co raz lepiej” (str 40), ,sekwencjonowania nowe;
geenracji” (str 55)), co oczywiscie zupelnie nie umniejsza wartosci naukowej tej pracy.

W mojej ocenie rozprawa doktorska Pana lek. med. Mikolaja Radziszewskiego
spelnia wymogi i warunki stawiane tego typu rozprawom okreslone w art. 187 ustawy z dnia
20 lipca 2018 r. Prawe o szkolnictwie wyzszym i nauce (t.j. Dz. U. z 2024 r., poz. 1571 ze
zm.). Zwracam si¢ do Rady Dyscypliny Nauk Medycznych Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego o dopuszcezenie Pana Mikolaja Radziszewskiego do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Jednoczesnie wnioskuj¢ do Rady Dyscypliny Nauk Medycznych Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego o wyréZnienie nagroda dysertacji doktorskiej Pana lek. med.
Mikolaja Radziszewskiego z uwagi na jej naukows i kliniczng wartosé oraz z uwagi na
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ogrom pracy wlozonej w dysertacje. Wiosek o wyréZnienie podkrefla réwniez znaczenie

ofrodkéw klinicznych, w ktérych prowadzone byly badania Doktoranta.

Prof. dr hab. Robert $Smigiel
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