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Ocena rozprawy doktorskiej iek. Mikotaja Radziszewskiego pt.:
*Zaburzenia metylagji catogenomowej w komérkach jednojqdrzastych krwi obwodowej
u pagjentéw z orbitopatiq tarczycowq w przebiegu choroby Gravesa i Basedowa,

w trakcie leczenia dozylnymi pulsami glikokortykosteroidéw”

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska zostata zrealizowana w Katedrze
i Klinice Choréb Wewnetrznych i Endokrynologii Uniwersyteckiego Centrum Klinicznego
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego pod kierunkiem prof. dr hab. n. med. Tomasza
Bednarczuka.

Choroba Gravesa i Basedowa {GD) jest autoimmunoclogiczng chorobg wywolywana
przez autoprzeciwciata skierowane przeciwko receptorowi TSH (TSHR), ktére stymuluja
tarczyce, prowadzac do jej nadczynnosci wydzielniczej i przerostu. Etiopatogeneza i obraz
kliniczny GD wynikajg z interakgji licznych czynnikéw genetycznych, Srodowiskowych
i endogennych. Do najlepiej poznanych czynnikéw zwigzanych z nasileniem nadczynnosc
tarczycy naleza: mtodszy wiek, wysokie stezenie przeciwciat anty-TSHR (TRAb), podwyzszone
poziomy wolnych hormonéw tarczycy (tyroksyny i trijodotyroniny) oraz obecnos$é wola. Terapia
choroby obejmuje leki przeciwtarczycowe (tyreostatyki} oraz leczenie radykalne, takie jak
terapia radiojodem lub tyreidektomia, i charakteryzuje sie stosunkowo wysokim odsetkiem
niepowodzen i nawrotdw, szczegdinie w grupie dziedi.

Najczestszg pozatarczycowa manifestacjg choroby Gravesa-Basedowa jest orbitopatia
tarczycowa, stanowigca zesp6t objawdw  ocznych  wynikajacych  z  procesow
autoimmunizacyjnych zachodzacych w obrebie tkanek migkkich oczodoty, ktdra w ciezkich
postaciach moze prowadzi¢ do utraty wzroku. Wystepuje ona u okoto 30% chorych, ujawnia
sie w roznych fazach choroby i charakteryzuje si¢ duza heterogennoscia obrazu klinicznego.

Dotychczas wykazano, Ze rozwdj orbitopatii jest silnie zwigzany ze starszym wiekiem
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pagjentdw, wysokim stezeniem przeciwciat TRAb oraz paleniem papierosow. Leczenie
umiarkowanegj i ciezkiej aktywnej orbitopatii, stanowigce nadal istotne wyzwanie terapeutyczne,
opiera sie przede wszystkim na dozylnym podawaniu glikokortykosteroidow w wysokich
dawkach. Nalezy jednak podkredlié, ze u czesci pacjentéw odpowiedZ na to leczenie jest
niezadowalajgca.

Czynniki determinujace wystepowanie, przebieg oraz odpowiedz kliniczng choroby
Gravesa i Basedowa oraz towarzyszacej jej orbitopatii tarczycowej pozostajg niewystarczajaco
poznane, przy czym rola proceséw epigenetycznych w regulagji ekspresji gendw budzi rosnace
zainteresowanie. Mechanizmy epigenetyczne, w tym metylacja DNA, stanowig istotne ogniwo
taczace czynniki érodowiskowe z rozwojem i przebiegiem choroby, wplywajac na ekspresje
gendw bez zmiany sekwencji DNA. Coraz wiecej danych wskazuje na udziat zaburzen metylagji
DNA w chorobach nowotworowych i autoimmunizacyjnych, w tym w chorobie Gravesa
i Basedowa. Wykazano, ze chorobie tej towarzyszy hipometylacja DNA, natomiast leczenie
tyreostatykami oraz radiojodem wigze sie ze wzrostem stopnia metylagji. Odmienne wzorce
metylagji dinukleotydéw CpG obserwowano w regionach DNA kodujacych czynniki kluczowe
dla patofizjologii choroby Gravesa i Basedowa oraz towarzyszacej jej orbitopatii tarczycowej,
a palenie tytoniu moze dodatkowo modulowa¢ globalny status metylacji DNA.

Autor podjat sie realizacji ambitnych projektéw badawczych, ktorych celem bylo:
() zbadanie catogenomowej metylacji DNA u chorych z orbitopatia tarczycowa leczonych
pulsami metyloprednizolonu zgodnie z protokotem Europejskiej Grupy ds. Orbitopatii
Tarczycowej (EUGOGO; Projekt nr 1) oraz (i) poréwnanie wzorcédw catogenomowej metylacji
DNA u dorostych i dzieci ze $wiezo rozpoznang chorobg Gravesa i Basedowa (Projekt nr 2).
Przeprowadzone badania byly finansowane ze $rodkow przyznanych przez: (i) Narodowe
Centrum Nauki w ramach konkursu PRELUDIUM-20 (Projekt nr 1, projekt gtowny) oraz (i)
Warszawski Uniwersytet Medyczny w ramach konkursu Projekty Miodych Badaczy.

Rozprawa doktorska lek. Mikotaja Radziszewskiego, liczaca 150 stron, ma typowy uktad
i sktada sie ze Spisu tabel i rycin, Wykazu stosowanych skrétow, Streszczenia w jezyku poiskim

i angielskim, Wstepu, Zatozen i celu pracy, Materiatow i Metoad, Wynikdw, Dyskusji, Wnioskow
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i Pismiennictwa. Jako zatgcznik przedstawiono kopie opinii Komisji Bioetycznej. Rozprawa

zawiera 14 tabel oraz 38 rycin.

We Wstepie przedstawiono aktualny stan wiedzy dotyczacy choroby Gravesa
i Basedowa, obejmujacy jej epidemiologie, etiopatogeneze, obraz kliniczny oraz metody
leczenia. W zwigzku z tematyka przeprowadzonych badan zaprezentowano rdéwniez
rozszerzony opis roli mechanizmoéw epigenetycznych w patogenezie i przebiegu choroby, ze
szczegdlnym uwzglednieniem zaburzen metylacji DNA. Wstep rozprawy, oparty na wnikiiwej
analizie 139 artykutdw naukowych, wskazuje na rozlegla wiedze Kandydata w zakresie
podejmowanej problematyki badawczej. Dodatkowym atutem tej czesci pracy sg tabele, kiore
w przejizysty sposdb podsumowuja dotychczasowe badania dotyczace metylacji DNA

w chorobie Gravesa i Basedowa (Tabela 1) oraz w orbitopatii tarczycowej {Tabela 2).

Cele pracy zostaly przedstawione w sposodb wiasciwy, z wyraznym rozgraniczeniem
celow dotyczacych obu realizowanych projektdw. Jedynie w czeédci opisujacej zatozenia

projektu zabrakio jednoznacznego sformutowania hipotez badawczych.

W sekgji Materialy i Metody przedstawiono wszystkie wymagane informacje dotyczace
rekrutacji pagjentéw oraz kryteriow wiaczenia i wykluczenia do badaf w projekcie nr1i 2. Opis
ten uzupetniono o przejrzysty schemat liczebnosci poszczegoinych grup (Rycina 2) oraz
protokoty postepowania z pagentami. Zaprezentowano rowniez kolejne etapy pracy
z materiatem biologicznym (krew obwodowa), obejmujgce izolage DNA oraz jego dalsze
procesowanie w celu przeprowadzenia sekwencjonowania nowej generacji stuzacego do
analizy metylacji DNA, polegajacego na selektywnym sekwencjonowaniu regionéw bogatych
w dinukleotydy CpG po konwersji bisulfitowej DNA (RRBS). Sekcje koriczy opis oznaczen

serologicznych oraz zastosowanych analiz bioinformatycznych i statystycznych.

Doktorant przedstawit uzyskane wyniki w tek$cie oraz w licznych tabelach
i rycinach, Wykazat, ze u pacjentdw z chorobg Gravesa i Basedowa oraz orbitopatia tarczycowa
istniejg odrgbne wzorce metylagji DNA, z przewaga hipometylacji w poréwnaniu z osobami

zdrowymi, zaréwno w ujeciu catogenomowym, jak i w obrebie regiondw zwigzanych
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z procesami immunologicznymi, reakcjg zapalng, roznicowaniem oraz wzrostem komarek.
U dzieci z GD obserwuje sie jedynie pojedyncze réznice w stopniu DNAm na wybranych loci,
a ich globalne wzorce metylacji DNA sa zblizone do tych stwierdzanych u dorostych chorych,
ktérzy nie palg. Wzorce DNAm u dzieci nie réznig sie takze od obserwowanych u zdrowych
rowiesnikow. Zastosowanie terapii dozylnymi glikokortykosteroidami w aktywnej, umiarkowanej
do ciezkiej GO prowadzi do zmian wzorcdw DNA niezaleznie od odpowiedzi klinicznej na
leczenie, a u poszczegdlnych pacjentdow obserwuje sie takze zmiany poziomu DNAmM

w wybranych {oci.

W obszerngj, 21-stronicowej Dyskusji Kandydat wnikliwie przeanalizowat wszystkie
uzyskane wyniki. Na szczegdlne wyrdznienie zastuguje dojrzata i krytyczna ocena ograniczen
realizowanych projektow, wynikajacych z heterogennosci badanych grup, rodzaju materiatu
biologicznego wykorzystanego do izolacji DNA (krew obwodowa) oraz metody oceny metylacji
DNA zastosowanej w badaniach {analiza RRBS). Sformutowane wnioski s3 poprawne i logicznie

uzasadnione.

Pod wzgledem edytorskim, nalezy ujednolicié zapis nazw genow zgodnie
z aktualnymi wytycznymi HGNC, np. , TSHR" zamiast ,TSH-R" (str. 33, 35 (Ryc. 1), etc), czy .TNF"
zamiast ,TNF-alfa” (str. 43, 48, etc). Przygotowujac ryciny do publikacji, sugerowatabym
stosowanie wytacznie czcionki bezszeryfowej oraz zwiekszenie jej wielkosci, co istotnie poprawi
ich czyteinos¢ (uwaga ta odnosi sie w szczegdlnosci do rycin prezentujgcych wyniki analiz
bioinformatycznych). Na rycinach prezentujgcych analizy pordwnawcze gtéwnych
komponentéw sktadowych (PCA; Ryciny 9, 16, 20C, 23, 28, 33) nalezy rowniez zmieni¢
oznaczenie graficzne (w ramce obok wykresu) definiujace jedna z grup symbolem
pomaranczowego trojkata (poprawny ukiad zaprezentowano na Ryc. 19). Ponadto, w pierwszej
finii tekstu na stronie 65 nalezy zastapic Rycina 9” zapisem ,Rycina 8, natomiast na stronie 84
nalezy zmieni¢ zapis ,(Rycina A-D)" na ,(Rycina 20A-D)". Powyzsze uwagi nie wplywajg na

ogélnie bardzo wysoka wartosé merytoryczng pracy.
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Prositabym o odniesienie sie do nastepujacych pytan:

1. Jakie testy statystyczne zastosowano do oceny normalnosci rozktaddw?

2. Jakie kryteria przyjeto przy wyborze istotnych statystycznie regiondw réznicowo
metylowanych (DMRs) zaprezentowanych w Tabelach 4 oraz 9-11, a takze szlakow
wzbogacenia funkcjonalnego dla nukleotyddw CpG (Tabele 6, 7 oraz 12, 13)?

3. Jakie mogg by¢ potencjalne praktyczne zastosowania analiz metylacji DNA
w praktyce klinicznej w kontekécie choroby Gravesa i Basedowa i orbitiopatii

tarczycowej?

Podsumowujac, chciatabym podkresli¢ oryginalnod¢ rozprawy doktorskie). Powyzsze
badania, wykorzystujgce nowoczesne metody biologii molekularnej, stanowig istotny wkiad
w pogtebianie wiedzy na temat molekularnego podioza choroby Gravesa-Basedowa.
Na podkreélenie zastuguje rowniez fakt, ze niniejsza rozprawa doktorska zostata zrealizowana
dzieki m.in. dofinansowaniu uzyskanemu w ramach grantu Narodowego Centrum Nauki
w konkursie Preludium. Rozprawa doktorska spelnia warunki okre$lone w art. 187 Ustawy z dnia
20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r., poz. 1688). W zwiazku
z tym, zwracam sie z wnioskiem do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauk Medycznych
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie lek, Mikotaja Radziszewskiego do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Ponadto dysertacje doktorskg lek. Mikotaja
Radziszewskiego oceniam bardzo wysoko i uwazam, ze wyniki rozprawy zostang opublikowane

w czasopismie o wysokim wskazniku cytowan (IF), w zwigzku z tym wnioskuje o jej wyrdznienie.
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