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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr Anety Kowal zatytutowanej ,Zastosowanie spektroskopii
IR i spektroskopii Ramana w poszukiwaniu potencjalnych markeréw diagnostycznych
i prognostycznych w surowicy i szpiku kostnym pacjentow pediatrycznych z ostrq biataczkg
limfoblastyczng (ALL)" wykonang pod kierunkiem promotoréw dr hab. n. med. Radostaw
Chaber, prof. UR oraz dr hab. n. fiz. Jézef Cebulski, prof. UR w Instytucie Nauk Medycznych
Uniwersytetu Rzeszowskiego.

Temat podjety przez doktorantke wpisuje sie w bardzo wazny nurt
naukowy z zakresu poszukiwania spektralnych markerdéw diagnostycznych i prognostycznych
w surowicy i szpiku kostnym pacjentéow pediatrycznych z ostrg biataczkqg limfoblastyczng
(ALL). Ostre biataczki stanowig okoto 28% wszystkich nowotworéw rozpoznawanych u
dzieci, a najczesciej diagnozowane to ostra biataczka limfoblastyczna (ang. acute
lymphoblastic leukemia, ALL) i ostra biataczka szpikowa (ang. acute myeloid leukemia, AML).
Opracowanie metody diagnostycznej z zastosowaniem techniki spektroskopii ramanowskiej,
spektroskopii w podczerwieni FT-IR oraz wielowymiarowych metod analizy danych (HCA
hierarchiczna analiza Skupier, PCA  Analiza gtéwnych sktadowych) jako narzedzia
alternatywnego lub uzupetniajgcego w diagnozowanie pacjentow jest potrzebne. Badania w
recenzowanej dysertacji wykonano z wykorzystaniem surowicy krwi obwodowej i lizatu
komérkowego szpiku kostnego w celu sledzenia zmian molekularnych w przebiegu biataczki
ALL u dzieci. Nowoczesne metody szybkiej analizy komdrek biataczkowych w dalszym ciggu
stanowig wyzwanie dla wspodtczesnej medycyny spersonalizowanej. Uwazam, ze wybodr

tematyki badawczej jest bardzo istotny z naukowego, i poznawczego a przede wszystkim
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medycznego punktu widzenia. Uzyskane wyniki badan mogg zaowocowa¢ w dalszej

perspektywie szybszg i lepszg diagnostyka ostrych biataczek u pacjentéw pediatrycznych.

Formalna ocena pracy

Recenzowana dysertacja Doktorantki zostata opracowana zgodnie z zasadami
przyjetymi dla prac doswiadczalnych, facznie zawiera 199 stron. Napisana jest w jezyku
polskim i jest bardzo przejrzyscie opracowana graficznie. Praca zawiera Wykaz skrétéw,
ktérych Autor prezentuje na 3 stronach maszynopisu. Odpowiednio dobrane pismiennictwo,
liczace 172 pozycje, w przewazajgcej czesci pochodzi z ostatnich lat jest wykorzystane i
zacytowane witasciwie. Jest to gtownie literatura fachowa, anglojezyczna, publikowana w
znanych, liczacych sie czasopismach. Jej wykorzystanie w pracy, zarowno we wstepie, jak i w
dyskusji, Swiadczy o umiejetnosci korzystania z zasobdéw pismiennictwa naukowego oraz o
dobrym tematycznym rozeznaniu. Dysertacja jest podzielona na wstep tzw. czesé
teoretyczng dosy¢ zwiezle zaprezentowang na 14 stronach oraz czes¢ eksperymentalng
zawartg na 102 stronach. W koricowej czesci znajdujg sie dyskusja wynikow opisana na 24
stronach oraz cze$¢ dotyczgca uzyskanych wnioskéw czyli podsumowanie. W dysertacji jest
92 bardzo dobrze opracowanych pod katem graficznym rycin oraz 23 tabele.

Wstep czyli cze$é teoretyczna ocenianej rozprawy doktorskiej dotyczy aspektéw
naukowych takich jak diagnostyka ostrej biataczki limfoblastycznej u dzieci, wprowadzenia
do spektroskopii ramanowskiej oraz podczerwieni. Ta cze$¢ stanowi bardzo dobre
wprowadzenie do czesci wynikdw eksperymentalnych.

Gtéwnym celem badan doktorantki byto:

1. Zbadanie rdéznic molekularnych dla widm FT-IR i widm ramanowskich z probek
surowicy od dzieci z ALL oraz grupy pacjentéw zdrowych i z nienowotworowymi
schorzeniami hematologicznymi.

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

3. Ocena wykorzystania otrzymanych widm FT-IR oraz ramanowskich surowicy i lizatu

komédrkowego szpiku kostnego dzieci z ALL jako potencjalnego markera diagnostycznego.
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Ocena merytoryczna

Dysertacja dotyczy zbadania réznic w widmach FT-IR i widmach Ramana surowicy i lizatu
komdrkowego szpiku kostnego pomiedzy pacjentami pediatrycznymi z ALL, pacjentami
zdrowymi badZz z zaburzeniami hematologicznymi innymi niz choroba nowotworowa.
Uzyskane dane spektralne zestawiono z danymi klinicznymi, ktérymi dysponowano dla
pacjentéw z ALL powigzanymi z przynaleznoscia do danej grupy ryzyka. Porédwnano z
profilem molekularnym i wynikiem minimalnej choroby resztkowej, a takie wystgpieniem
wznowy badZz zgonu pacjenta. Spektroskopia FTIR i Ramana wykazaty ograniczong
przydatnos¢ w identyfikacji specyficznych zmian molekularnych w przebiegu ALL u dzieci,
jednak ujawnity istotne réznice miedzy grupa kontrolng a pacjentami z ALL z zaburzeniami
hematologicznymi. Zbadano rdznice w udziale struktur a-helisy i beta-kartki biatek, ktore
mogq postuzy¢ jako potencjalne markery diagnostyczne, zwtaszcza w réznicowaniu ALL jako
przyczyny anemii i pancytopenii krwi obwodowej u dzieci oraz do wstepnej stratyfikacji do
grupy ryzyka. Spektroskopia Ramana umozliwita takze odrdznienie pancytopenii w przebiegu
ALL od innych przyczyn na podstawie badania surowicy krwi, co sugeruje potencjalna
mozliwos$¢ opracowania nieinwazyjnych testéw przesiewowych. Wyniki wymagajg walidacji
na wiekszych grupach pacjentéw z uwagi na ograniczong liczebnos¢ préby. Wszystkie
opisane powyzej badania dotyczg zastosowania metod chemometrycznych w analizie danych
spektralnych z wykorzystaniem PCA, HCA. Doktorantka podkresla, ze kluczowe znaczenie w
uzyskaniu wydajnych analiz iloSciowych ma zastosowanie odpowiednich narzedzi
chemometrycznych oraz odpowiednia ilo$¢ badanych prébek, zardwno na etapie wstepnego
opracowania danych, jak i selekcji zmiennych spektroskopowych (lipidy i biatka).

Dysertacja jest spdjna z zatozonym tytutem, a wyniki badan sg przedstawione rzetelnie.
Przedstawione wnioski sg spdjne i potwierdzajg zatozone tezy badawcze. Po przeczytaniu
catosci nasuwa mi sie jednak kilka komentarzy o ktérych chciatabym porozmawiaé podczas
obrony:

1) Niestety, przy redagowaniu pracy Autorka popetnita kilka btedéw edytorskich,

np. str. 20 jest wyrazenie ,W trybie transfektancji” czy nie powinno by¢ ,W trybie
transfleksji”. Termin "transfleksji" w kontekscie spektroskopii nie jest powszechnie uzywany;
prawdopodobnie chodzito o transmisyjno-refleksyjng spektroskopie, ktéra mierzy
jednoczesnie Swiatto przechodzgce przez prdbke (transmisje) i odbijajgce sie od niej

(refleksje).
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2) W sekcji materiaty i metody strona 27 — w opisie przygotowania prébki nanoszono az
20 uL surowicy na szkietko z CaF,, a czas przygotowania probki do analizy wynosit az
3 godziny. Czy wykonywano optymalizacje sposobu przygotowania surowicy do badan ATR
FTIR? Czy probka analizowana pod katem zawartosci biatek po 3h mogta ulec zmianie?

3) Opracowujac i poszukujgc markeréw spektroskopowych do analizy danych spektralnych
doktorantka uzywa réznej ilosci danych (prébek), co oczywiscie wptywa na jako$é uzyskanych
wynikow. Czy doktorantka bytaby w stanie okresli¢ minimalng ilos¢ prébek potrzebnych do
wykonania prawidtowo analizy PCA tak aby znalazto to odzwierciedlenie w badaniach
klinicznych? | jakim btedem bytyby obarczone wyniki takiej analizy ?

4) Doktorantka postuguje sie dwiema metodami analitycznymi; m.in. spektroskopig
ramanowskg oraz w podczerwieni. Gdyby miata mozliwos$¢ wyboru tylko jednej metody w
badaniu surowicy, ktérg by wybrata i dlaczego?

Bardzo doceniam umiejetnos¢ dyskusji wynikdw oraz rozwazine podejscie co do
wycigganych wnioskéw np. strona 146 — opis analizowanych rozbieznych wynikéw FT-IR.
Doktorantka przedstawita rdwniez mozliwe ograniczenia technik w projektowaniu badan na
stronie 157. Taka umiejetnos¢ krytycznego spojrzenia na uzyskane wyniki $wiadczy o
dojrzatosci naukowej doktorantki.

Na samym koncu dysertacji znajdujg sie wnioski koncowe, literatura oraz liczne
osiggniecia doktorantki. Lista publikacji —to szes¢ sztuk wszystkie z listy czasopism
posiadajgcych Impact Factor IF o sumarycznym wskazniku okoto 30. Sg to publikacje w
renomowanych czasopismach typu Biosens. Bioelectron., Nanomedicine, Analytical
Biochemistry. Nastepnie podane sg, wystgpienia konferencyjne, oraz projekty naukowe.
Doktorantka byfta wykonawca w programie grantowym na prace B+R jednostek naukowych
w ramach projektu pt. ,Podkarpackie Centrum Innowacji” wspdtfinansowanego z
Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego w ramach Osi Priorytetowej nr |
"Konkurencyjna i innowacyjna gospodarka" z Regionalnego Programu Operacyjnego
Wojewddztwa Podkarpackiego na lata 2014-2020 Nabor 1l (numer grantu N3_134). Ponadto
byta gtéwnym badaczem w uczelnianego grantu dla mtodych naukowcdéw Uniwersytetu

Rzeszowskiego (numer identyfikacyjny grantu NIG/36/2022). Obydwa projekty byty

zwigzane z tematyka rozprawy doktorskiej.
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Podsumowujgc, stwierdzam, ze tres¢ recenzowanej pracy odpowiada tytutowi, a sposdb
jej zredagowania oceniam jako bardzo dobry. Badania przeprowadzone przez Doktorantke
stanowig nowoczesny i oryginalny wktad w opracowanie metody z zastosowaniem
potencjalnych markeréw diagnostycznych w ostrej biataczce limfoblastycznej ALL.
Doktorantka wykazata sie odpowiednia wiedzg teoretyczng oraz posiadaniem umiejetnosci
do samodzielnego prowadzenia eksperymentéw naukowych i prawidlowego
interpretowania wynikéw. W mojej opinii, przedstawiong prace doktorska nalezy ocenic
bardzo wysoko. Wobec szerokiego zakresu prezentowanych badan i bardzo warto$ciowych
wynikow, ktére zostaty opublikowane w renomowanych czasopismach naukowych.
Doktorantka moze pochwali¢ sie wystgpieniami na konferencjach oraz udziatem w dwdch

projektach naukowych. Jest to bardzo imponujacy dorobek.

Whniosek koncowy

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Anety Kowal zatytutowanej
,Zastosowanie spektroskopii IR i spektroskopii Ramana w poszukiwaniu potencjalnych
markerow diagnostycznych i prognostycznych w surowicy i szpiku kostnym pacjentow
pediatrycznych z ostrq biataczkqg limfoblastyczng (ALL)" spetnia wymogi stawiane
rozprawom doktorskim zgodnie z art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2023 r. poz. 742 ze zm.), w zwigzku z czym zwracam
sie do Rady ds. Stopni Naukowych w dyscyplinie nauk medycznych w Uniwersytetu
Rzeszowskiego z wnioskiem o nadanie Pani mgr Anecie Kowal stopnia doktora w

dyscyplinie nauk medycznych.

dr hab. n farm. Anna Sroka-Bartnicka, prof. UM
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