/MW(} TJ*

yi
quvbz" ﬂb07\‘7‘-,€

Z-ca Przewodniczacej Prof. dr hab. Michat Ciborowski
Rady Dyscypliny Nauki Medyczne IUBILEUSZ
UNIWERSYTETU MEDYCZNEGO Uniwersytet Medyczny w Biatymstoku

prof. dr fjab. Tbma\sz Grzybowski W BIALYMSTOKU
& | 15302025 Zaktad Biochemii Lekarskiej

RECENZIA
rozprawy doktorskiej mgr Kamila Mateusza tuczykowskiego
pt.: ,Nowe mozliwosci diagnostyczne w monitorowaniu funkcji wgtroby
od pobrania narzqdu do przeszczepienia”
wykonanej w Katedrze Farmakodynamiki i Farmakologii Molekularnej Collegium Medicum
im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu

pod kierunkiem Prof. dr hab. Barbary Bojko.

Badania przeprowadzone przez Pana mgr. Kamila tuczykowskiego, na podstawie ktérych
ubiega sig¢ On o nadanie stopnia naukowego doktora, poswiecone byly opracowaniu oraz walidacji
metody analitycznej dedykowanej do pomiaru wybranych metabolitéw w zétci. Zaproponowany panel
metabolitéw pozwala na efektywng ocene jakosci pobranej od dawcy watroby oraz monitorowanie jej
stanu od pobrania narzadu az do jego przeszczepienia, zatem opracowana metoda moze byé
uzyteczna klinicznie. Jak dotad brak jest jednoznacznych i wiarygodnych metod oceny jakoéci watroby
przed transplantacjg, co sprawia, ze decyzje podejmowane przez chirurgéw sg czesto oparte na
ograniczonych danych laboratoryjnych i ocenie wizualnej narzadu, ktéra moze by¢ nieobiektywna.
Ponadto, liczba pacjentéw oczekujgcych na przeszczep watroby znacznie przewyisza liczbe
dostgpnych narzadéw, co powoduje koniecznoéé wykorzystywania organéw od dawcéw nie
spetniajacych standardowych kryteriéw, zapewniajacych, ze narzad jest w stosunkowo dobrym stanie
i daje wieksze szanse na powodzenie przeszczepu. W zwigzku z powyiszym do przeszczepu
kwalifikowane sg watroby dawcéw o zwiekszonym ryzyku, ktére sg bardziej narazone na powiktania
pooperacyjne, takie jak uszkodzenia niedokrwienno-reperfuzyjne czy dysfunkcja przeszczepu.
Nieinwazyjne, szybkie metody analityczne pozwalajagce na ocene jakosci watroby na podstawie
pomiaru metabolitéw w z6ici mogg zrewolucjonizowaé praktyke kliniczng, zwiekszajac iloéé mozliwych
do przeszczepienia narzaddw, a przy tym zmniejszajac liczbe odrzucer oraz ryzyko powikian. Biorac
pod uwage powyisze, podjety przez Doktoranta temat badawczy jest istotny klinicznie i poznawczo,

a efekt przeprowadzonych badari ma potencjat aplikacyjny.



W skiad ocenianej rozprawy doktorskiej wchodzg cztery publikacje naukowe, w tym dwie
prace pogladowe oraz dwie badawcze. Wszystkie sg pierwszoautorskimi publikacjami Doktoranta.
Sumaryczna warto$¢ wspotczynnika oddziatywania (z ang. impact factor) tych prac to ponad 28
punktéw oraz 400 punktéw MNiSW. Kazda z nich zostata opublikowana w innym czasopi$mie, a trzy
w ostatnim zestawieniu bazy Journal Citation Reports, opublikowanym w 2025 roku przez Clarivate
Analytics, znalazly sie w najwyzszej kategorii Q1. Jak dotad (pazdziernik 2025) prace te facznie byty
cytowane 17 razy, w tym ta opublikowana w 2024 roku juz 4-krotnie. Swiadczy to o istotnosci wybranej

przez Doktoranta tematyki i wartosci naukowej prowadzonych badan.

Gtéwne elementy obejmujacej 119 stron rozprawy to wstep, cel pracy, wyniki badan oraz
whnioski i bibliografia. Prace pogladowe sg wkomponowane w rozdziat ,Wstep”, a badawcze w rozdziat
,Wyniki badan”. Cato$¢ jest bardzo spdjna tematycznie, co $wiadczy o tym, ze zar6wno badania, jaki
cafa rozprawa, byty od poczatku przemyslane i dobrze zaplanowane. Ponadto, na poczatku rozprawy
umieszczone sa: spis tresci, wykaz skrétdw oraz streszczenia rozprawy w jezyku polskim i angielskim.
Ostatnie czeéci to dorobek naukowy Doktoranta, oéwiadczenia wszystkich autoréw publikacji
odnoénie ich roli i udziatu w przeprowadzonych badaniach i tworzeniu prac wchodzacych w skfad

rozprawy oraz spis rycin.

W czeici teoretycznej rozprawy Doktorant przedstawia aktualne dane dotyczace ilosci
pacjentéw potrzebujgcych przeszczepu watroby w poréwnaniu do ilosci wykonywanych zabiegow.
Dane te pokazuja, ze potrzeby sg duzo wigksze niz iloé¢ wykonywanych przeszczepéw. Wynika to m.in.
z jakosci dostepnych do przeszczepu narzadéw. We wstepie przedstawiona jest rowniez
charakterystyka donora, z podziatem na dawcéw spetniajgcych standardowe oraz rozszerzone
kryteria, gdzie w przypadku tych drugich ryzyko niepowodzenia przeszczepu jest wieksze. Badania
mgr. tuczykowskiego moga przyczynic sig do zwiekszenia ilosci przeszczepow, dzigki doktadniejszej
ocenie jakosci narzadu przeprowadzonej na podstawie molekularnej oceny 76tci. W kolejnym
podrozdziale wstepu opisane sa metody prezerwacji watroby przed transplantacjg. Do tego momentu
wstep obejmowat zagadnienia istotne z punktu widzenia tematyki prowadzonych badan, ale nie ujgte
w pracach pogladowych. Dalsza czeé¢ wstepu to prace pogladowe. Pierwsza z nich poswiecona jest
najnowszym metodom analizy 26tci oraz oznaczania kwaséw zdtciowych w réznych matrycach
biologicznych, ktére moga wspierac tradycyjne testy diagnostyczne stosowane do wykrywania
dysfunkcji watroby i choréb drog 76tciowych. Produkowane w watrobie kwasy z6tciowe ulegajg wielu
przemianom metabolicznym i sg obecne w réznych matrycach biologicznych, przez co ich oznaczanie

moze dostarcza¢ cennych informacji klinicznych wspomagajgcych diagnostyke. W artykule omdéwione



sa rézne metody przygotowania probek i platformy analityczne stosowane do analizy 26tci; przyktady
mikrobiologicznych, srodowiskowych czy ,,omicznych” badan zéfci; czy tez mozliwoséci wykorzystania
profili kwasow zétciowych jako biomarkeréw réznych choréb watroby i drég zétciowych. Praca
kompleksowo omawia zaréwno aspekty techniczne (przygotowanie prébek, platformy analityczne),
jak i praktyczne (wykorzystanie zétci i kwaséw zdiciowych w diagnostyce). Przeglad metod
analitycznych jest aktualny, szczegétowy i uzupetniony przyktadami zastosowan w badaniach
naukowych i klinicznych. Informacje zawarte w tej publikacji s przydatne dla szerokiego grona
odbiorcow, zaréwno analitykéw, klinicystow, jak i diagnostéw laboratoryjnych. Drugi artykut
pogladowy poswigcony jest zastosowaniu ekstrakeji do fazy statej (SPME) jako narzedzia do pobierania
probek przed analizami majgcymi na celu monitorowanie jakosci narzadéw do przeszczepéw. W pracy
przedstawione sg atuty tej metody, takie jak minimalna inwazyjnos¢, mozliwoé¢ pobieranie zaréwno
lotnych jak i nielotnych metabolitéw, duza kompatybilno$¢ z technikami opartymi na spektrometrii
mas, a takze prostota i szybkos¢ wykonania. Wskazane s3 rowniez ograniczenia tej metody, wéréd
ktérych mozna wymieni¢ mozliwos¢ wyekstrahowania jedynie wolnej frakcji metabolitéw, przez co
SPME daje mniej kompleksowa informacje niz klasyczne przygotowanie prébek (homogenizacja,
ekstrakcje rozpuszczalnikami) czy tez utrudniona mozliwos¢ oznaczania metabolitéw znajdujacych sie
na niskich poziomach stezen. Artykut ten trafnie podsumowuje potencjat SPME w monitorowaniu
przeszczep6w narzadowych i identyfikacji nowych biomarkeréw, ale zwraca tez uwage na ograniczenia
tej technologii i konieczno$¢ jej dalszego doskonalenia oraz integracji z innymi metodami
analitycznymi. Cato$¢ wstepu jest spéjna i zawiera wszystkie informacje, istotne z punktu widzenia
przedstawionych w dalszej czesci rozprawy badan. Po wstepie umieszczony jest cel pracy, w ktérym
jasno i szczegétowo zostaty przedstawione zafozenia badar wraz ze wskazaniem narzedzi, ktére

zostaty wykorzystane by je osiggnaé.

W rozdziale ,Wyniki badan” umieszczone sg dwie publikacje badawcze. Kazda z nich
poprzedzona jest streszczeniem w jezyku polskim zawierajacym informacje o tym czego dotyczyta,
jakie przeprowadzono badania, jakie uzyskano wyniki oraz osiggniete cele badar.

W pierwszej czesci przeprowadzonych badan, przedstawionych w publikacji ,Biliary
Metabolome Profiling for Evaluation of Liver Metabolism and Biliary Tract Function Related to Organ
Preservation Method and Degree of Ischemia in a Porcine Model”, Doktorant skupit sie na ocenie
wptywu réznych metod konserwacji oraz stopnia niedokrwienia watroby na zmiany w profilu
metabolitéw z6tci. Celem tych badan byta identyfikacja zwigzkéw drobnoczasteczkowych, ktére
potencjalnie mogg stuzy¢ jako biomarkery pozwalajgce na monitorowanie zmian zachodzacych

w konserwowanych narzgdach w okresie okofotransplantacyjnym. Badania przeprowadzono na



modelu zwierzecym ($winie Yorkshire). Poréwnano dwa sposoby przechowywania watroby przed
przeszczepem: klasyczng statyczng hipotermig i normotermiczng perfuzje pozaustrojowa. Poréwnano
narzady od dawcéw po zatrzymaniu krgzenia z roznym czasem niedokrwienia. Metabolitami zéfci,
ktére réznicowaty grupy badawcze byly gtéwnie kwasy zétciowe, aminokwasy oraz zwiazki lipidowe.
Statyczna hipotermia prowadzita do zwiekszenia pozioméw m.in. kwasu chenodeoksycholowego,
kwasu arachidonowego czy tez nasyconych i jednonienasyconych lizofosfatydylocholin, co moze by¢
zwigzane ze zmianami w szlakach syntezy kwasow zétciowych i stanem zapalnym narzgdu.
Normotermiczna perfuzja pozaustrojowa skutecznie ograniczata negatywny wptyw niedokrwienia na
funkcje narzadu, a istotne zmiany w skfadzie zotci obserwowano dopiero po dtuzszym (90 min.) czasie
niedokrwienia. Krotkotrwate niedokrwienie przed pobraniem narzadu skutkowato istotnymi zmianami
w sktadzie metabolitéw w z6tci w przypadku konserwacji metoda statycznej hipotermii, a w przypadku
drugiej metody zmiany pojawiaty sie dopiero przy dtuzszym czasie niedokrwienia. Uzyskane wyniki
badari wskazuja, iz normotermiczna perfuzja pozaustrojowa lepiej chroni narzad przed uszkodzeniem
niedokrwiennym, a ponadto zaproponowane zostaty potencjalne biomarkery, ktdre moga byc
przydatne do oceny jakosci narzaddw przeznaczonych do przeszczepu.

Druga cze$¢ badan, znajdujaca sie w publikacji “Recent solid-phase microextraction-based
analytical approaches for the profiling of biliary bile acids in pre-transplant assessments of liver grafts
subjected to normothermic ex vivo liver perfusion”, byta poswigcona opracowaniu i walidacji
nowoczesnej i szybkiej metody analitycznej do profilowania kwaséw z6tciowych w 26fci, ktéra moze
by¢ uzyteczna do oceny jakosci planowanych do przeszczepienia watréb, zwiaszcza tych
charakteryzujacych sie zwiekszonym ryzykiem powikian. Doktorant zoptymalizowat i zwalidowat
wysokoprzepustowa metode do oznaczania wybranych kwasow z6tciowych przy pomocy
mikroekstrakcji cienkowarstwowej oraz chromatografii cieczowej sprzgzonej ze spektrometrig mas
(TEME-LC-MS). Ponadto, aby skroci¢ czas analizy, zaproponowat metode bezposredniej analizy
kwaséw zétciowych z zétci, bez rozdziatu chromatograficznego. Wykorzystat do tego bezposrednie
sprzezenie mikroesktrakcji na fazie statej ze spektrometrem mas za posrednictwem otwartego
interfejsu mikroprzeptywowego. Pozwolito to na uproszczenie etapu przygotowania probek, skrocenie
czasu analizy do kilku minut oraz zminimalizowanie uzycia odczynnikéw organicznych. Metody te
zostaty wykorzystane do oznaczenia kwasdw zétciowych w prdobkach z6tci pobranych podczas
przechowywania watroby przed przeszczepem stosujac normotermiczng perfuzje pozaustrojows,
w trakcie reperfuzji oraz po przeszczepie. Na podstawie wykonanych oznaczenn Doktorant
zaproponowat trzy kwasy zétciowe: taurocholowy, glicocholowy oraz glikocheno-deoksycholowy jako

markery pozwalajgce oszacowac jako$¢ narzadu przed przeszczepem.



Po przeczytaniu obu publikacji badawczych nasunety mi sie nastepujace pytania:

1. Jak byty pobierane prébki zétci w kazdej z badanych grup? Jaka byta objetoé¢ pobieranej probki?

2. Czy poszczegoine grupy prébek (BL, perfusion, reperfusion, POD i SHAM) réznity sie znaczgco
matryca? W przypadku badan przedstawionych w publikacji P3, jaki byt $redni catkowity sygnat
zarejestrowany dla poszczegdlnych grup probek? Jezeli matryce réznity sie, czy byta rozwazana
lub podejmowana préba normalizacji uzyskanych danych w zaleznosci od ztozonoéci badanych
probek?

3. Ad.P3-Identyfikacja niektérych metabolitdw jest bardzo doktadna, np.: 2,5-Dichloro-4-oxohex-
2-enedioate czy 4,9-heptadeca-1,4,9-trien-6-yn-3-ol. Na jakiej podstawie dokonano tak
precyzyjnej identyfikacji w/w i innych metabolitéw?

4. Ad. P4 — Myslac o praktycznym wykorzystaniu metod przedstawionych w tej publikacji, czy
zdaniem Doktoranta metoda pomiaru izobaréw kwaséw z6tciowych przy pomocy SPME-MOI-
MS moze by¢ wykorzystana do dalszych badarn majgcych na celu wdrozenie oceny jakoéci
watroby do przeszczepu na podstawie pomiaru kwaséw zéiciowych w étci? Czy jednak
w dalszych badaniach powinny by¢ ciagle stosowane obie metody by jeszcze poréwnaé ich

uzytecznosc?

Whioski wyciagniete przez Doktoranta z przeprowadzonych badar przedstawione sg
w odrgbnym rozdziale. Odpowiadajg one postawionym celom pracy. Doktorant wskazuje, ze
normotermiczna perfuzja maszynowa ogranicza negatywny wptyw niedokrwienia na funkcje watroby,
a pomiar stgzenia wybranych metabolitéw w zdfci moze byé wykorzystany do oceny stopnia
niedokrwienia narzgdu i jego przydatnosci do przeszczepu. Ponadto, wykorzystana przez Doktoranta
technika mikroekstrakcji do fazy statej moze by¢ z powodzeniem stosowana do przygotowania probek
26ici do oznaczeri metabolomicznych, a zaproponowana metoda SPME-MOI-MS pozwala na
uzyskiwanie wynikow w krétkim czasie, dzieki czemu moze sta¢ sie przydatnym narzedziem do oceny

funkcji narzadéw i wezesnej predykcji ewentualnych powikfan po przeszczepie.

W dalszej czgsci rozprawy zebrany jest dorobek naukowy Doktoranta. Pan mgr Kamil
tuczykowski jest wspétautorem prawie 20 publikacji o facznym impact factor prawie 100 oraz dwéch
rozdziatow w ksigzkach i ponad 20 doniesieri zjazdowych. Biorac pod uwage etap kariery, dorobek ten
jest imponujacy. Dotaczone do rozprawy os$wiadczenia autoréw publikacji bedacych jej podstawg

_Jasno wskazujg, ze Pan mgr Kamil tuczykowski jest wiodgcym autorem wszystkich tych prac, a jego

pierwsza pozycja na liscie autoréw jest adekwatna do wiozonej pracy. Spis literatury to jedynie 18



pozycji. Wynika to z faktu, ze w dokument wkomponowane sa 4 publikacje, a dodatkowe tresci sg

uzupetnieniem o informacje ktérych nie ma w tych pracach, tak by rozprawa stanowita spdjng catosc.

Podsumowujac, rozprawa doktorska Pana mgr. Kamila tuczykowskiego zostata przygotowana
z dbatoscig o walory estetyczne i niemal brak w niej bteddw stylistycznych czy edytorskich. Pojedyncze
btedy jakie znalaztem to okreslenie ,spektrometrem masowym” zamiast »spektrometrem mas”
w streszczeniu oraz na stronie 77, a takze ,metabomicznych” zamiast ,metabolomicznych” na stronie
31. Ponadto na tej samej stronie technika SPME jest wskazana jako skuteczne narzgdzie do oznaczania
zwiazkéw. Rozumiem, e jest to skrét myslowy, jednak w tekscie naukowym powinno to by¢ opisane
precyzyjnie. Jest to technika przygotowania prébki do oznaczania zwigzkéw. Podobnie w celu
rozprawy, zdanie ,..rozwigzan analitycznych poszukujgcych parametrow lub zwigzkow
umozliwiajacych bardziej efektywna oceng jakosci narzadéw przed transplantacja.” zmodyfikowatbym
nastepujaco: ,..rozwigzan analitycznych poszukujacych parametrow lub zwigzkow, ktorych pomiar
umozliwi bardziej efektywna ocene jakosci narzadéw przed transplantacjg.” Bfedy te sg jednak
marginalne, a od strony merytorycznej przeprowadzone badania wnosza istotny wktad w rozwoj
transplantologii watroby. Opracowane metody analityczne mogg przyczyni¢ sie do stworzenia
szybkiej, precyzyjnej i ekologicznej diagnostyki pozwalajacej na oceng jakosci przeszczepianych

narzadéw na podstawie analizy metabolitow zdfci.

Biorgc pod uwage powyisze stwierdzam, iz zgodnie z art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2023 poz. 742), oceniana rozprawa doktorska spetnia
wymogi stawiane tego typu dzietom. W zwigzku z czym zwracam sie do Rady Dyscypliny Nauki
Medyczne Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy z wnioskiem o dopuszczenie Pana
mgr. Kamila tuczykowskiego do dalszych etapéw postgpowania w sprawie nadania stopnia
naukowego doktora. Ponadto, w zwigzku z tym, iz przeprowadzone badania sg na wysokim poziomie
naukowym, wyrdzniajg sie innowacyjnoécia, a uzyskane wyniki majg potencjat aplikacyjny
przedktadam Radzie Dyscypliny Nauki Medyczne Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera

w Bydgoszczy wniosek o wyrdznienie rozprawy.

Biatystok, 31.10.2025
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