RECENZJA

Rozprawy doktorskiej mgr Anety Kowal.

Zastosowanie spektroskopii IR i spektroskopii Ramana
w poszukiwaniu potencjalnych markeréw diagnostycznych
| prognostycznych w surowicy i szpiku kostnym pacjentéw

pediatrycznych z ostra bialaczka limfoblastyczna (ALL).

Zgodnie z uchwata Rady Dyscypliny Collegium Medicum Uniwersytetu Rzeszowskiego
z dnia 08 lipca 2025 roku w sprawie powotania mnie na recenzenta wyzej wymienione;j
rozprawy w postgpowaniu doktorskim w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu, w
dyscyplinie nauki medyczne, mam zaszczyt przedstawi¢ ponizszg opinig.
Oceniajgc przedtozong mi rozprawe na stopien doktora nauk medycznych, dokonam jej
charakterystyki w zakresie:
1. Spehienia ustawowych wymagan rozprawy doktorskiej (oryginalno$¢ rozwigzania
problemu naukowego),
2. Poziomu wiedzy teoretycznej doktorantki,

3. Umiejetnosci samodzielnego prowadzenia badan naukowych.
1. Wartos$¢ celu badawczego

Mgr Aneta Kowal w swojej rozprawie doktorskiej zajeta si¢ niezwykle istotnym
problemem poszukiwania wskaznikow diagnostycznych i prognostycznych u dzieci z ostra
biataczkg limfoblastyczng (ALL). Do badan wykorzystata techniki spektroskopii w
podczerwieni oraz spektroskopii Ramana jako dwie komplementarne techniki spektroskopii
wibracyjnej, dostarczajace informacji o sktadzie i strukturze biochemicznej analizowanych
materiatow. Sg to szybkie, nieinwazyjne, narzedzia diagnostyczne pozwalajace na
biochemiczng analizg probki i $ledzenie zmian molekularnych. Analizie poddane moga zostac¢

zaréwno pojedyncze komorki, tkanki jak i ptyny ustrojowe tj. slina, mocz, wydzieliny z dréog



rodnych, poptuczyny oskrzelowe, co stanowi wazng przewagg tych technik obok szybkiego
czas pomiaru, niewielkiej objetos¢ probki i nieskomplikowanej preparatyki koniecznej do jej
przeprowadzenia, nad technikami rutynowo stosowanymi w diagnostyce medycznej. Badania
doktorantka prowadzita w grupie chorujacych na ALL - najczestszej chorobie nowotworowej
u dzieci. W tym nowotworze wprowadzajac innowacyjne narzedzia diagnostyczne i protokoty
terapii osiggnigto czgsto$¢ wyleczen siegajaca 90%. Na tym etapie , badania nad ALL
skupiajg si¢ na poszukiwaniu metod diagnostycznych i markerow, ktore pozwola na wstepie
wykaza¢ z jednej strony, ktore dzieci wymagajg intensyfikacji terapii, aby poprawic liczbe
wyleczen w grupie 10% dzieci opornych na terapi¢. Z drugiej strony oczekujemy na
wskazanie grupy dzieci, u ktorych mozna bezpiecznie zmniejszy¢ intensywno$¢ nadal bardzo
toksycznej terapii. Dlatego mgr Aneta Kowal wybrata do badan narzgdzia diagnostyczne
rzadko stosowane w onkologii dzieci¢cej w Polsce, a z ktorymi Osrodek Rzeszowski ma
dhugotrwate do§wiadczenie. Dodatkowo dla poréwnania te same metody diagnostyczne
zastosowano w grupie nienowotworowych chordb krwi w tym anemii z niedoboru zelaza,

leukopenii, pancytopenii i matoptytkowosci.

Celami pracy byty:

1. Zbadanie roznic molekularnych dla widm FT-IR i widm ramanowskich surowicy
dzieci z ALL oraz grupy pacjentow zdrowych i z nienowotworowymi schorzeniami
hematologicznymi,

2. Analiza zmian w widmach FT-IR i widmach ramanowskich lizatu komorkowego
szpiku kostnego dzieci z ALL i pacjentéow z nienowotworowymi zaburzeniami
hematologicznymi,

3. Ocena wykorzystania uzyskanych widm FT-IR oraz ramanowskich surowicy

i lizatu komorkowego szpiku kostnego dzieci z ALL jako potencjalnego markera

diagnostycznego i rokowniczego.

3. Redakcja przedlozonej pracy

Rozprawe stanowi monografia obejmujaca 193 strony. Ma zwiezlg strukturg spetniajaca
wymogi publikacji naukowej, ktorg rozpoczyna spis tresci; nastepnie typowy uktad: wykaz
skrotow: str. 6-8; wstep zawierajacy 64 pozycje piSmiennictwa: str. 9-21; Cel pracy: str. 23;
Materiat i metody: str. 24-30; Wyniki: str. 31-134; Dyskusja zawierajaca 151 pozycji

pismiennictwa: str. 135-158; Pismiennictwo: str. 176-177; Streszczenie pracy doktorskiej: str.



176-177; streszczenie pracy w jezyku angielskim: str. 178-179; Wykaz rycin: 92 ryciny, str.
180-190; Wykaz tabel: 23 tabele, str. 191-193.

Praca napisana jest poprawnym jezykiem naukowym i ma staranng szat¢ graficzng.

2. Poprawnos$¢ metodyczna

Grupg badawcza stanowito 91 pacjentéw Kliniki Onkohematologii Dziecigcej

Klinicznego Szpitala Wojewodzkiego Nr 2 im. sw. Jadwigi Krolowej w Rzeszowie
hospitalizowanych w latach 2016-2024. U 48 sposrod tych pacjentow zdiagnozowano

(ALL). W pozostatych przypadkach (N=43) obserwowano m.in. niedokrwisto$¢ z niedoboru
zelaza (N=6), leukopeni¢ (N=16), pancytopeni¢ (N=8) oraz matoptytkowos¢ (N=13).
Materiatem badawczym byta krew obwodowa i szpik kostny pobierane przy okazji rutynowej
diagnostyki hematologicznej. Pacjenci mieli przeprowadzong diagnostyke hematologiczng i
onkologiczng zgodnie ze standardami Polskiego Towarzystwa Onkologii i Hematologii
Dziecigcej 1 zaleceniami dedykowanych protokotow terapeutycznych. Zdrowa grupe
kontrolng stanowito 15 pacjentow Dziatu Diagnostyki Laboratoryjnej w Przeworsku
wigczonych do badania w ramach realizowanego zadania grantowego pt.

,Opracowanie widm referencyjnych i algorytmu analizy widm spektroskopowych celem
implementacji w diagnostyce medycznej” realizowanego migdzy czerwcem i listopadem
2022 .

Do analiz wykorzystano spektrometr w podczerwieni z transformata Fouriera

(FT-IR) model Vertex 70v firmy Bruker, wyposazony w detektor MCT i jednoodbiciowa
przystawke ATR z diamentowym krysztatem oraz spektrometr inVia Micro Raman Renishaw
wspotpracujacy z mikroskopem Leica DM 2500 M, wykorzystujac w czasie pomiaru
obiektyw o powigkszeniu 50x i laser o dtugosci fali 785 nm jako zrédto wzbudzania
(Renishaw, Wotton-under-Edge, UK). Wyznaczono pasma charakterystyczne dla widm FT-IR
oraz widm ramanowskich oraz odpowiadajace im wartosci absorpcji i intensywnosci.
Zastosowano liczne metody statystyczne. Uzyskane dane spektralne analizowano z
wykorzystaniem testow nieparametrycznych test Shapiro-Wilka, test U Manna-Whitneya,
test Anova Kruskala-Walisa oraz wielokrotne porownanie srednich rang dla wszystkich prob
(Statistica, Polska). Czutos¢ i specyficznosé¢ oraz wartos¢ odciecia (cut-off) i pole pod krzywa
ROC (ang. area under the curve, AUC) dla danych zmiennych wyznaczono na podstawie

krzywej charakterystyki operacyjnej odbiornika (ang. receiver operating characteristic curve,



ROC) korzystajac z oprogramowania Origin Pro2021 (Massachusetts, USA). Wykorzystano
takze wielowymiarowe analizy statystyczne tj. analiz¢ gtownych sktadowych oraz
hierarchiczng analize skupien. W badaniu wykorzystano algorytm grupy parowane;j.
Metodyka badan zostata opisana w sposob staranny i szczegdélowy. Spetnia ona kryteria

dobrej praktyki badawczej i laboratoryjnej.

4. Wartos¢ wnioskow wynikajacych z przeprowadzonych analiz.

Mgr Aneta Kowal w oparciu o uzyskane wyniki badan wykazata, ze:
1. Spektroskopia w podczerwieni i spektroskopia Ramana wykazuja niski potencjat dla
identyfikacji konkretnych zmian molekularnych zachodzacych w przebiegu ALL u dzieci.
Jednak analiza widma FTIR krwi obwodowej ujawnita istotne réznice pomiedzy grupa
kontrolng (HC) a pacjentami z zaburzeniami hematologicznymi (HEMC) i ALL (LEUK-PD)
dla nastepujach pasm przy 1398-1396 cm™, 1309-1306 cm™, 1239-1238 cm't, 1170-1168 cm'*
i 1103-1102 cm?, ktorym odpowiadaja m.in. drgania rozciagajace grup C=0
(biatka, kwasy ttuszczowe) i grup POz - kwasow nukleinowowych, fosfolipidow
i biatek fosforylowanych oraz drgania rozciagajace grup C-N i zginajace w ptaszczyznie NH
amidu 111 (biatka). Swiadczy to 0 mozliwym wptywie schorzen zwigzanych ze zmiana sktadu
komorkowego krwi, niezaleznie od przyczyny, na sktad fizykochemiczny osocza.
2. Struktura drugorzedowa biatek nie roznita sie istotnie w grupie kontrolnej oraz w grupach
HEMC i LEUK-PD. Jedynie udziat struktury nieuporzadkowanej dla grup LEUK-PD i
HEMC-E (pacjenci z niedokrwisto$cig) z minimum przy pozycji 1646-1644 cm™ wykazat
istotng roznice (AUC=0,89935, cut-off: 19,40%, sens.= 85,71%, spec.=90,90%, p=0,030408),
a dla struktury alfa-helisy z minimum przy 1661-1660 cm™ dla roznicowania grup HEMC-W
(pacjenci z pancytopenig) i LEUK-PD metryki te przyjmuja wartos¢ (cut-off 11,663%
AUC=0,77273, sens.= 75%, spec.= 85,71%) ale udziat nie roznit si¢ w sposob istotny.
Obydwa parametry moga zosta¢ potencjalnie wykorzystane dla modeli diagnostycznych
identyfikujacych ALL jako przyczyng anemii lub pancytopenii krwi obwodowej.
3. Analiza biatek surowicy dzieci z ALL w spektroskopii FTIR wykazata istotng roznice w
udziale struktury beta-kartki z minimum w zakresie 1630 cm™ pomiedzy grupami wysokiego
ryzyka (HR) oraz non-HR ALL. U wszystkich pacjentow z grupy HR (9/9) udziat tej
struktury wynosit < 31,9 %, podczas gdy w grupie non-HRG tylko u 9 sposrod 39. Metryki
potencjalnego testu diagnostycznego réznicujacego HR vs non-HR w oparciu o ten parametr
to: AUC =0,85397, sens.=100%, spec. =65,71%.



4. Dla 5 zakresow widma spektroskopii Ramana dla surowicy krwi obwodowej (1658 cm™,
1449 cm?, 958 cmt, 944 cm™ i 900 cm™) oraz w 1 zakresie widma lizatu komérek szpiku
kostnego (1236 cm™) zaobserwowano réznice w intensywnosci pikow pomiedzy grupa dzieci
z pancytopenig w przebiegu ALL oraz pancytopenia z innych przyczyn (AUC=0,7556-
0,9444, sens.=68,89-86,67%, spec.=75-100%). W przypadku potwierdzenia wyst¢powania
powyzszych roznic w badaniach na wigkszych grupach pacjentow, mogtyby one zosta¢
podstawa dla opracowania testow diagnostycznych opartych na spektroskopii Ramana. Co
istotne, wigkszos¢ z tych roznic dotyczy krwi obwodowej, co daje potencjalnie mozliwosé
szybkiej, przesiewowej diagnostyki pancytopenii u dzieci bez koniecznosci wykonywania

badania inwazyjnego, jakim jest biopsja szpiku kostnego.

Doktorantka wskazata, ze istotnym ograniczeniem uzyskanych wynikow sa mate liczebnosci
poszczegolnych grup badanych schorzen, co wptyne¢to na niska doktadnosé klasyfikaciji
opartych na wielowymiarowych testach statystycznych (PCA, HCA). Dlatego powyzsze
whnioski powinny zosta¢ zweryfikowane w badaniach na duzych grupach pacjentow.

Wiyniki zostaty przedstawione w sposob bardzo szczegotowy i staranny.

WNIOSEK KONCOWY

Cel pracy wynika z przedstawionych danych z pismiennictwa (w tym opublikowanych
przez Osrodek Rzeszowski), metodyka badan jest nowoczesna i wlasciwa, a analiza materiatu
whnikliwa.

Podsumowujac przedtozona mi rozprawa na stopien doktora nauk medycznych:

1. Spelnienia ustawowe wymagania rozprawy doktorskiej. Nalezy podkresli¢, ze byto to
pierwsze opublikowane badanie obejmujace zakresem homogenna grupe dzieci i mtodziezy z
ALL dotyczace mozliwosci wykorzystania spektroskopii w podczerwieni oraz spektroskopii
Ramana w roéznicowaniu pacjentow z ALL od pacjentow z innymi zaburzeniami
hematologicznymi nienowotworowymi i pacjentow zdrowych.

2. Potwierdza wysoki poziom wiedzy teoretycznej doktorantki. Tak wstep jak i
przeprowadzona dyskusja z wykorzystaniem 172 pozycji aktualnego pismiennictwa dowodzi

glebokiej znajomosci przedstawionej wiedzy.



3. Umiejetno$ci samodzielnego prowadzenia badan naukowych. Zastosowane i
wykorzystane narzedzia badawcze i metody statystyczne sg na poziomie prac spetniajacych

kryteria nie tylko rozprawy doktorskiej, a nawet habilitacyjnej.

Bioragc pod uwage warto$¢ merytoryczng pracy, profil eksperymentalny, wktad pracy,
przeprowadzenie wnikliwej dyskusji wynikow opartej 0 najnowsze pozycje pismiennicywa
oraz staranng szat¢ graficzng, uwazam ze Rozprawa Doktorska spetnia 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. nr 65, poz. 595 z p6zn. zm.) w zwiagzku z art. 179
ust.1 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. - przepisy wprowadzajace Ustawe Prawo o Szkolnictwie
Wyzszym i Nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1669 z pézn. zm.).

Na tej podstawie zwracam si¢ do Rady Dyscypliny Collegium Medicum Uniwersytetu
Rzeszowskiego o dopuszczenie mgr Anety Kowal do dalszych etapow przewodu
doktorskiego.

Biorgc pod uwage oryginalno$¢ i innowacyjno$¢ przeprowadzonych badan oraz duzy
wktad pracy Doktorantki wlozony w opracowanie rozprawy doktorskiej, mam zaszczyt

wnioskowac¢ o wyrdznienie pracy.

Krakoéw, 1 pazdziernik 2025 r. Prof. dr hab. n. med. Szymon Skoczen



