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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

mgr inz. Joanny BORESOWICZ

Po zapoznaniu si¢ z rozprawa na stopien doktora nauk medycznych
mgr inZ. Joanny Boresowicz pt.:
»Ocena roli zaburzer ekspresji mikroRNA oraz profilu metylacji DNA
w patogenezie gonadotropowych gruczolakow przysadki mézgowej”

ponizej przedstawiam swojg opinie.



Recenzja rozprawy na stopier doktora nauk medycznych
mgr inz. JOANNY BORESOWICZ
pt: ,Ocena roli zaburzen ekspresji mikroRNA oraz profilu metylacji DNA

w patogenezie gonadotropowych gruczolakéw przysadki mézgowej.”

LUWAGI OGOLNE

W zwigzku z powotaniem mnie przez Rade Naukowg Narodowego Instytutu Onkologii
im. M. Sktodowskiej-Curie — Paristwowego Instytutu Badawczego na recenzenta rozprawy doktorskiej
Pani mgr Joanny Boresowicz ponizej przedstawiam sSwWojg opinie.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska mgr Joanny Boresowicz pt.: ,Ocena roli
zaburzen ekspresji mikroRNA oraz profilu metylacji DNA w patogenezie gonadotropowych
gruczolakow przysadki mézgowej.” Powstata pod kierunkiem naukowym dr. hab. n. med. Mateusza
Bujko w Pracowni Badan Translacyjnych Zaktadu Onkologii Molekularnej i Translacyjnej
Narodowego Instytutu Onkologii w Warszawie, ktérego Kierownikiem jest
Prof. dr hab. n. med. Janusz A. Siedlecki.

Neuroendokrynne guzy przysadki, okreslane w przesziosci jako gruczolaki przysadki stanowig
istotny odsetek wszystkich guzéw wewnatrzczaszkowych szacowany wedtug piSmiennictwa na 15-
25% i zajmujg - po glejakach i oponiakach - trzecie miejsce pod wzgledem czestosci w grupie
nowotworéw osrodkowego uktadu nerwowego. W przypadku guzéw hormonalnie czynnych, a wiec
takich, ktdre wydzielajg w nadmiarze konkretny hormonu (np. PRL, ACTH, TSH lub GH) dochodzi do
rozwoju konkretnych jednostek chorobowych zasady diagnostyki sa jasno okreslone, a podioze
molekularne coraz lepiej poznane. Z kolei w guzach przysadki, ktére nie wydzielajg konkretnego
hormonu i sg znane jako ,guzy nieczynne hormonalnie” jak dotad nie okreslono jednoznacznie
molekularnych czynnikéw determinujacych czesto inwazyjny rozrost tych guzéw. Istotna czeéé tych
~nieczynnych hormonalnie” guzéw neuroendokrynnych przysadki to w rzeczywistosci guzy
wywodzgce sie z komérek gonadotropowych. Biologia tych guzéw jest mniej poznana, a wysoka
czesto$¢é wystepowania powinna skfania¢ do prowadzenia badan w tym zakresie, tym bardziej, ze
charakteryzujg sie czesto inwazyjnym wzrostem oraz ciezkimi powiktaniami neurologicznymi i

okulistycznymi.
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W dalszej czgsci pracy Doktorantka formutuje cel gtowny i cele szczegstowe pracy. | tak celem
przeprowadzonych badar, opublikowanych w przedstawianym cyklu, bylo okreslenie znaczenia
zaburzen epigenetycznych — nieprawidtowej metylacji DNA oraz ekspresji mikroRNA - w patogenezie
i W inwazyjnym rozroscie klinicznie nieczynnych hormonalnie, gonadotropowych gruczolakow
przysadki.

Za cele szczegbtowe poszczeqdinych prac cyklu Doktorantka uznata:

1. Okreslnie zakresu zaburzer wzoru metylacji DNA w obrebie genéw kodujgcych biatka i
wptywu tych zaburzen na ekspresje genéw w nieczynnych guzach gonadtropowych
przysadki

2. Okreslenie wptywu nieprawidtowej metylacji DNA w obrebie genéw kodujgcych miRNA na
ekspresje tych miRNA i potencjalnych efektéw dla zaburzenia ekspresji genow w
nieczynnych guzach gonadtropowych przysadki

3. Okreélenie réznic w ekspresji miRNA pomiedzy guzami o inwazyjnym rozroscie a guzami
nieinwazyjnymi

4. Okreslenie réznicy w metylacji sekwencji powtérzonych LINE-1 pomiedzy guzami
0 inwazyjnym rozroscie a guzami nieinwazyjnymi.

Cele zostaty zrealizowane i szczegbtowo oméwione w cyklu 4 prac naukowych napisanych
i opublikowanych w jezyku angielskim:

1) Paulina Kober, Joanna Boresowicz, Natalia Rusetska, Maria Maksymowicz, Agnieszka Paziewska, Michalina Dabrowska,
Jacek Kunicki, Wiestaw Bonicki, Jerzy Ostrowski, Mateusz Bujko. The role of aberrant DNA methylation in misregulation of gene expression
in gonadotroph nonfunctioning pituitary tumors. Cancers (Basel). 2019:11(11):1650. doi: 10.3390/cancers11111650. [Wskaznik IF: 6,126;
Punktacja MNiSW: 140]

2) Joanna Boresowicz, Paulina Kober, Natalia Rusetska, Maria Maksymowicz, Agnieszka Paziewska, Michalina Dabrowska,
Natalia Zeber-Lubecka, Jacek Kunicki, Wiestaw Bonicki, Jerzy Ostrowski, Janusz A. Siedlecki, Mateusz Bujko. DNA Methylation Influences
miRNA Expression in Gonadotroph Pituitary Tumors. Life 2020, 10, 59. doi: 10.3390/life10050059 [Wskaznik IF; 2,991; Punktacja MNiSW:
70]

3) Joanna Boresowicz, Paulina Kober, Natalia Rusetska, Maria Maksymowicz, Agnieszka Paziewska, Michalina Dabrowska,
Natalia Zeber-Lubecka, Jacek Kunicki, Wiestaw Bonicki, Jerzy Ostrowski, Janusz A. Siedlecki, Mateusz Bujko (2020) The search of miRNA
related to invasive growth of nonfunctioning gonadotropic pituitary tumors. 2020: 3730657. doi: 10.1155/2020/3730657 [Wskaznik IF: 2,299;
Punktacja MNiSW: 70]

4) Natalia Rusetska, Paulina Kober, Sylwia Katarzyna Krél, Joanna Boresowicz, Maria Maksymowicz, Jacek Kunicki, Wiestaw
Bonicki, Mateusz Bujko (2021) Invasive and noninvasive nonfunctioning gonadotroph pituitary tumors differ in DNA methylation level of
LINE-1 repetitive lements. 10:560. doi: 10.3390/jcm10040560 [Wskaznik IF: 3,303; Punktacja MNiSW: 140]

taczna punktacja prac sktadajacych sie na przedstawiony do recenzji cykl publikacji to:
420 punktéw MEIN oraz wskaznik IF 14,719. Wszystkie prace zostaly opublikowane w

czasopismach z listy A MEIN. Punktacje te nalezy oceni¢ jako wysoka.




Z tego powodu podjety przez mgr inz. Joanne Boresowicz temat pracy naukowej dotyczagcy
tych mniej poznanych gruczolakéw przysadki oraz badania dotyczace udziatu czynnikow
epigenetycznych: metylacji DNA oraz ekspresji mikroRNA w powstawaniu i inwazyjnym rozroscie
gonadotropowych guzéw przysadki zastuguje na uznanie, gdyz moze to mieé duze znaczenie
praktyczne w czasie, gdy wiele badan dotyczacych guzéw przysadki jest prowadzonych wiasnie w
kierunku ustalenia definicji ich inwazyjnoci oraz wptywu rozmaitych czynnikéw na skutecznosé
leczenia operacyjnego.

Il. OCENA FORMALANA PRACY

Rozprawa liczy 96 stron tekstu i obejmuje streszczenie w jezyku polskim i angielskim oraz spis
pismiennictwa. Najwazniejszg czescig przedstawionej mi rozprawy sg kopie 4 prac naukowych, z
czego w dwach z nich Doktorantka jest pierwszym autorem (publikacja 2 i 3), w jednej pracy drugim
autorem (publikacja nr 1) — autorstwo réwnowazne z pierwszym, a w publikacji 4 jednym z o$miorga
autorow.

Rozprawa zostata podzielona na 13 rozdziatéw, a jej uktad jest typowy dla rozpraw doktorskich
powstatych na bazie opublikowanych oryginalnych artykutéw naukowych. Wstep oraz cele pracy
poprzedzajg fotokopie 4 publikacji naukowych. W dalszej czeéci rozprawa zawiera opis publikacji w
jezyku polskim, podsumowanie wynikéw oraz wnioski. Ostatnig czescig jest spis piSmiennictwa oraz
wymagane oswiadczenia wspoétautoréw i opinie Komisji Bioetycznej NIO-PIB.

Streszczenie tak w jezyku polskim jak angielskim ma prawidtowy uktad i pozwala na zwiezte
zapoznanie sig¢ z tematem i wynikami badan. Nastepnie Doktorantka przedstawia réwniez w obu
jezykach stowa kluczowe. Wstep obejmuje 5 stron tekstu i ma charakter bardzo przejrzystego i
syntetycznego wprowadzenia do omawianych zagadnien oraz przedstawia aktualny stan wiedzy.
Warto tu podkresli¢, ze Doktorantce udato sie unikngé bardzo czesto obserwowanego w rozprawach
doktorskich btedu, ktérym jest zdecydowanie za dtugi i niezwigzany z tematem pracy wstep. Cele
pracy sg sformutowane precyzyjnie, a wnioski odpowiadajg celom rozprawy. Koncowa sktadowg
pracy jest trafnie dobrane, specjalistyczne pi$miennictwo obejmujgce 42 pozycje, z ktérych ponad
80% stanowig artykuty opublikowane po 2015 roku. Pi$émiennictwo to stanowi dodatek do bardziej
rozbudowanego pismiennictwa, ktére cytowano w kazdym z 4 artykutéw skfadajgcych sie na cykl

publikacji.

Czesc pracy napisang w jezyku polskim nalezy oceni¢ wysoko z pkt. widzenia jezykowego —
jezyk pracy jest profesjonalny, argumentacja jest przejrzysta, a strona edytorska jest bardzo staranna.

Z punktu widzenia formalnego praca nie budzi zastrzezen.



lll. OCENA MERYTORYCZNA PRACY

Jak juz wspomniano wstep do prezentowanej pracy obejmuje 5 stron tekstu i jest czytelny,
przejrzysty i precyzyjny. W sposéb nie budzacy zastrzezen przedstawia przeglad pismiennictwa
dotyczacego epidemiologii gruczolakéw przysadki ze szczegolnym uwzglednieniem guzéw
gonadotropowych i prezentuje aktualny stan wiedzy na temat tak aspektéw klinicznych jak i zagadnien
molekularnych mechanizmoéw patogenezy guzéw gonadotropowych, ktére sg wcigz zbyt mato
poznane. Doktorantka syntetycznie opisuje zjawiska epigenetyczne takie jak zaburzenia w procesie
metylacji DNA czy tez ekspresji mikroRNA, ktére moga mie¢ udziat w etiopatogenezie nowotworéw
przysadki. Trafnie podkresla znaczenie ewentualnych zwigzkéw pomigdzy poziomem ekspresji
okreslonych miRNA oraz konkretnymi profilami metylacji DNA a inwazyjnym wzrostem guzéw. Mozna
sadzi¢, ze identyfikacja takich biomarkeréw inwazyjnego wzrostu guzéw gonadotropowych miataby
duze implikacje praktyczne. Nalezatoby zauwazyé pewng rozbieznoéé pomigdzy czestoscig guzéw
gonadotropowych, o ktérych pisze Doktorantka we wstepie — 33% (str. 10), a czestoscig 24% w
streszczeniu rozprawy (str. 7). W rzeczywistosci jednak nie jest mozliwe tak precyzyjne oszacowanie
czestosci guzéw gonadotropowych i w pismiennictwie czesto$é ta podawana jest zwykle w szerokich
przedziatach.

We wstepie zwracajg uwage réwniez drobne niezrecznoéci jezykowe, np. na str. 10
Doktorantka pisze, ze guzy nieczynne hormonalnie przebiegajg ,bez objawéw spowodowanych
nadmiernym wydzielaniem hormonéw tropowych” — w rzeczywisto$ci czesto to nie hormony tropowe
prowadzg do objawoéw, tylko hormony wydzielane przez gruczoty obwodowe np. nadmiar kortyzolu w
chorobie Cushinga czy nadmiar hormonéw tarczycy w guzach tyreotropowych. Podobnie niezreczne
jest okreslenie: ,dostepy z uzyciem kraniotomii” — lepiej bytoby uzyé okreslenia ,konieczny jest dostep
przezczaszkowy” lub ,dostep metoda kraniotomii”. Niezrecznosci te nie majg jednak wptywu na

aspekty merytoryczne pracy.

Catos¢ wstepnej czeéci pracy wskazuje na bardzo dobre przygotowanie specjalistyczne
i wysokg wiedze merytoryczng Doktorantki, a takze znajomos$¢ pismiennictwa z opisywanego
zakresu. Wstep ten w koncowej czesci zakresla obszary, w ktérych obecny stan wiedzy jest
niewystarczajgcy co pozwala na ptynne przejscie do celdw przeprowadzanych przez Doktorantke
badan. W mojej opinii elementem, ktérego we wstepie brakuje, a ktéry by¢ moze powinien sie tam
znalez¢ jest kroétki opis tego co rozumie sie pod pojeciem ,inwazyjnego” czy ,agresywnego” wzrostu.
Jest to o tyle wazne, ze pojecia inwazyjnosci uzywa sie w omawianej pracy tak w celach jak we
wnioskach dysertacji, a kwestia ta obecnie jest przedmiotem szerokich dyskusji w Srodowisku

endokrynologéw, neurochirurgdw, radiologéw i patologéw zajmujgcych sie guzami przysadki.



W pierwszej pracy z cyklu pt. , The role of aberrant DNA methylation in misrequlation of gene
expression in gonadotroph nonfunctioning pituitary tumors” Doktorantka jest drugim autorem

jednakze autorstwo to jest oznaczone jako réwnowazne z autorem pierwszym pracy. Celem tej

wysoko punktowanej (140 pkt MEiN) pracy byta identyfikacja regionéw genomowych kodujgcych geny
i ich sekwencje regulatorowe o nieprawidtowym poziomie metylacji w guzach gonadotropowych
przysadki oraz okreslenie wptywu tych nieprawidtowosci na poziom ekspresji genéw. W pracy tej
przebadano 32 wycinki nieczynnych guzéw gonadotropowych przysadki oraz fragmenty prawidtowej
przysadki poddajac je profilowaniu metylacji DNA oraz ekspresji genéw z uzyciem metod
wielkoskalowych.

W pracy tej wykazano znaczacy zakres zaburzen epigenetycznych w obrebie regionéw
kodujgcych biatka w nieczynnych gonadotropowych guzach przysadki oraz potwierdzono istotny
wplyw nieprawidtowej metylacji DNA na profil ekspresji genéw. Geny, ktérych ekspresja ma zwigzek
ze zmieniong metylacjg DNA powigzane sg z waznymi szlakami i procesami komorkowymi, a czesé
z nich charakteryzuje sie¢ wyraznie zmienionym poziomem ekspresiji w guzach. Obserwacje te majg
charakter oryginalny i mogg mie¢ znaczenie praktyczne.

W drugiej pracy cyklu pt. .DNA Methylation Influences miRNA Expression in Gonadotroph

Pituitary Tumors” Doktorantka jest pierwszym autorem. Celem tej pracy byta ocena znaczenia réznic

w stopniu metylacji DNA genow kodujacych miRNA na ekspresje dojrzatych czasteczek mikroRNA w
nieczynnych hormonalnie gonadotropowych guzach przysadki. W pracy tej, opublikowanej w
czasopismie z Listy Filadelfijskiej po raz pierwszy opisano nieprawidiowg metylacje DNA genéw
kodujgcych miRNA w gonadotropowych guzach przysadki. Poziom ekspresji 12 dojrzatych miRNA
okazat sig¢ byC tez powigzany z nieprawidtowg metylacjg DNA w obrebie kodujgcych je gendw co
potwierdzono uzyskujac istotnos¢ w tescie korelacji Spearmana.

Trzecia praca, rowniez opublikowana w_czasopi$mie z Listy Filadelfijskiej, nosi tytut. .The

search of miRNA related to invasive growth of nonfunctioning gonadotropic pituitary tumors.” Dotyka

ona bardzo istotnego z klinicznego punktu widzenia zagadnienia predyspozycji i zaburzen lezgcych
u podstaw inwazyjnego rozrostu guza. Tematyka ta wpisuje sie w szeroko dyskutowane w
pismiennictwie zagadnienie inwazyjnosci guzoéw przysadki i kryteribw, na podstawie ktérych taka
inwazyjnos¢ nalezy definiowac, a ktére nie zawsze sg tozsame dla wszystkich typdw histologicznych
guzéw przysadki. Zagadnienie to jest tez szczegdlnie istotne w przypadku neuroendokrynnych guzéw
gonadotropowych przysadki gdyz nie dajg one konkretnego zespotu objawow zwigzanych z
nadprodukcja hormonalng co ma wptyw na opdznienie rozpoznania i zdecydowanie gorsze wyniki
leczenia w chwili, gdy guz ma juz znaczace rozmiary, nacieka struktury krytyczne i prowadzi do
objawéw okulistycznych i neurologicznych. Uzyskane przez Doktorantke wyniki wskazuja, ze nie
istnieje najprawdopodobniej uniwersalny profil ekspresji miRNA charakteryzujgcego gonadotropowe



guzy inwazyjne, a sam inwazyjny rozrost tych gruczolakéw jest zlozong cechg i moze by¢
warunkowany na drodze wielu réznych mechanizméw molekularnych. Obserwacije te korespondujg z
trudnosciami obserwowanymi na poziomie klinicznym przez specjalistéw endokrynologéw |
neurochirurgéw zajmujacych sig pacjentami z guzami przysadki.

W ostatniej, czwartej pracy pt. ,/nvasive and noninvasive nonfunctioning gonadotroph pituitary
tumors differ in DNA methylation level of LINE-1 repetitive lements.” Doktorantka wraz ze
Wspdtautorami postawita sobie za cel analize poziomu metylacji DNA w obrebie elementéw LINE-1,

aby uzupetni¢ ocene znaczenia metylacji DNA w inwazyjnym wzro$cie nieczynnych guzéw

gonadotropowych. Badanie przeprowadzono na materiale tkankowym 80 nieczynnych
gonadotropowych guzéw przysadki, z ktérych 2/3 wykazywato inwazyjny rozrost.

Uzyskane wyniki potwierdzity hipometylacje DNA sekwencji LINE-1 w klinicznie nieczynnych
gonadotropowych guzach przysadki, jak réwniez réznice w poziomie metylacji LINE-1 pomiedzy
guzami inwazyjnymi i nieinwazyjnymi, co pozostaje w zgodzie z wczesniejszymi doniesieniami.
Dodatkowo zostata potwierdzona zalezno$¢ pomiedzy metylacja DNA a ekspresja mRNA biatek
kodowanych przez badane sekwencje powtérzone, choé nie udato sie jednoznacznie wykazaé
zwigzku pomiedzy aktywnoscig retroranspozonowa a inwazyjnym rozrostem guza.

W dalszej czesci Doktorantka zwiezle podsumowuje uzyskane i zaprezentowane w cyklu
publikacji wyniki badan wskazujgc jednoczesnie obszary, ktére nadal pozostaja niejasne. Do takich
obszaréw nalezy np. pytanie o czynnik inicjujgcy zaburzenia metylacji DNA w gonadotropowych
guzach przysadki.

Na zakonczenie pracy Doktorantka przedstawita 5 wnioskéw wynikajgcych
z przeprowadzonych i opublikowanych badan. Wnioski te odpowiadajg postawionym celom
recenzowanej pracy badawczej. W mojej ocenie jako klinicysty zajmujacego sie diagnostyka
i leczeniem pacjentéw z guzami przysadki szczegodlnie interesujgce sg wnioski podkreslajgce jedynie
nieznaczne roéznice pomiedzy guzami gonadotropowymi o inwazyjnym wzroscie i guzami
nieinwazyjnymi (wniosek 4 i 5) — wskazujg one na fakt, ze prawdopodobnie dtugo jeszcze nie bgdg
w petni poznane i zdefiniowane zaburzenia epigenetyczne, ktére moglyby stanowi¢ potencjalne
biomarkery inwazyjnego wzrostu. Konieczne sg zatem dalsze badania, a ich wazng sktadowg sg

prace wchodzace w skiad niniejszej rozprawy i cyklu publikacji Doktorantki.



IV. WNIOSKI KONCOWE

Jako recenzent rozprawy doktorskiej mar inz. Joanny Boresowicz stwierdzam, ze Doktorantka

potwierdzita umiejetnosé samodzielnego planowania i prowadzenia badan naukowych, prawidfowo

gromadzita dane oraz prawidtowo dobrata i zastosowata metody statystyczne, ktoére pozwolity na
uzyskanie oryginalnych wynikéw i sformutowania przejrzystych wnioskéw, ktére odpowiadaijg

zatozonym celom. Szerokie, nowoczesne piSmiennictwo zostato prawidtowo wykorzystane

i oméwione zaréwno w publikacjach wchodzacych w sktad cyklu jak tez w rozdziale 11 dysertacji.

Przedstawiona do moiej oceny rozprawa doktorska mgr inz. Joanny Boresowicz spetnia

warunki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule

naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 z pézn. zm) stawiane

rozprawom na stopien doktora nauk medycznych. Zwracam sie zatem do Wysokiej Rady Naukowej
Narodowego Instytutu Onkologii im. Marii Sktodowskiej-Curie — Paristwowego Instytutu Badawczego
w_Warszawie o dopuszczenie Pani mar inz. Joanny Boresowicz do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.

Jednoczesnie ze wzgledu na oryginalnosé i kompleksowogé pracy i przeprowadzonych badarn
oraz opublikowanie ich w czasopismach z Listy Filadelfijskiej o tgcznym wspétczynniku wptywu 14,7
(MEiN:420) przedstawiam Wysokiej Radzie wniosek o wyréznienie rozprawy doktorskiej.
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