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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr Aleksandry Skalskiej-Bugaly

Magister Aleksandra Skalska-Bugata wykonata swoja prace doktorska, pt. Analiza
produktéw aktywnej demetylacji DNA w moczu pacjentow z rakiem jelita grubego oraz ostrg
biataczkq szpikowg, na Wydziale Farmaceutycznym Collegium Medicum w Bydgoszczy
(Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu) pod kierunkiem Pana Profesora UMK dr hab. n.
med. Rafafa Rozalskiego. Tematyka przedstawionej rozprawy doktorskiej jest bezposrednia
kontynuacja oraz rozwinigciem prac naukowo-badawczych prowadzonych od wielu lat w
Katedrze Biochemii Klinicznej. Nalezy podkresli¢, iz praca zostata wykonana pod kierunkiem i
opiekg Promotora, ktéry posiada ugruntowang pozycje naukowg w badaniach nad ocena stresu
oksydacyjnego oraz analizg produktéw naprawy uszkodzen DNA wydalanych z moczem, o czym
swiadczg liczne publikacje w czasopismach o migdzynarodowym zasiegu. Powyzsze umozliwito
Pani Magister wykonanie i pézniejsze napisanie recenzowanej pracy doktorskiej w oparciu o
uzyskane wyniki badan prowadzonych w/w Jednostce.

Podstawg recenzowanej rozprawy doktorskiej stanowig cztery publikacje o
migdzynarodowym zasiegu. Wyniki prac zostaly zaprezentowane w uktadzie edytorskim
stosownym dla rozpraw doktorskich opartych na cyklu publikacji, zawierajacym:

— wykaz skrétéw stosowanych w dalszej czesei tekstu,

— wstep, bedacy wprowadzeniem teoretycznym do dalszej czesci rozprawy,

— cele pracy,

— omowienie publikacji stanowigcych podstawe rozprawy, wraz z zatgczonymi ich

kopiami,

— podsumowanie, stanowigce zwigzta prezentacje osiagnie¢ badawczych,



— wnioski, stosowne o$wiadczenia wspotautorow publikacji, streszczenie, abstrakt oraz

obszerne aktualne pismiennictwo (189 pozycje) stosowane w dysertacji.
Recenzowana praca zawiera adekwatng i dobrze dobrang ilo$¢ rysunkéw, schematéw oraz tabel,
ktore we wlasciwy sposob prezentujg omawiane dane naukowe.

Ze wzglgdu na zlozono$¢ tematyki pracy, jak i réznorodnos¢ zadan badawczych,
podjatem decyzjg o oméwieniu i merytorycznej ocenie dysertacji zgodnie z jej chronologicznym

uktadem.

Wstep (Czesé¢ teoretyczna)

Na 26 stronach tej czgsci dysertacji Autorka przedstawila zwiezle i merytorycznie
wspotczesne problemy zwigzane z stanami patologicznymi indukowanymi przez dysfunkcje
procesow metylacji/demetylacji materiatu genetycznego. W tej czesci zostat uwzgledniony
zardwno wplyw stresu oksydacyjnego na powstawanie zmian w informacji genetycznej, jak
rowniez przedstawiono znaczenie stosownych biatek zaangazowanych w systemy naprawcze
DNA, zaréwno BER, NER, jak i MMR oraz konsekwencje wynikajace z zaburzeh ich
prawidtowego funkcjonowania. Dalsza cz¢$¢ wstepu poswiecona jest chorobom nowotworowym,
ktérych podfoza molekularnego mozna upatrywaé w zmianach epigenetycznych zwigzanych z
w/w procesami metylacji zasad nukleinowych. Uwaga Pani Magister skoncentrowana zostata na
dwoch jednostkach chorobowych, t.j.: raku jelita grubego oraz ostrej biataczce szpikowe;. Nalezy
podkresli¢, ze ten wybor jest niezwykle trafny, w ujeciu spotecznym obydwa nowotwory
zwigzane s3 bezposrednio z procesami starzenia sie spoleczefistwa oraz niewlasciwym stylem
zycia (aktywnos¢ fizyczna, stosowana dieta). Ta czg$¢ pracy konczy przejrzyscie napisany
podrozdziat poswigcony technikom identyfikacji uszkodzen DNA, ze szczegdlnym
uwzglednieniem spektrometrii mas sprzezonej z wysokosprawna chromatografia cieczowa.

Kolejng czgs¢ rozprawy doktorskiej stanowi omdwienie czterech celéw pracy tworzacych
chronologiczng catos¢:

1. Synteza wzorcéw wewnetrznych znakowanych —stabilnymi izotopami dla
metylowanych pochodnych cytozyny;

2. Optymalizacja warunkéw rozdziatu i detekeji epigenetycznych modyfikacji DNA oraz

7,8-dihydro-8-okso-2'-deoksyguanozyny przy uzyciu 2D-UPLC-MS/MS;



3. Ocena wartosci diagnostycznej i prognostycznej produktéow aktywnej demetylacji DNA
w ostre] bialaczce szpikowej oraz u pacjentéw z zespotami mielodysplastycznymi;
4. Analiza produktow aktywnej demetylacji DNA oraz 8-okso-dG w moczu jako

potencjalnych biomarkeréw rozwoju raka jelita grubego.

Powyzsze punkty staty si¢ podstawg czterech publikacji naukowych, w ktérych Pani
Aleksandra Skalska-Bugata jest pierwszym autorem lub autorem réwnorzgdnym z pierwszym.

Prace te zostaly ocenione pozytywnie przez niezaleznych recenzentéw bedacych, jak sgdze,
specjalistami w dziedzinie i nie wymagaja dalszej mojej oceny. Natomiast na uznanie zastuguje
otrzymanie przez Autorkg, na drodze syntezy chemicznej, znakowanych nukleozydéw do
dalszych badan, w ktorych zostaty one wykorzystane jako wzorce wewnetrzne. Pozwolito to Pani
Magister na opracowanie i optymalizacj¢ 2D-UPLC-MS/MS metody oznaczania iloSciowego 5-
hmCyt, 5-fCyt, 5-caCyt oraz nukleozydéw 8-oksydG, 5-mdC, 5-hmdC i 5-hmdU w moczu
pobranym od oséb podlegajacych badaniom (zgody stosownych Komisji Bioetycznych zostaty
zamieszczone). Zwigzki te zostaly wyselekcjonowane, poniewaz komorki nowotworowo
zmienione wykazuja zwigkszong metylacj¢ w poréwnaniu do komorek prawidtowych, co jest
zwigzane z defektami biafek, takich jak: DTG, TET, IDH, etc. Przyjmuje si¢, iz 30% przypadkow
klinicznych MDS ulega konwersji w czasie do AML, ze wzgledu na powyzsze przeprowadzone
badania stanowig istotng warto$¢ poznawcza, a w przysztosci by¢ moze réwniez diagnostyczng.
Podobny zakres prac zostal wykonany w kierunku réznicowania nowotworéw, gruczolakéw i
nieswoistej choroby zapalnej jelita grubego. Ze wzgledu na stale rosnacg ilos¢ diagnozowanych
przypadkéw nowotwordw CRC, zwigzanych z brakiem aktywnosci fizycznej i niewtasciwg dietg
(zywnos¢ wysokoprzetworzona) nieinwazyjne metody diagnostyczne, inne niz kolonoskopia
pofaczona z nastepcza histopatologia, s3 wysoko pozadane. Uzyskane przez Doktorantke wyniki
prac wykazaly zmiany w aktywnosci enzymdéw bioracych udzial w naprawie DNA, jak i w
procesach ratowania nukleotydéw na podstawie analizy materialu (mocz) pobranego od
probantéw zdrowych oraz ze zdiagnozowanym: IBD lub CRC, lub AD.

Po przeanalizowaniu przedstawionego w formie dysertacji materiatu nasungly mi sie cztery
zagadnienia, dotyczace czgsci teoretycznej i badawczej, a nieuwzglednione w kolejnych etapach

dyskus;ji:



1) Brak jest, wedlug mnie, w czesci teoretycznej oméwienia mitochondrialnych
mechanizméw naprawy DNA oraz brak oméwienia mechanizmu usuwania uszkodzen

DNA przez glikozylazy dwufunkcyjne.

2) W przypadku omawiania pozioméw metylowanych cytozyn Autorka nie podaje ich
pozioméw w innych komorkach zmienionych nowotworowo.
3) W recenzowanym tekscie nie odnalaztem informacji o wadach stosowania GC MS/MS w
oznaczaniu uszkodzen DNA.
4) Doktorantka powinna moim zdaniem zwréci¢ uwage rowniez na efekt izotopowy W
kontekscie reakcji enzymatycznych.
Podsumowujgc: przedstawiong rozprawg doktorska pt. Analiza produktéw aktywnej demetylacji
DNA w moczu pacjentéw z rakiem jelita grubego oraz ostrg bialaczkg szpikowq cechuje
zwigzlodé w  jej czgsei teoretycznej. Dzigki syntetycznemu przedstawieniu  problemu
badawczego, mozliwe bylo zaprezentowanie na 122 stronach tekstu duzej ilosci
wielokierunkowych badan. Sposob prezentowania badan naukowych w dysertacji potwierdza, iz
Doktorantka dysponuje odpowiednig wiedza z zakresu: uszkodzen i biochemii kwasow
nukleinowych (wlacznie z mechanizmami ich naprawy), chemii organicznej oraz analitycznej.
Pod wzgledem edytorskim praca zawiera drobne biedy, niemajace wplywu na jakos¢
prezentowanych wynikow, n.p.: nazwy obcojezyczne powinny by¢ zapisane kursyws, wykaz
skrotow jest niepetny.

Po zapoznaniu si¢ z przedstawiong dysertacja stwierdzam, iz Pani mgr Aleksandra
Skalska-Bugata wykonata i przedstawita dobra rozprawg doktorska. Ze wzgledu na powyzsze
wnioskuj¢ o dopuszczenie Pani mgr Aleksandry Skalskiej-Bugaty do dalszych etapdw
zwigzanych z przewodem doktorskim.

Praca spetnia warunki okreslone w artykule 187 ustep 1 1 2 Ustawy z dnia 20 Lipca 2018 r,
Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce (Dz.U. 2023 poz. 742.)
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