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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr inz. Joanny Boresowicz
pt. , Ocena roli zaburzen ekspresji mikroRNA oraz profilu metylacji DNA

w patogenezie gonadotropowych gruczolakéw przysadki mozgowe;j”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zostata wykonana w Narodowym
Instytucie Onkologii im. Marii Sktodowskiej-Curie — Paristwowym Instytucie Badawczym
w Warszawie. Promotorem rozprawy jest dr hab. n. med. Mateusz Bujko.

Praca napisana w jezyku polskim zawiera wszystkie elementy typowe dla prac
doktorskich, poczawszy od spisu tresci, wykazu skrotow, streszczenia, wprowadzenia,
celu pracy oraz kopii publikagji stanowigcych cykl. Prace konicza podsumowanie wynikow
i wnioski. Dotaczone zostalo réwniez bogate pisSmiennictwo oraz zgody komisji
bioetycznej na badania z wykorzystaniem tkanek ludzkich, jak rowniez oswiadczenia
wspotautoréw o ich udziale w przygotowaniu publikacji. Wszyscy wspotautorzy wyrazili
zgode, aby publikacje te stanowily czesci dysertacji doktorskiej mgr inz. Joanny
Boresowicz.

Rozprawa doktorska obejmuje cztery prace oryginalne, eksperymentalne,
opublikowane w latach 2019 - 2021. Nalezy zaznaczy¢, ze w dwdch publikacjach mgr inz.
Joanna Boresowicz jest pierwsza autorka, a w jednej jest wymieniona jako pierwszy
wspotautor. Swiadczy to o istotnym udziale Doktorantki w powstanie opublikowanych
wynikéw. Badania byly finansowane m. in. z programéw ,Preludium” (NCN) i
,Diamentowy grant” (MNiSW), w ktorych Doktorantka pelnila role kierownika
projektow. Otrzymane wynik zostaty opublikowane w czasopismach znajdujacych si¢ w
bazie Journal Citation Reports (JCR), a na ich wysoki poziom naukowy wskazuje taczna
punktacja wynoszaca 420 pkt. MNiSW (wedlug ujednoliconego wykazu z dnia 9 lutego
2021 r.) oraz 17,4 pkt. wspolczynnika oddziatywan Impact Factor (skorygowana wg
najnowszego wykazu 2021).

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska dotyczy kancerogenezy i wpisuje sie
w zainteresowania badawcze Promotora, ktére skupiaja si¢ wokol zaburzen

mechanizmdéw epigenetycznych w patogenezie nowotwordw, ze szczegdlnym
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uwzglednieniem roli zmian w metylacji DNA. Badania te sg wazne zaréwno naukowo jak
i spotecznie, poniewaz pomimo postepu w diagnostyce i leczeniu nowotwordw, wciaz nie
obserwuje sie przetomu, ktéry skutkowat istotnie wyzszym odsetkiem wieloletnich
przezy¢ pacjentow.

Doktorantka w projekcie podjeta sie przeprowadzenia globalnej analizy poziomu
metylacji DNA oraz ekspresji mikroRNA z wykorzystaniem zaawansowanych technik
wielkoskalowych w klinicznie nieczynnych gonadotropowych gruczolakach przysadki.
Guzy te naleza do grupy najczesciej diagnozowanych  nowotworéw
wewnatrzczaszkowych generalnie charakteryzowanych jako zmiany fagodne. Jednak
blisko potowa z nich wykazuje zdolno$¢ do naciekania sgsiednich tkanek. Istotny problem
stanowi diagnostyka tych zmian. Guzy czynne hormonalnie daja szereg
charakterystycznych objawdw klinicznych, natomiast gruczolaki nieczynne hormonalnie,
stanowigce 1/3 wszystkich gruczolakéw, najczesciej nie wywotuja objawow klinicznych
ani zmian biochemicznych, co bardzo utrudnia ich diagnostyke. Analiza histologiczna jest
standardowo uzywana w ocenie gruczolakdw czynnych, jak i nieczynnych hormonalnie,
a interwencja chirurgiczna jest najczestszq metoda leczenia. Niestety u czesci pacjentow
dochodzi do wznowy na skutek niepelnej resekgji, co obok inwazyjnego rozrostu guza
stanowi istotny problem kliniczny. Dlatego prowadzenie badan nad zmianami
epigenetycznymi w patogenezie gruczolakéw przysadki moze nie tylko pomdc w lepszym
zrozumieniu samej biologii guza, ale rowniez w odkryciu potencjalnych biomarkeréw
inwazyjnego rozrostu nieczynnych hormonalnie guzéw gonadotropowych, co moze
umozliwi¢ wczesniejsza ich wykrywalnosc i skuteczniejsza terapie.

Badania przeprowadzone przez Doktorantke polegaly na analizie zmian w
poziomie metylacji DNA oraz ekspresji mikroRNA w klinicznie nieczynnych hormonalnie
gruczolakach przysadki, w tym w guzach o charakterze inwazyjnym. Oba mechanizmy
epigenetyczne sa kluczowe w regulacji ekspresji gendw, a potencjalne zmiany w ich
funkcjonowaniu moga m. in. promowad transformacje nowotworowa. Jak zaznacza
Doktorantka, pomimo, Zze mechanizmy te sg znane i badane od lat, to dopiero nowoczesne
techniki pozwalaja na catlogenomowe profilowanie metylacji DNA i analize ekspresji
genodw. Dotychczas przeprowadzonych niewiele takich badart w guzach przysadki, co
$wiadczy o ich nowatorskim charakterze. Odwracalna metylacja DNA w obrebie regionow

wzbogaconych w dwunukleotydy GpC odgrywa fundamentalng role w regulacji
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transkrypcji. Znaczenie modulacji ekspresji genow poprzez mate, niekodujace RNA-
mikroRNA w procesach kancerogenezy wielu podtypéw nowotworéw jest udowodnione,
jednak wciaz niejasne. MikroRNA w nowotworach moga petni¢ zaréwno role supresora,
jak i onkogenu, a dodatkowo, jedno mikroRNA moze regulowac setki transkryptéw i by¢
zaangazowane w kontrole ekspresji gendw istotnych w wielu procesach komorkowych, w
tym réwniez innych mikroRNA.

Tematyka poszczegdlnych publikaci skladajacych sie na  cykl obejmuje
zagadnienia przedstawione w pracy jako cele szczegdétowe. Badania opisane w pierwszej
z zalaczonych prac (The Role of Aberrant DNA Methylation in Misregulation of Gene Expression
in Gonadotroph Nonfunctioning Pituitary Tumors; Cancers, 2019) skupiaja si¢ na analizie
zmian w metylacji w nieczynnych hormonalnie gruczolakach przysadki oraz identyfikacji
regionow genomowych kodujacych geny o nieprawidlowym poziomie metylacji oraz
okresleniu wptywu tych nieprawidlowosci na poziom ekspresji genow. Doktorantka
wskazuje, ze przeprowadzone profilowanie metylacji DNA w 32 wycinkach pochodzacych
z nieczynnych guzéw gonadotropowych oraz 5 fragmentach prawidlowej przysadki
dowodzi, ze tkanka nowotworowa charakteryzuje si¢ wyzszym poziomem metylacji
DNA. Tutaj poprosze o pierwszy komentarz, co do liczby uzytych tkanek. Czy istniat jakis
system ich doboru/wyboru do analiz? Jesli uwzglednimy wszystkie tkanki uzyte do
profilowania i walidacji wynikéw, to zespdl dysponowat tkankami pobranymi facznie od
115 pacjentéw (32+83). Na jakiej zasadzie wyselekcjonowano 32 tkanki do analizy poziomu
metylacji DNA? Inna uwaga dotyczy wzglednie niskiej liczby tkanek prawidlowych (5)
wlaczonych do analizy. Z czego ona wynika? Czy istnieje komercyjny materiat
referencyjny, ktéry moze zosta¢ uzyty jako kontrola? Dalsze analizy wskazaly zaleznos¢
pomiedzy metylacja DNA a ekspresja genow dla 11% nieprawidlowo metylowanych
pozydji. Interesujaca jest obserwacja, ze w 2/3 przypadkow byla to korelacja negatywna, co
wpisuje sie w przyjety model negatywnego wpltywu metylacji DNA na transkrypcje. Czy
moze Doktorantka skomentowac¢ obserwowana w 1/3 przypadkéw dodatnia zaleznosc¢
pomiedzy metylacja DNA a poziomem ekspresji, co pozostaje w opozycji do przyjetego
modelu. Jak mozna to ttumaczyc¢? Czy jest to typowe i podobne zaleznosci opisano dla
innych grup nowotworow? Doktorantka wykazuje, ze 2/3 gendw, ktorych ekspresja ma
zwiazek z nieprawidlowa metylacja DNA, koduja biatka szlakéw zwigzanych z

kancerogeneza. Przeprowadzona analiza ekspresji genéw w guzach przysadki i tkance
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prawidiowej z uzyciem wielkoskalowego sekwencjonowania RNA wykazata, ze dla 4%
genow istotnie zmieniona ekspresja korelowata z nieprawidtowa metylacja DNA. W
wiekszosci przypadkéw zaobserwowano obnizony poziom ekspresji i jednoczesnie
podwyzszony poziom metylacji DNA. Wyniki otrzymane metodami wielkoskalowymi
zostaly zwalidowane na niezaleZznej grupie wycinkdw metoda pirosekwencjonowania
oraz z zastosowaniem qRT-PCR (do oceny metylacji DNA oraz ekspresji gendw,
odpowiednio). Wskazano trzy hipermetylowane geny (FAM163A, HIF3A i PRSS8), ktorych
obnizona ekspresja nie byta badana w kontekscie patogenezy guzow przysadki.

W drugiej z zalaczonych prac (DNA Methylation Influences miRNA Expression in
Gonadotroph Pituitary Tumors, Life, 2020) doktorantka badata wplyw réznic w poziomie
metylacji genow kodujacych mikroRNA na ekspresje dojrzatych czasteczek mikroRNA w
nieczynnych hormonalnie gonadotropowych guzach przysadki. Jest to rozszerzenie
wczedniejszych  badart  z  wykorzystaniem uzyskanych wczesniej danych z
wysokoprzepustowego profilowania metylacji DNA w wycinkach nieczynnych
hormonalnie gruczolakéw i prawidlowej tkance przysadki. Jednoczesnie mam uwage
dotyczaca podanej liczby analizowanych tkanek — poniewaz w poprzednich analizach
wynosila ona 32, a w tej pracy wykazuje si¢ liczbe 34?

W blisko potowie analizowanych tkanek okreslono profil ekspresji mikroRNA.
Uzyskane wyniki z obu analiz wskazaty na korelacje pomigdzy poziomem metylacji DNA
a poziomem ekspresji mikroRNA w obrebie 12 gendw kodujacych mikroRNA. Wyniki
zostaly zweryfikowane dla 3 wybranych mikroRNA (MIR145 MIR184, MIR21)
potwierdzajac zaleznos¢ pomiedzy metylacja a ekspresja dla trzech badanych czasteczek
miRNA. Wytypowanie in silico targetow molekularnych dla 12 czasteczek mikroRNA
wykazujacych zmieniong ekspresje oraz dodatkowe analizy pozwolily zidentyfikowac 56
transkryptow mRNA kodujacych peptydy, w tym biatka istotne dla procesow
transformacji nowotworowej. W podsumowaniu Doktorantka stwierdza, ze badania te sa
pierwszym opisem nieprawidtowej metylacji DNA gendw kodujacych mikroRNA w
klinicznie nieczynnych hormonalnie gonadotropowych gruczolakach przysadki.

W badaniach opisanych w trzecim z artykuldw (The search of miRNA related to
invasive growth of nonfunctioning gonadotropic pituitary tumors; International Journal of
Endocrynology, 2020) Doktorantka przeprowadza analize potencjalnej roli zmian w

ekspresji mikroRNA w inwazyjnym rozroscie nieczynnych hormonalnie guzéw
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przysadki. Badania przeprowadzono na 11 wycinkach tkankowych guzéw przysadki o
charakterze inwazyjnym i 9 scharakteryzowanych jako nieinwazyjne. Przeprowadzone
profilowanie ekspresji mikroRNA z uzyciem analizy wielkoskalowej NGS pozwolito
wytypowac szes¢ mikroRNA jako potencjalne klasyfikatory inwazyjnego rozrostu guza.
Walidacja danych na niezaleznej puli probek guzéw gonadotropowych (47 - gruczolaki
inwazyjne i 33 - guzy nieinwazyjne) nie potwierdzila istotnego udzialu miRNA w
inwazyjnym rozroscie nieczynnych gonadotropowych guzéw przysadki. W
podsumowaniu Doktorantka stwierdza, ze wyniki wskazuja na brak uniwersalnego
profilu ekspresji miRNA charakteryzujacego guzy inwazyjne i argumentuje to faktem, ze
inwazyjny rozrost moze by¢ warunkowany jednoczesnie wieloma réznymi czynnikami.
Czy na ten (negatywny) wynik, nie ma wpltywu zbyt mata (20) liczba tkanek oraz sam
dobdr (3 kobiety i 17 mezczyzn)? Nasuwa mi si¢ jeszcze jedna generalna uwaga. Czy w
tym i innych badaniach wykonano analizy zaleznosci pomiedzy ekspresja gendw,
metylacja, a np. plcig, wiekem pacjentéw (np. podziat na <45; >45 lat, czy rozmiarem guza)?

Ostatnia z prac (Invasive and noninvasive nonfunctioning gonadotroph pituitary tumors
differ in DNA methylation level of LINE-1 repetitive elements; Journal of Clinical Medicine, 2021)
opisuje przeprowadzone analizy poziomu metylacji DNA w obrebie sekwengji
powtdrzonych LINE-1. Sekwencje te stanowia blisko 1/5 ludzkiego DNA, a hipometylacja
w obrebie tych elementéw obserwowana jest w wielu typach nowotworéw. Badanie
wykonano na materiale tkankowym 80 nieczynnych gonadotropowych guzéw przysadki
(54 o charakterze inwazyjnym i 26 o charakterze nieinwazyjnych) oraz 5 wycinkach
prawidtowej tkanki przysadki. Doktorantka wykazata, ze poziom metylacji DNA w
obrebie sekwencji LINE-1 okazal si¢ znaczaco nizszy w tkance nowotworowe;j.
Dodatkowo, w prébkach guzéw inwazyjnych stwierdzila istotnie nizszy poziom metylacji
badanych regionéw niz w guzach nieinwazyjnych. Otrzymane dane wskazuja, Ze to gorzej
rokujace inwazyjne guzy przysadki charakteryzuja si¢ obnizonym poziomem metylacji
DNA w obrebie sekwencji LINE-1. Doktorantka przeprowadzita weryfikacje wynikow z
zastosowaniem hodowli unie$miertelnionych komorek gonadotropowych LBT2 oraz aT3-
1. Uzyskane wyniki potwierdzity negatywna korelacje pomiedzy poziomem metylacji, a
aktywnoscia retrotranspozonowa LINE-1.

Przedstawione do oceny prace stanowia spojny cykl oryginalnych prac, ktérych

ogolnym celem bylo prowadzenie badan ukierunkowanych na lepsze poznanie
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molekularnych mechanizmoéw (de)regulujacych ekspresje genow i ich roli w onkogenezie
nieczynnych gonadotropowych guzéw przysadki. Praca stanowi cenny wklad w
prowadzone w wielu laboratoriach badania nad biologia nowotworéw i poszukiwaniem
markeréw kancerogenezie.

Uwazam, ze Doktorantka poprawnie zaplanowata eksperymenty i zrealizowala
badania. Z podanych informacji na koncu kazdej z publikacji wynika, ze Doktorantka
miala wiodacy wklad w opisane badania, analizy i przygotowanie manuskryptow.
Doktorantka przeprowadzita analize statystyczng uzyskanych wynikéw przy uzyciu
prawidtowo dobranych testow statystycznych. Opublikowanie oraz forma przedstawienia
otrzymanych wynikow i ich analiza $wiadcza, ze Pani mgr inz. Joanna Boresowicz posiada
umiejetnosci i wiedze do samodzielnego prowadzenia prac badawczych. Uzyskane przez
Doktorantke wyniki stanowig istotny wktad w badania nad zmianami epigenetycznymi w
patogenezie nowotworéow i moga wesprze¢ poszukiwania nowych, potencjalnych
narzedzi diagnostycznych i terapeutycznych.

Stwierdzam, ze recenzowana praca doktorska Pani mgr inz. Joanny Boresowicz
,Ocena roli zaburzen ekspresji mikroRNA oraz profilu metylacji DNA w patogenezie
gonadotropowych gruczolakow przysadki mozgowej” oraz publikacje naukowe bedace jej
podstawa w pelni spetniaja warunki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.
U. z 2017 r. poz. 1789).

Zwracam si¢ do Wysokiej Rady Naukowej Narodowego Instytutu Onkologii im.
Marii Skfodowskiej-Curie — Paristwowego Instytutu Badawczego w Warszawie o przyjecie
rozprawy i dopuszczenie mgr inz. Joanny Boresowicz do dalszych etapow przewodu
doktorskiego.

Biorac pod uwage wysoka jakos¢ rozprawy oraz catosciowy dorobek naukowy
Doktorantki w postaci publikacji naukowych i uzyskanych grantéw wnioskuje do
Wysokiej Rady Naukowej Narodowego Instytutu Onkologii im. Marii Skfodowskiej-Curie

— Panistwowego Instytutu Badawczego w Warszawie o wyrdznienie rozprawy doktorskie;.
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