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Recenzja pracy doktorskiej mgr Aleksandry Skalskiej-Bugaly zostata przygotowana
w odpowiedzi na powierzenie mi obowigzkow recenzenta przez Rad¢ Dyscypliny Nauki
Farmaceutyczne Collegium Medicum w Bydgoszczy uchwalg nr 68 z dnia 26 czerwca 2023
roku. Rozprawe stanowi cykl czterech artykutow opublikowanych w latach 2021 - 2022
w renomowanych wydawnictwach. Opisane w rozprawie badania zostaty przeprowadzone
w ramach realizacji projektéw badawczych finansowanych przez Narodowe Centrum Nauki
(nr 2013/09/B/NZ5/00767; 2015/17/B/NZ5/00640; 2015/19/B/NZ5/02208; 2017/27/B/
NZ7/01487). Uklad rozprawy jest wihasciwy dla pracy doktorskiej na podstawie cyklu
publikacji, cho¢ przydatne byloby uwzglednienie krotkiego biogramu obejmujgcego opis
dotychczasowej aktywnosci naukowej Doktorantki.

Aktywna demetylacja zasad azotowych od kilkunastu lat stanowi przedmiot
interesujacych badan w aspekcie funkcjonalnego znaczenia modytikacji DNA w regulacji
komdrkowej w stanach prawidlowych i patologicznych, a wiedza z tego zakresu moze
przyczyni¢ si¢ m.in. do identyfikacji markerow stanow chorobowych, szczegdlnie
nowotworéw. Wiedza naukowa na ten temat jest wciaz niepetna, co uzasadnia kierunek
badawczy obrany przez doktorantkg. We wstepie teoretycznym doktorantka przedstawita
podstawowe, niezbedne informacje na temat zjawisk epigenetycznych, procesu aktywnej

demetylacji DNA, a takze profilu zmian epigenetycznych obserwowanych w nowotworach
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jelita grubego i ostrej biataczce szpikowej, ktore stanowily podstawe do wyprowadzenia celéw
badawczych. Z powaznych uchybien zwrocita moja uwage bardzo niezr¢czna i wprowadzajaca
w blad kalka z jezyka angielskiego na stronie 22 (i ponownie na stronie 117):
.---hipermetylacja promotora wysp CpG...” (zapewne od ang. ,,promoter CpG island’) zamiast
prawidtowego sformutowania - ,,hipermetylacjg wysp CpG w promotorach gendéw™.

Ze wzgledu na niedobdr wystandaryzowanych, czutych i specyficznych metod
oznaczania réznych modyfikowanych zasad azotowych i nukleozydow, pierwsze dwa cele
pracy obejmowaly rozwoj i optymalizacje chromatograficznej techniki ilosciowej oceny
modyfikowanych zasad/nukleozydow, ktorych obecnos¢ jest wynikiem procesu aktywnej
demetylacji DNA. W pierwszej pracy z cyklu (Starczak M, Skalska A, et al. Methods Mol.
Biol. 2021, 2198, R.10) opisany zostal proces syntezy i oczyszczania znakowanych izotopowo
wzorcow wewnetrznych do zastosowania w rozdziale chromatograficznym. Do syntezy
niekanonicznych zasad azotowych uzyto metod opisanych przez Divakara i Reese (1982),
Burdzy et al. (2002), a takze Rahmana et al. (2001). Procedura syntezy i oczyszczania
zwiazkow zostata szczegdtowo opisana w postaci protokotu. Dzigki temu uzyskano wszystkie
standardy wewngetrzne niezbedne do oznaczania badanych produktow aktywnej demetylacji
DNA. W kolejnej pracy (Skalska A, et al. Methods Mol. Biol. 2021, 2198, R.9) wykorzystano
uzyskane standardy wewng¢trzne do optymalizacji techniki 2D-UPLC-MS/MS do oznaczania
modyfikowanych zasad i nukleozydéw w probkach moczu, a takze HPLC/GC-MS do
oznaczania 5-hmUra. Ponownie, procedury analityczne przedstawiono w formie
szczegotowego protokotu.

Obie przedstawione prace wskazuja, ze Doktorantka biegle porusza si¢ w obszarze
zaawansowanych technik analitycznych, ktdre zostaly wybrane do przeprowadzenia analiz
biologicznych. Doceni¢ nalezy zakres przeprowadzonych prac przygotowawczych, ktore
wymagaly poruszania si¢ zarowno W obszarze syntezy organicznej, jak i analizy
instrumentalnej. Zdobyte doswiadczenie w wykorzystywaniu technik chromatograficznych
wskazuje, ze Doktorantka stata si¢ specjalistka w tej dziedzinie.

W drugiej czesci badan Doktorantka wykorzystata zoptymalizowane techniki
chromatograficzne do oznaczenia poziomu modyfikowanych zasad azotowych w prébkach
klinicznych krwi i moczu pochodzacych od pacjentow z ostra biataczka szpikowa (AML),

zespotami mielodysplastycznymi (MDS) lub nowotworami jelita grubego.



Nieprawidlowosci biatek zwigzanych z metylacja/demetylacja DNA, wynikajgce
z mutacji lub zaburzonej ekspresji kodujacych je genow, sg czesto obserwowane u pacjentow
z AML i MDS. Spodziewac si¢ zatem mozna zmian w poziomie modyfikowanych zasad
azotowych u chorych. Taka ocena bylta celem trzeciej publikacji (Skalska-Bugata et al., Cells,
2022), w ktorej analizowano material w postaci izolatdw DNA z probek krwi (leukocytow)
oraz probek moczu od 65 pacjentow z AML oraz 44 pacjentow z MDS, w pordwnaniu do 50
0sob z grupy kontrolnej. Na uwage zastuguje nie tylko naktad wykonanej pracy, ale rowniez
dbatos¢ o precyzje i wszechstronna analiza danych, z wykorzystaniem roéznych metod
statystycznych. Zaobserwowane zostaly istotne statystycznie réznice w poziomie wiekszosci
badanych zasad azotowych u chorych w poréwnaniu do grupy kontrolnej, a w przypadku
niektorych modyfikacji takze pomigdzy grupami pacjentow z MDS i AML. Przeprowadzone
analizy statystyczne wykazaty, ze zmiany w poziomie wybranych modyfikacji sa dobrymi
markerami dla MDS i AML. Najcickawszg obserwacjg bylo odnotowanie mozliwosci
wykorzystania zmian w poziomie 5-hmdC w DNA z leukocytéw, oraz zmian w
znormalizowanej na zawartos¢ kreatyniny ilosci 5-hmCyt, 5-caCyt i 5-hmdU w probkach
moczu do oceny ryzyka transformacji MDS w AML. Szacowanie ryzyka przejscia MDS w
AML jest niezwykle istotnym zagadnieniem klinicznym, m.in. ze wzgledu na potencjalne
réznice w schematach leczenia pacjentow. Uzyskane wyniki wskazujg zatem na identyfikacje
markerow o mozliwym znaczeniu aplikacyjnym.

W ostatniej pracy z cyklu (Skalska-Bugata et al., Int. J Mol Sci., 2022) analizie
chromatograficznej pod katem zawartosci modyfikowanych zasad azotowych poddano probki
moczu pobrane od pacjentow z nowotworami jelita grubego (CRC, n=121), pacjentéw z
gruczolakiem okreznicy (AD, n=65), w poréwnaniu do pacjentdw z nieswoistym zapaleniem
jelit (IBD, n=42), a takze do 0sob z grupy kontrolnej (n=45). W stosunku do grupy kontrolnej,
zaobserwowano wzrost poziomu 5-hmCyt u pacjentow z CRC oraz wzrost 8-oxodG
u pacjentow z CRC lub IBD, a takze spadek poziomu 5-fCyt u pacjentow z CRC i AD.
Wartosciowym uzupetnieniem (by¢ moze mozliwym do wykonania w przysziosci) bytaby
prospektywna analiza pacjentéw z IBD oraz AD, co mogloby ewentualnie wskazac potencjalne
markery ryzyka transformacji w kierunku CRC.

Przedstawione prace nie budza zastrzezen merytorycznych. Zaprezentowane wnioski

koncowe (str. 122) sg syntetyczne i adekwatne do opisanych danych eksperymentalnych.



Analizujac sposob przygotowania rozprawy doktorskiej, w mojej ocenie zabrakto
klarownego przedstawienia hipotez badawczych. Ponadto, cho¢ nie budzi watpliwosci, ze
prace tworzg dobry i spdjny cykl, zabrakto jednak w tekscie opisu, ktory wskazywalby
powigzania pomiedzy poszczegdlnymi artykutami. Dodatkowo, niedosyt pozostawia opis
zakresu prac wykonanych przez doktorantke. Ogolne stwierdzenia przedstawione w
oswiadczeniu na stronie 135 sa w mojej ocenie niewystarczajace i powinny zosta¢ uzupetnione
bardziej szczegdélowymi informacjami odnosnie wkladu w powstanie poszczegdlnych
publikacji, szczegdlnie z uwagi na czgsciowe nakladanie si¢ zadan pomiedzy wspotautorami.

W podsumowaniu nalezy stwierdzi¢, ze Doktorantka z powodzeniem zrealizowata cele
badawcze postawione w rozprawie doktorskiej. Doktorantka opanowata do perfekcji warsztat
laboratoryjny w zakresie zaawansowanych technik analizy instrumentalnej. Ponadto wykazata
si¢ umiejetnoscia wszechstronnej analizy danych z wykorzystaniem adekwatnych metod
statystycznych. Zaprezentowane wyniki badan maja nie tylko duza wartos¢ poznawcza, ale
rowniez potencjalnie aplikacyjng. Dokumentujg oryginalny wktad Doktorantki w poszerzenie
wiedzy dotyczacej kompleksowej oceny zmian w profilu modyfikowanych zasad azotowych

w materiale biologicznym pozyskiwanym nieinwazyjnie (krew i mocz).

W oparciu o pozytywna oceng¢ przedstawionej do recenzji rozprawy doktorskiej
stwierdzam, ze Doktorantka spelnia wymogi stawiane kandydatom do uzyskania stopnia
doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu i dyscyplinie nauki farmaceutyczne.
Rekomenduje¢ zatem Radzie Dyscypliny Nauki Farmaceutyczne Collegium Medicum
im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy dopuszczenie mgr Aleksandry Skalskiej-Bugaty

do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Poznan, 15.09.2023 r. dr hab. n. farm. Jarostaw Paluszc



