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Biatystok, 05.08.2025

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Natalii Warmuzinskiej

-ca Przewodniczgce]

Rady Dyscyphiny Na‘ki Medyczne pt. ,Analiza lipidomiczna w diagnostyce transplantacyjnej”
(S sporzadzona na podstawie uchwaty Rady Dyscypliny Nauki Medyczne
prof. gf hab. Tomasz Grzybowski

Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy

Mgr Natalia Warmuziriska ukonczyta studia magisterskie na kierunku Analityka
Medyczna w Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy Uniwersytetu Mikotaja
Kopernika w Toruniu w 2016 roku. Po ukonczeniu studidow rozpoczeta studia doktoranckie w
dziedzinie nauk medycznych, dyscyplinie biologia medyczna w macierzystej Uczelni. Obecnie
jest zatrudniona na stanowisku Starszego Specjalisty Inzynieryjno-Technicznego w Katedrze
Farmakodynamiki i Farmakologii Molekularnej Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w
Bydgoszczy, Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu. Kandydatka spetnia ustawowy
wymaog posiadania tytutu zawodowego magistra.

Pani Magister jest wspdtautorkag 13 publikacji (o tacznej wartosci IF 67,735, punktacji
MNiSW 1480) dwéch rozdziatbw w monografiach naukowych oraz 14 doniesien
prezentowanych podczas konferencjach krajowych i zagranicznych. Dorobek ten swiadczy o
ogromnej pracowitosci i zaangazowaniu Doktorantki.

Rozprawa doktorska mgr Natalii Warmuzinskiej ma forme zbioru szesciu powigzanych
tematycznie publikacji wieloautorskich: dwaéch poglgdowych i czterech oryginalnych. Prace te
opublikowano w latach 2020-2024 w recenzowanych czasopismach o tgcznym wspotczynniku
wptywu IF 22,955, punktacji MNiSW 650. W trzech pracach Doktorantka jest pierwszym
autorem, w pozostatych jednym z dwdch rownorzednych pierwszych autorow. Kopie prac
zawarte sg w rozprawie. Promotorem rozprawy jest wybitna specjalistka z zakresu bioanalizy
prof. dr hab. n. farm. Barbara Bojko.

Pani Magister przedstawita o$wiadczenia wspétautoréow dotyczace ich udziatu w
badaniach przedstawionych w publikacjach stanowigcych rozprawe doktorska. Z dokumentéw
wynika, ze Kandydatka petnita w przygotowaniu tych prac role znaczaca, m. in.: gromadzita
literature i przeprowadzita jej analize, wykonywata analizy instrumentalne, uczestniczyta w
interpretacji wynikéw, analizie statystycznej i wizualizacji danych, przygotowywata
manuskrypty oraz wprowadzata poprawki w trakcie procesu publikacyjnego. Na
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przeprowadzenie badan przedstawionych w dysertacji uzyskano zgody Komisji Bioetycznej
przy UMB w Toruniu.

Rozprawa doktorska prezentuje ogélng wiedze teoretyczng mgr Natalii Warmuziriskiej
w zakresie dyscypliny nauk medycznych w obszarze niezwykle waznego problemu
badawczego jak i klinicznego - niedoboru nerek do transplantacji oraz mozliwosci rozwigzania
tego wyzwania. Wstep (Rozdziat 5), publikacje przegladowe oraz wstepy do pozostatych prac
zawartych w rozprawie stanowg przeglad aktualnej literatury i argumentacje zasadnosci
podjecia badan bedacych przedmiotem rozprawy. Z analizy literatury dokonanej przez
Doktorantke wynika, ze liczba pacjentéw oczekujgcych na przeszczep nerki gwattownie rosnie,
co prowadzi do coraz wigkszej dysproporcji miedzy zapotrzebowaniem na narzady a
dostepnoscia nerek do transplantacji. Niedobdr organéw powoduje wykorzystywaniem nerek
marginalnych od dawcéw rozszerzonych kryteriéw (ECD), w celu zwiekszenia puli dawcow i
skrocenia czasu oczekiwania pacjentow z schytkowg niewydolnoscig nerek. Przeszczepy od
dawcdw ECD wiaza sie z gorszymi wynikami niz te od dawcéw spetniajgcych standardowe
kryteria m.in. ze zwigkszonym ryzykiem opdznionego podjecia funkcji przez przeszczep lub
pierwotng niewydolnosca przeszczepu. Istnieje zatem konieczno$¢ opracowania metod oceny
jakosci przeszczepu, zwtaszcza w przypadku ECD. Obecnie ocena jakosci nerek do przeszczepu
polega gtownie na analizie badan laboratoryjnych dawcy, klinicznych wskaznikéw ryzyka,
ocenie wizualnej narzadu oraz niekiedy - biopsji i parametrow perfuzji. Jak wskazuje mgr
Natalia Warmuzinska w ostatnich latach rozwinety sie narzedzia analityczne umozliwiajgce
doktadniejsze badanie jakosci narzadow, takie jak nowoczesne techniki obrazowania,
transkryptomika, genomika, proteomika, metabolomika, lipidomika oraz innowacje w zakresie
perfuzji narzaddw. Podejscia te pozwalajg na identyfikacje mechanizmdw uszkodzenia
niedokrwienno-reperfuzyjnego i odrzutu przeszczepu. Podsumowaniem przegladu literatury
oraz oceng mocnych i stabych stron obecnie stosowanych metod diagnostycznych oraz
najnowszych strategii w zakresie oceny jakosci przeszczepéw jest pierwsza z prac
stanowigcych rozprawe doktorska — ,A review of current andemerging trends in donor graft-
quality assessment techniques” (1. Clin. Med., 2022).

Analiza literatury dokonana przez Doktorantke ponadto wskazata, iz jednym ze
sposobdw na zwigkszenie dostepnosci narzadéw do przeszczepdw jest rozwdj metod
analitycznych  umozliwiajacych lepszg ocene jakosci narzadéw. Jako narzedzie
umotzliwiajgcych ocene funkcji przeszczepu oraz profilowanie narzagdéw poddanych réznym
protokotfom konserwacji wskazana zostata mikroekstrakcja do fazy statej (SPME).
Podsumowanie literatury w zakresie zastosowania SPME w konteks$cie wyzwar analitycznych
zwigzanych z roznymi typami probek wykorzystywanych w okresie okotooperacyjnym
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wskazujace na potencjat tej techniki jako narzedzia diaghostycznego stanowi druga z prac
zawartych w ocenianej rozprawie doktorskiej — ,Solid phase microextraction — a promising
tool for graft quality monitoring in solid organ transplantation” (Separations, 2023, 10, 153).

Szczegbtowa analiza literatury pozwolita Doktorantce na precyzyjne wskazanie celu
badan realizowanych w ramach rozprawy doktorskiej. Przedmiotem ocenianej rozprawy
doktorskiej sg nowatorskie, oryginalne badania nad rozwigzaniem problemu niskiej
skutecznosci diagnostyki okoto transplantacyjnej poprzez ocene przydatnosci metody SPME
do analizy jakosci nerek wykorzystywanych do przeszczepdéw. Badania te stanowig
nowatorskie podejscie analityczne, polegajgce na bezposrednim badaniu tkanki in vivo za
pomocg SPME - chemiczne] biopsji, potgczonej z analizg profilu lipidomicznego i
metabolomicznego. W poczatkowej fazie eksperymentow zastosowano model zwierzecy, aby
zbada¢ wplyw niedokrwienia na stan narzadu, uwzgledniajagc dwa typy dawcdw oraz
poréwnujgc metody przechowywania narzaddw i ich wptyw na lipidom nerek. Ostatecznym
celem byta ocena moiliwosci wykorzystania techniki SPME do zidentyfikowania
nowatorskiego panelu metabolitow i lipidow, ktdére moga mie¢ znaczenie diagnostyczne w
ocenie jakosci przeszczepianego narzadu oraz pozwolg prognozowac ryzyko powiktan w
praktyce klinicznej u pacjentéw z przeszczepem nerek.

Pierwsza z prac eksperymentalnych zawartych w rozprawie doktorskiej (,Using a
chemicalbiopsy for graft quality assessment” Jove-J. Vis. Exp. 2020, 160, e60946) ma forme
filmu video oraz przedstawia niskoinwazyjny protokét biopsji chemicznej pozwalajacej na
wielokrotne pobieranie prébek z tej samej tkanki, co umozliwia $ledzenie zmian zachodzacych
w narzgdzie na wszystkich etapach procedury przeszczepienia - od pobrania narzadu, przez
jego przechowywanie, az po reperfuzje. Zastosowana mikroekstrakcja do fazy statej pozwolita
na kompleksowa analize metabolomiczng i lipidomiczng niskoczasteczkowych zwigzkow
obecnych w nerkach przeznaczonych do przeszczepienia. Niewielki rozmiar sondy SPME
umozliwit bezposdrednie pobranie metabolitéw z narzadu bez pobierania fragmentdow tkanki.
Potgczenie tej innowacyjnej metody poboru prébek z wysokorozdzielczg spektrometrig mas
umozliwito identyfikacje charakterystycznych zwiazkéw chemicznych, ktére mogg petnic role
biomarkerdow jakosci przeszczepu oraz wskainikow ryzyka rozwoju jego dysfunkcji. Wartym
podkreslenia jest, iz przygotowany przez Doktorantke profesjonalny materiat video, ktérym
jest publikacja, pozwala na tatwe zrozumienie i nauczenie sie prezentowanej procedury przez
zespoty, ktdre zdecydujg sie na wykorzystanie prezentowanej techniki.

Opracowany protokét Doktorantka wykorzystata w kolejnym etapie badan in vitro.
Nerki swin poddano wielokrotnemu pobieraniu probek sondami SPME w réznych momentach

procedury, aby sledzi¢ zmiany zachodzace w narzadzie na roznych etapach procedury
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transplantacyjnej. Przeprowadzono autotransplantacje nerek w modelu swinskim, symulujac
dwie Sciezki dawstwa: dawcy z bijagcym sercem (HBD) oraz dawcy po zatrzymaniu krazenia
(DCD). Przeszczepy byly poddane ciggtej normotermicznej perfuzji ex vivo. Profilowanie
metabolomiczne i lipidomiczne, przeprowadzone za pomocg wysokosprawnej chromatografii
cieczowej sprzezonej ze spektrometrig mas, ujawnito réznice pomiedzy nerkami HBD i DCD.
Zmiany dotyczyty gtéwnie metabolizmu energetycznego i glukozy oraz poziomow
aminokwasow egzogennych, nukleozydéw purynowych, lizofosfocholin, fosfoetanoloamin i
trojgliceryddw. Wyniki uzyskane przez Doktorantke potwierdzity zasadnos¢ zastosowania
biopsji chemicznej w ocenie jakosci przeszczepdw i monitorowaniu funkcji nerek podczas
perfuzji (praca numer 4 w rozprawie - Metabolomic and lipidomic landscape of porcine kidney
associated with kidney perfusion in heart beating donors and donors after cardiac death.
Transl Res., 2024, 267:79-90).

Wyniki uzyskane w powyiszych badaniach pozwolity Pani Magister na realizacje
kolejnego etapu badan - oceny wptywu technik konserwacji hipotermicznej i normotermicznej
na profil lipidomiczny nerki przy uzyciu mikroekstrakcji do fazy statej jako metody poboru i
preparatyki probki. Doktorantka poréwnata trzy metody konserwacji nerek: hipotermii prostej
(SCS), hipotermicznej perfuzji maszynowej (HMP) oraz normotermicznej perfuzji maszynowej
(NEVKP) w kontekscie jakosci przeszczepu, wykorzystujgc profilowanie lipidomiczne i metode
SPME. Uzyskane wyniki wykazaty, ze normotermiczna perfuzja ex vivo (NEVKP) korzystnie
wptywa na profil lipidowy narzadu, w przeciwienstwie do metod hipotermicznych (SCS, HMP),
ktére wiaza sie z wyiszym poziomem lipidow zwigzanych z uszkodzeniami komérkowymi.
NEVKP moze wiec poprawiac jakosS¢ przeszczepu. Badania Doktorantki potwierdzity ponadto
skutecznos¢ metody SPME w monitorowaniu zmian metabolicznych w czasie (publikacja
numer 5 - The impact of normothermic and hypothermic preservation methods on kidney
lipidome—comparative study using chemical biopsy with microextraction probes. Front. Mol.
Biosci., 2024, 11, 1341108).

Ostatni etap badan stanowita weryfikacja zatozen gtownego celu badawczego
rozprawy doktorskiej Natalii Warmuzinskiej. Doktorantka przeprowadzita analizy
metabolomiczne i lipidomiczne tkanek nerek dawcéw oraz osocza biorcédw w rézinych
punktach czasowych, w celu identyfikacji zwigzkéw chemicznych mogacych przewidywac
ryzyko opdznionej funkcji przeszczepu (DGF). Wykorzystata SPME jako "biopsje chemiczng" do
analizy nerek, a cienkowarstwowg mikroekstrakcje do wysokoprzepustowego przygotowania
probek osocza. Po analizie uzyskanych danych z uzyciem wysokosprawnej chromatografii
cieczowej sprzezonej ze spektrometriag mas zastosowata algorytm ,random forest” w celu
wytypowania zwigzkéw o potencjale prognostycznym dla oceny ryzyka DGF przed
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przeszczepieniem. Poréwnanie profili metabolomicznych i lipidomicznych osocza biorcéw we
wczesnych dniach po operacji pozwolito na identyfikacje metabolitéw rdznicujgcych
pacjentow z DGF i bez DGF. Zidentyfikowane zwigzki to gtownie aminokwasy i ich pochodne,
nukleotydy, kwasy organiczne, peptydy oraz lipidy gtownie z grupy fosfolipidow i
trojglicerydéw. Badanie to potwierdzito duzy potencjat biopsji chemiczne] i analizy
metabolitdw osocza w ocenie ryzyka DGF oraz nieinwazyjnym monitorowaniu powiktan po
przeszczepie co stanowi realizacje giéwnego celu badawczego wskazanego w niniejszej
rozprawie. Zidentyfikowane metabolity stanowig podstawe do opracowania metody oceny i
nadzoru nad DGF w praktyce klinicznej (publikacja numer 6 Dysertacji - Metabolomic and
lipidomic profiling for pre-transplant assessment of delayed graft function risk using chemical
biopsy with microextraction probes. Int. J. Mol. Sci., 2024, 25, 13502)

Podsumowaniem przeprowadzonych badan jest szes¢ syntetycznych wnioskdw, ktére
przedstawiajg najistotniejsze elementy poznawcze pracy. O dojrzatosci naukowej Doktorantki
Swiadczy ostatni wniosek, w ktérym wskazuje konieczno$¢ rozwiniecia badan z
wykorzystaniem wiekszych grup pacjentéw. Strona edytorska pracy nie budzi watpliwosci.
Rozprawa jest napisana w sposdb zrozumiaty i staranny. Zgodnie z wymogiem ustawowym do
rozprawy dotgczone jest streszczenie w jezyku angielskim (Rozdziat 4).

Rozprawe doktorska mgr Natalii Warmuzinskiej oceniam jak bardzo dobrg. Pani
Magister zrealizowata wszystkie zatozone, zaawansowane cele badawcze. Do badan
wykorzystata nowoczesne metody instrumentalne, chemometrie oraz modele in vivo.
Rozprawa doktorska mgr Natalii Warmuzifskiej stanowi oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego i klinicznego jakim sag niedobory nerek i ich jakos¢ do przeszczepdw tego narzadu.
Pani Magister wskazata, ze zastosowanie SPME w warunkach klinicznych pozwala na predykcje
ryzyka wystgpienia powiktfan oraz zidentyfikowata panel metabolitow i lipiddw o potencjalnym
znaczeniu diagnostycznym w postepowaniu transplantacyjnym nerki. Wyniki badan zawarte
w rozprawie doktorskiej majg zatem charakter zaréwno poznawczy jak i aplikacyjny. Rozprawa
doktorska jest dowodem na umiejetnos¢ mgr Natalii Warmuzifiskiej samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej

Ze wzgledu na przygotowanie rozprawy doktorskiej w formie zbioru publikacji, ktdre z
pewnoscig zostaty poddane szczegdtowej, krytycznej analizie w trakcie procesu
publikacyjnego nie mam uwag do tych prac. Ich opublikowanie z pewnosciag wymagato
odniesienia sie do szeregu uwag recenzentow powotanych przez redakcje czasopism. Z punktu
widzenia recenzenta interesujgce sg plany mgr Natalii Warmuzinskiej dotyczace rozwiniecia

przedstawionych w rozprawie badan.
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Podsumowujgc, w mojej ocenie rozprawa doktorska mgr Natalii Warmuzinskiej pt.
»Analiza lipidomiczna w diagnostyce transplantacyjnej” spetnia warunki stawiane rozprawom
doktorskim zgodnie z art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce (Dz.U. z 2024 r., poz. 1571) w zwigzku z czym zwracam sie do Rady Dyscypliny Nauki
Medyczne Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy z wnioskiem o nadanie
mgr Natalii Warmuziriskiej stopnia doktora w dyscyplinie nauk medycznych.

Z uwagi na wysoki poziom naukowy rozprawy oraz aplikacyjny charakter wynikéw
badan w niej przedstawionych, zwracam sie do Rady Dyscypliny Nauki Medyczne Collegium
Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy z wnioskiem o wyrdznienie rozprawy
doktorskiej mgr Natalii Warmuziniskiej.
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