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Zawartos¢ Rozprawy
Rozprawa dotyczy zastosowania spektroskopii wibracyjnej (FT-IR i Ramana) w
diagnostyce i prognozowaniu ostrej biataczki limfoblastycznej (ALL) u dzieci. Jest to
innowacyjne podejscie, ktére ma na celu identyfikacje markeréw molekularnych wtatwo
dostepnych materiatach biologicznych (surowicy i szpiku kostnym) i moze przyczynic sie
do rozwoju nieinwazyjnych, szybkich metod wspierajgcych klasyczne badania
cytologiczne, molekularne i immunofenotypowe.
Przedstawiona do recenzji praca liczy 193 strony i sktada sie z 7 rozdziatdw. Podziat
rozprawy jest tradycyjny na Wstep, Cel pracy, Materiat, Metody, Wyniki, Dyskusje,
Whnioski, Streszczenie i Pismiennictwo. Rozprawa jest wzbogacona o 92 rycin i 23 tabele
umieszczonych w tekscie.

Ocena ogoélna
Praca zostata napisana bardzo starannie i przejrzyscie, a jej uktad nie budzi zastrzezen.
Doktorantka wykazat sie umiejetnoscia wtasciwego sformutowania problemu
badawczego, dobrania wtasciwych metod badawczych, uzyskat wartosciowe wyniki o
znaczeniu praktycznym i przedstawit dobrg znajomos¢ prowadzonych badan.

Wstep
Rozprawa zawiera szczegdétowo opracowany wstep z epidemiologig ALL, aktualnymi

protokotami leczenia, a takze z wyczerpujgcym opisem metod spektroskopowych.



Cel
Cele badania zostaty starannie dobrane i przedstawione w jasny sposob.

Materiat i Metody
W rozdziale Doktorantka scharakteryzowata grupe badawczg oraz zastosowane techniki
laboratoryjne. Badania objety 91 pacjentéow, w tym 48 z ALL, co jest duzg grupg jak na
pediatryczne badania nowotworowe, dodatkowo zebrano grupy kontrolne (zdrowi i
pacjenci z innymi chorobami hematologicznymi). Metodyka zostata opisana w sposéb
doktadny i szczegdtowy, dowodzgc znajomosci wykorzystanych technik badawczych.
Analiza statystyczna zostata przeprowadzona z uzyciem prawidtowo dobranych metod
statystycznych.

Wyniki
Wyniki badan zostaty przedstawione w sposéb bardzo szczegoétowy, ale tez
uporzadkowany i przejrzysty.
Doktorantka przedstawita wyniki wskazujgce, ze zmiana sktadu fizykochemicznego
osocza towarzyszy ALL i innym zaburzeniom hematologicznym. W pewnym uogdlnieniu,
spektroskopia FTIR ujawnita istotne réznice pomiedzy grupag kontrolng i pacjentami z
zaburzeniami hematologicznymi lub ALL m.in. w pasmach 1398-1396, 1309-1306, 1239-
1238, 1170-1168 i 1103-1102 cm™, odpowiadajacych biatkom, lipidom, w tym
fosfolipidom, i kwasom nukleinowym.
Interesujgce sg obserwacje réznic w nizszym udziale struktury B-arkusza (1630 cm™)w
grupie wysokiego ryzyka, ktére wymagaja dalszych badan i sa potencjalnym
biomarkerem.
W surowicy krwi dzieci z ALL wykryto réznice w intensywnosci pikéw Ramana, ktére
pozwalaty rozréznié pancytopenie w przebiegu ALL od pancytopenii innych przyczyn.
Analizy PCA i HCA nie wykazaty jednoznacznego klastrowania pacjentéw wg grup ryzyka
(HR vs non-HR) ani korelacji z rokowaniem, ale Doktorantka zaobserwowata, ze pacjenci
zdrowi tworzg odrebny, zwarty klaster, co daje potencjat do dalszych badan.

Dyskusja
Dyskusja ma obiektywny i zdystansowany charakter w stosunku do uzyskanych przez
Autorki wynikéw i odnosi je do wynikéw przedstawionych przez innych badaczy.
Doktorantka wykazuje sie zdolnoscig kojarzenia faktéw i dobrg znajomoscia

piSmiennictwa w postaci 172 odnosnikéw literaturowych. Walorem pismiennictwa jest
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trafny dobdr wyczerpujgcy stan aktualnej wiedzy i jego nowoczesnosé, gdyz wiekszosé
pozycji pochodzi z ostatnich lat.

Whioski w liczbie 4 wynikaja z przeprowadzonych badan i odnosza sie do pytan
postawionych w celach pracy.

Uwagi krytyczne

Metody analizy widm na dzien dzisiejszy sg we wczesnej fazie wymagajacej walidacji
klinicznych. Jak Doktorantka przytacza, w opublikowanych przez inne zespoty badaniach
»,roznicowanie pacjentow zdrowych i pacjentéw z biataczkg z doktadnoscia 66%,
czutoscig 99% i specyficznoscig 57%, a takze pacjentéow z biataczkg (AML i ALL) od
pacjentéw z innymi nowotworami wieku dzieciecego z doktadnoscia, czutoscig i
specyficznoscig wynoszgcg odpowiednio 67%, 72% i 60%” jest niewystarczajace i

wymaga poprawy o ile ma mie¢ szanse na zastosowanie praktyczne.

Ponizej przedstawiam gtéwne uwagi krytyczne, ktére nasunety mi sie podczas lektury
rozprawy.

Do rozpoznania ALL konieczne jest 25% limfoblastéw, a nie jak podano na str. 13 - 20%.
Podobnie w rozdziale Materiat jest stwierdzenie ,Sredni odsetek komdrek blastycznych
w szpiku kostnym wynosit 79% i miescit sie w przedziale od 20% do 96%”. Jest to uwaga,

ktéra wymaga poprawy.

Doktorantka odnotowuje wiele interesujgcych wynikow, ktére zastuguja na gtebsza
dyskusje. Obserwacja nizszej czestosci wystepowania struktur beta arkusza w prébkach
pacjentéw z ALL wymaga identyfikacji, ktore biatka odpowiadajg za pojawienie sie tej
réznicy.

Badana metodologia na obecng chwile ma istotne ograniczenia techniczne i zalezy od
jakosci i sktadu badanej prébki. Jak sama Doktorantka zauwazyta, ,Jedng z
prawdopodobnych przyczyn uzyskania wynikéw, ktére nie wydorebniajg w sposoéb
jednoznaczny pacjentdow z ALL, jest maskowanie waznych zmian spektralnych przez
obecnos$é hemoglobiny w prébkach, uwolnionej z prekursoréw erytrocytéow.” (str.150), co
od strony praktycznej oznacza istotng trudnosé, mozliwe ze powodujacg koniecznosé
poszukiwania metod oczyszczania prébki z zanieczyszczenia w postaci wolnej

hemoglobiny.



Interesujgce bytoby odniesienie sie¢ do pytania, czy w uzyskanych wynikach byty
sygnatury odpowiadajgce obecnosci wolnokrgzgcego DNA (cfDNA), poniewaz u
pacjentéw z ALL mozna oczekiwac jego podwyzszonego stezenia i wptywu na widmo w
postaci silniejszej ekspresji pikdw nukleinowych w poréwnaniu z widmami oséb
zdrowych, co czyni cfDNA kolejnym potencjalnym markerem diagnostycznym. Z drugiej
strony nadmiar cfDNA moze by¢ nieodnotowanym czynnikiem zaktdécajgcym
interpretacje analizy biatek czy lipidow. Podobna grupg czastek, ktéra mogtaby odgrywac
role biomarkerowa i uwidocznitaby sie w analizie spektralnej, sg egzosomy, co tez warto
przeanalizowacé, zwtaszcza ze w préobkach surowicy moga prowadzi¢ do przektaman w
interpretacji — np. widziane zmiany w lipidach moga pochodzi¢ bardziej od egzosomow

niz od wolnych lipidéw surowicy.

W tym kontekscie nalezy zauwazyé, ze badany materiat - surowica i lizaty szpiku - sg
materiatem wysoce ztozonym, ulegajagcym zmianom biologicznym wskutek réznych
zjawisk, co stwarza trudnosci interpretacyjne. Uwazam, ze kolejnym krokiem badan
mogtoby by¢ wtaczenie zaawansowanych metod bioinformatycznych i uczenia

maszynowego do analizy danych.

Pewnym ograniczeniem dla opisanych badan jest niska liczebnos$¢ podgrup, np. w T-ALL
(tylko 5 pacjentow) lub w grupie pacjentéw wysokiego ryzyka, co obniza moc statystycznag

i moze odpowiadac za brak istotnosci statystycznej.
Uwagi redakcyjne

Praca napisana jest starannie, poprawnym jezykiem bez bteddéw stylistycznych i

interpunkcyjnych. Ponizej wymieniono zauwazone drobne usterki redakcyjne.

W tekscie pojawiaja sie sformutowania zargonowe np. ,wysokim poziomem choroby
resztkowej”, ,,Zaprojektowane na poziomie molekularnym inhibitory kinazy tyrozynowe;j”
(powinno by¢ np. ,Molekularnie zaprojektowane inhibitory kinazy tyrozynowej”), str. 18
,»g8dy zostanie pobrane lub oddane ciepto badz zostanie wykonana nad lub przez dane
ciato/uktad praca.” (moze by¢ ,gdy uktad wymienia ciepto z otoczeniem lub gdy
wykonywana jest nad nim badz przez niego praca”). W rozprawie Doktorantka

konsekwentnie okresla strukture ,,beta sheet” jako ,,beta kartke”, natomiast w polskigj



terminologii naukowej zalecany jest termin ,arkusz” (za: SEOWNIK TERMINOW
KRYSTALOGRAFICZNYCH, 2003) lub ,,harmonijka”.

Cel 1 jest niejasno sformutowany, mogtoby byé ,Analiza réznic molekularnych w

zaleznosci od widm...”.

W Dyskus;ji pojawiajg sie obszerne powtdrzenia i opis wynikéw, co wptywa na czytanie i

zwieksza jej dtugosé.

Przedstawione w niniejszej recenzji uwagi krytyczne, w gtdwnej mierze majace charakter
marginalny lub polemiczny, w niewielkim jedynie stopniu obnizajg bardzo wysokg ogdlna
ocene przedstawionej rozprawy. Doktorantka wykazata sie umiejetnoscig sformutowania
i rozwigzania problemu badawczego, osiggneta cele dajac dowdd umiejetnosci

samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;j.

Istotne elementy rozprawy i wktad Autorki

Do istotnych i oryginalnych elementéw rozprawy zaliczam:

- nowatorstwo i praktyczng przydatnos¢ uzyskanych wynikéw. Rozprawa jest oryginalna,
opiera sie o0 potaczenie medycyny, biologii molekularnej, fizyki i chemometrii. Rozprawa
stanowi oryginalny wktad w rozwdj nieinwazyjnych narzedzi diagnostycznych w ALL u
dzieci, Doktorantka wykazuje, ze spektroskopia IR i Ramana moze dostarczy¢ istotnych
informacji o stanie molekularnym pacjentéw z ALL. Najwazniejsze odkrycia — réznice
wynikajace ze zmian ilosciowych struktury B-arkusza oraz réznice w widmach FT-IR i
Ramana — moga stac sie podstawa przysztych badan nad biomarkerami spektralnymi.
Praca ma istotng warto$¢ naukows i translacyjna, ale w przysztosci wymaga walidacji

klinicznej.

- zastosowanie nowoczesnych i pracochtonnych metod badawczych,

- doskonatag znajomos¢ technik $wiadczgcg o samodzielnym wykonaniu badan.

Stwierdzam, ze praca p.t. ,,Zastosowanie spektroskopii IR i spektroskopii Ramanaw
poszukiwaniu potencjalnych markeréw diagnostycznych i prognostycznych w
surowicy i szpiku kostnym pacjentow pediatrycznych z ostra biataczka
limfoblastyczna (ALL)” jest oryginalnym i wartosciowym dokonaniem Autorki i
spetnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim przez ,,Prawo o szkolnictwie
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wyzszym i nauce”. Mam zaszczyt i przyjemnosé przedstawi¢ wniosek o

dopuszczenie pracy do publicznej obrony. Jednoczes$nie, biorac pod uwage wysoki

poziom recenzowanej rozprawy oraz dorobek naukowy Autorki, wnioskuje o

wyréznienie rozprawy doktorskiej.



