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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Natalii Warmuzinskiej
pt: ” Analiza lipidomiczna w diagnostyce transplantacyjnej”
wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Barbary Bojko

Podstawq formalng przygotowania recenzji jest pismo LADL.5201.1623.2025 z dnia
16.06.2025 r., otrzymane od Przewodniczqgcej Rady Dyscypliny Nauki Medyczne
dr hab. Iwony Sadowskiej-Krawczenko, w ktérym Rada Dyscypliny Nauki Medyczne Collegium
Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy, powierzyla mi funkcje recenzenta w
postepowaniuw sprawie nadania mgr Natalii Warmuzinskiej stopnia doktora w dziedzinie nauk
medycznych i nauk o zdrowiu.

Mgr Natalia Warmuzinska ztozyla rozprawe doktorska pt. Analiza lipidomiczna
w diagnostyce transplantacyjnej. Praca doktorska zostala wykonana pod kierunkiem Pani
promotor, prof. dr hab. Barbary Bojko w Katedrze Farmakodynamiki i Farmakologii
Molekularnej Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy, Uniwersytetu
Mikotaja Kopernika w Toruniu. Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska ma charakter
pracy pisemnej. Zostata przygotowana jako zbiér opublikowanych i powigzanych tematycznie
artykuléw naukowych opatrzonych stosownymi komentarzami Doktorantki. Rozprawa stanowi
206-stronicowy dokument, ktory obejmuje: wykaz publikacji stanowigcych podstawe
postepowania o nadanie stopnia naukowego doktora, streszczenia w jezyku polskim
i angielskim (po 2 strony kazde), wstgp (4 strony) wprowadzajacy do dwoch artykutow
przegladowych prezentujgcych podstawy teoretyczne podjetego tematu, cel pracy (1 strona),
wyniki badan wraz z ich oméwieniem i dyskusja — obejmujace cztery publikacje oryginalne
opatrzone dziewigciostronicowym komentarzem — oraz wnioski (1 strona). Zawiera takze
wykaz skrotow, spis pismiennictwa, rycin, wykaz osiggnigé Doktorantki, Opini¢ Komisji
Bioetycznej na temat prowadzonego badania, o$wiadczenia Autorki rozprawy doktorskiej o jej
wkladzie w powstanie artykuléw wchodzacych w sktad pracy oraz analogiczne o$wiadczenia
wspotautorow.



Ocena rozprawy

Rozprawa doktorska dotyczy jednego z kluczowych wyzwan wspotezesnej
transplantologii, jakim jest ograniczona skutecznos¢ diagnostyki okototransplantacyjnej.
Doktorantka postawita sobie za cel ocene potencjalnych mozliwosei wykorzystania techniki
mikroekstrakcji do fazy statej (SPME) w biochemicznej charakterystyce nerek przeznaczonych
do przeszczepienia. Mgr Natalia Warmuzifiska zaproponowata nowatorskie podejscie
analityczne polegajagce na bezpoéredniej analizie narzadu w warunkach ex vivo
z zastosowaniem tzw. biopsji chemicznej, zintegrowanej z profilowaniem lipidomicznym, co
stanowi oryginalng i innowacyjna koncepcje w tej dziedzinie badan. W pierwszym etapie
Doktorantka wykorzystata model zwierzgey, ktéry umozliwil oceng wptywu niedokrwienia na
lipidom narzadu, z uwzglgdnieniem dwdch typéw dawcéw. Réwnoczesnie przeprowadzita
poréwnanie wplywu réznych metod przechowywania nerck pomigdzy pobraniem
a przeszczepieniem na profil lipidomiczny. W kolejnym kroku Doktorantka przeniosta
opracowang metodyke do warunkéw klinicznych, podejmujgc prébg zastosowania metody
SPME jako narzgdzia wspomagajacego przewidywanie ryzyka powiklan po przeszczepieniu.
Zaproponowata panele metabolitéw i lipidéw o potencjalnym znaczeniu diagnostycznym, ktore
w przyszioéci moga znalezé zastosowanie w kwalifikacji i monitorowaniu narzadow
przeznaczonych do transplantacji.

Temat podjety przez Doktorantke jest niezwykle aktualny. W ostatnich latach, w obliczu
stale rosngcej liczby pacjentéw oczekujacych na przeszezepienie nerek oraz poglebiajacej sig
dysproporcji pomiedzy zapotrzebowaniem na narzady, a ich dostgpnoscig, szczegélnego
znaczenia nabierajg badania ukierunkowane na doskonalenie metod diagnostyki
okototransplantacyjnej. Zagadnienia zwiazane z oceng stanu i przydatnosci przeszczepianych
nerek, identyfikacja czynnikéw ryzyka powikian po transplantacji oraz poszukiwaniem nowych
metod ograniczajacych uszkodzenia niedokrwienno-reperfuzyjne nalezg obecnie do
kluczowych wyzwan wspélczesnej transplantologii. W zwiazku z tym prowadzonych jest wiele
badaf, zaréwno retrospektywnych, jak i prospektywnych, ktérych celem jest m.in.
prognozowanie funkcji przeszczepionego narzadu, zaréwno w perspektywie krotkoterminowej,
jak i dhigoterminowej. Tworzone sg rdznorodne modele szacujace prawdopodobienstwo
wystapienia powiklan po transplantacji, wykorzystujgce zaréwno dane dotyczace dawcy, jak
i biorcy. W ostatnich latach szczegdlng uwage zwraca sig¢ na metabolomike i lipidomike oraz
ich potencjat badawczy, gdyz odzwierciedlajg one aktualny stan metaboliczny organizmu
i narzadéw w momencie badania. Z tego wzgledu mogg dostarczaé bardziej aktualnych
informacji o kondycji przeszczepianego narzadu niz, na przyktad, proteomika. Niewgtpliwie
najbardziej wiarygodnym zrédfem takich danych jest materiat pobrany bezposrednio
z przeszczepianego narzadu. Jednak tradycyjna biopsja, ze wzgledu na swoj inwazyjny
charakter oraz zwigzane z nim ograniczenia etyczne, stwarza istotne trudnosci w badaniach
naukowych, zwlaszcza gdy konieczne jest wielokrotne pobieranie probek, ktére to zwigksza
ryzyko uszkodzenia narzadu oraz wystapienia powiktan. W tym kontekscie szczegdlnie
interesujgeg i innowacyjng propozycja jest zastosowanie zaproponowanej przez Doktorantke
techniki SPME, ktéra — dzieki minimalnie inwazyjnej procedurze — umozliwia wielokrotne
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pozyskiwanie materiatu do profilowania lipidomicznego badanego narzadu, bez istotnego
naruszania jego struktury. Istotnym atutem tej techniki jest takze prosty i szybki protokot
przygotowania prébek do analizy chromatograficznej, co otwiera realne perspektywy
wykorzystania jej w przysztosci w badaniach prowadzonych w miejscu opieki nad pacjentem,
czyli w tzw. diagnostyce przylézkowej. Diagnostyka przytézkowa jest jednym z najszybciej
rozwijajacych sie trendéw we wspolczesnej medycynie laboratoryjnej. Odpowiada ona na
potrzebe uzyskania wynikow w czasie rzeczywistym, co jest szczegolnie istotne w intensywnej
opiece medycznej oraz transplantologii. Rozwigzania umozliwiajace szybkie i minimalnie
inwazyjne pobranie materiatu, polaczone z szybka analiza lipidomiczna, majg ogromny
potencjal i stanowia odpowiedz na aktualne potrzeby transplantologii, w pelni wpisujac sie¢ w
éwiatowe kierunki badan w tej dziedzinie. Z tego wzgledu uwazam, ze podjety przez
Doktorantke temat jest aktualny i istotny dla rozwoju nauk medycznych i nauk o zdrowiu.

Wstep teoretyczny pracy opiera si¢ na dwéch artykutach. Pierwszy z nich (P.1) stanowi
przeglad ograniczen i zalet konwencjonalnych metod diagnostycznych oraz nowych,
potencjalnych narzedzi stuzacych ocenie jakosci narzadu, identyfikacji uszkodzenia
niedokrwienno-reperfuzyjnego, monitorowaniu perfuzji oraz przewidywaniu ryzyka
wystapienia opéznionej funkcji przeszezepu. Drugi artykut (P.2) po$wigcony jest zastosowaniu
techniki SPME w badaniach ukierunkowanych na monitorowanie przeszczepow w okresie
okolooperacyjnym oraz oméwieniu jej potencjalu jako nowoczesnego narzedzia
diagnostycznego. Artykuly w petni wyczerpaly tematyke zagadnienia i potwierdzily, ze
Doktorantka swobodnie porusza si¢ w obrebie badanej dziedziny, wykazujac si¢ dojrzatoscia
w doborze i wykorzystaniu Zrédet naukowych.

Cze$é wynikowa pracy obejmuje cztery artykuty oryginalne. Publikacja P.3 poswigcona
jest opisowi protokotu wykorzystania techniki SPME do biopsji chemicznej. Artykut
przedstawia szczegdtowy opis procedury — od przygotowania prébnika SPME, poprzez sposob
ckstrakcji, transportu, przechowywania, az po proces desorpcji analitéw ze zloza, analizg
instrumentalna oraz analize danych. W pracy przedstawiono réwniez wstepne wyniki analiz
lipidomicznych, uzyskane przy zastosowaniu opracowanego protokotu badawczego. Materiat
badawczy stanowily narzady na kolejnych etapach procesu transplantacyjnego — od pobrania
i przechowywania, az po fazg reperfuzji.

W publikacji P.4 Doktorantka zastosowata opracowany wezedniej protokot do oceny
zmian lipidomu narzadu w trakcie catego procesu transplantacji, przedstawiajac tym razem
szczegbtowe wyniki. Na wieprzowym modelu autotransplantacji nerek w dwéch scenariuszach
dawcéw —w modelu odzwierciedlajgcym dawcg zywego (HBD) i dawcg po zatrzymaniu
krazenia (DCD) — pobierata wielokrotne probki przy uzyciu sond SPME, podczas
normotermicznej perfuzji ex vivo. Wérdd zwigzkéw réznicujacych dawcéow HBD 1 DCD,
najbardziej obiecujgcymi lipidami do stworzenia zawgzonego panelu analitycznego, stuzacego
ocenie funkcji i jakosci przeszcezepu byly tréjglicerydy o réznej dhugosci tancuchdw acylowych
i liczbie wiazan podwdjnych, lizofosfatydylocholiny oraz fosfatydyloetanoloaminy. Nast¢pnie
na tym samym modelu (P.5) ocenita wplyw technik konserwacji hipotermiczne]
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i normotermicznej nerki pobranej od dawcy DCD, na profil lipidomiczny nerki. Analiza
chemometrycza wykazala, ze temperatura przechowywania ma wigkszy wptyw na profil
lipidomiczny nerki niz mechaniczny charakter metody konserwacji. Uzyskane wyniki sugerujg,
7e zastosowanie normotermicznej perfuzji nerki moze korzystnie wptywa¢ na funkcje
przeszczepu. W publikacji P.6 Doktorantka przedstawita wyniki badan przeprowadzonych na
materiale ludzkim, wykonujac biopsj¢ chemiczna nerki w wielu punktach czasowych, podczas
przechowywania narzadu. Dodatkowo przeanalizowata osocze biorcéw w celu identyfikacji
zmian zwiazanych z opdzniong funkcja przeszczepu. Badanie to stanowi pierwsze
zastosowanie biopsji chemicznej do oceny jakosci przeszezepu nerki w warunkach klinicznych,
a jego wyniki podkreslaja znaczacy potencjal translacyjny biopsji chemicznej oraz analizy
metabolitbw osoczowych w ocenie ryzyka 1 nieinwazyjnym monitorowaniu funkeji
przeszczepu.

Doktorantka zrealizowata wszystkie postawione sobie cele naukowe, uzyskujac wyniki,
ktére majg duzy potencjat aplikacyjny. W przedstawionej rozprawie nie dostrzegtam uchybien
o charakterze merytorycznym. Z obowigzku Recenzenta pragne jednak poprosi¢ Doktorantke
o odniesienie si¢ do kilku pytan, ktére nasungly mi si¢ w trakcie lektury rozprawy. Czy
w trakcie opracowywania protokolu badawczego (P.3) Doktorantka przeprowadzata jego
optymalizacje, a jesli tak — ktére elementy zostaly poddane temu procesowi?
W przedstawionym protokole pozostawiono badaczom pewna swobode w zakresie wyboru
metody sterylizacji. Czy w ramach badan analizowano wptyw zastosowanej metody sterylizacji
(zwhaszcza metod opartych na wysokiej temperaturze) na wlasciwosci zloza, w tym jego
porowato$é oraz obecnos$é grup funkcyjnych, ktére mogg mieé istotny wplyw na jego
whasciwosci sorpeyjne? Czy w trakcie pobierania probek zdarzaly si¢ sytuacje, w ktérych
prébnik trafit w wigksze naczynie krwionosne i jak wowezas postgpowano z takimi prébkami?
Prosze o uzasadnienie wyboru testow nieparametrycznych pomimo zastosowania transformaci
zmiennych i niewielkiej liczby powtdrzen (P.5). W publikacji P.6 wykazano, ze biopsja
chemiczna wykonywana podczas przechowywania narzadu ujawnia rézne zestawy lipidow
w zalezno$ci od czasu pobrania probki. Czy w toku badan Doktorantka zidentyfikowata lipidy
wykazujgce korelacje pomiedzy abundancjg a czasem? Jesli nie, czy jej zdaniem brak takiej
zaleznoéci moze nie$é ze soba jakie$ ryzyko/ograniczenia dla przysziego modelu
prognostycznego? Czy Doktorantka rozwazala stworzenie modelu prognostycznego
o charakterze mieszanym, laczacego dane uzyskane zaréwno z badan lipidomu osocza, jak
i z narzadu? Czy Doktorantka podejmowata probe poréwnania panelu metabolitéw uznanych
za obiecujace w prognozowaniu jakosci nerki w modelu wieprzowym z panelem lipidow
wyselekcjonowanych w modelu ludzkim?

Praca zostala napisana w sposéb klarowny i zrozumiaty. W niektérych miejscach
widoczne sa kalki jezykowe z jezyka angielskiego, co najprawdopodobniej wynika z faktu, ze
jezyk angielski stanowi podstawowe narzgdzie komunikacji naukowej. Nie wptywa to jednak
w istotny sposdb na odbiér tekstu, ktéry jest logicznie uporzadkowany i spojny pod wzglgdem
merytorycznym. Prace oceniam bardzo wysoko. Niniejsza praca w pelni spelnia wymagania

stawiane rozprawom doktorskim. Ponadto Doktorantka aktywnie uczestniczyla w innych
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badaniach realizowanych w Jednostce, dzigki czemu uzyskata dorobek naukowy wyrdzniajacy
sie na tle innych doktorantéw. Jej zaangazowanie badawcze, samodzielnos¢ oraz umiejetnosé
prowadzenia badan na wysokim poziomie $wiadczg o duzym potencjale naukowym i daja
podstawy do pozytywnej oceny zaréwno przediozonej rozprawy, jak i catoksztattu
dotychczasowej dziatalnosci badawczej.

Podsumowujac, przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Natalii
Warmuzifskiej prezentuje oryginalne rozwigzanie problemu naukowego i spelnia
ustawowe wymogi stawiane rozprawom doktorskim, okreslone w art. 187 ustawy z dnia
20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2022, poz. 574 z pozn. zm.).
Dlatego skladam wniosek do Rady Dyscypliny Nauki Medyczne Collegium Medicum im.
Ludwika Rydygiera w Bydgoszezy o dopuszczenie Pani mgr Natalii Warmuziiskiej do
dalszych  etapéw  postepowania w  sprawie nadania  stopnia doktora
w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu. Biorac pod uwage wysoki poziom
merytoryczny pracy, jej oryginalny i nowatorski charakter oraz istotny wymiar
aplikacyjny uzyskanych wynikow, wnioskuje o wyréznienie niniejszej rozprawy.

\gfwwwa %-_&L@;L

Dr hab. Joanna Giebultowicz

Zaklad Chemii Lekdw, Analizy
Farmaceutycznej i Biomedycznej

Wydziat Farmaceutyczny

Warszawski Uniwersytet Medyczny



