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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Marzeny Rugiet zatytutowanej ,Zastosowanie
nowoczesnych metod spektroskopowych do oceny wplywu diety ketogenicznej stosowanej w
okresie cigzy na rozwaj uktadu nerwowego potomstwa”.

Niniejszg recenzje sporzadzitem w zwigzku z uchwatg Rady Dyscypliny Nauki fizyczne nr RD-
NF.510.12.2026 z dnia 25.05.2026 wyznaczajaca mnie na recenzenta w postepowaniu w sprawie
nadania stopnia doktora Pani Marzenie Rugiet w rozprawie doktorskiej na temat: ,Zastosowanie
nowoczesnych metod spektroskopowych do oceny wptywu diety ketogenicznej stosowanej w okresie
cigzy na rozwdj uktadu nerwowego potomstwa”, w dyscyplinie: Nauki fizyczne. Przekazana mi do
recenzji praca zostata wykonana na Wydziale Fizyki i Informatyki Stosowanej Akademii Gérniczo —
Hutniczej im. Stanistawa Staszica w Krakowie. Doktorantka wykonata jg pod opiekg promotora — Pani
prof. AGH dr hab. inz. Joanny Chwiej.

Rozprawe doktorska Pani mgr Marzeny Rugiet stanowi cykl trzech publikacji opublikowanych
w czasopismach posiadajgcych Impact Factor i znajdujgcych sie w wykazie czasopism Ministerstwa
Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, co oznacza, ze przeszty rygorystyczny proces recenzji eksperckiej. Co
prawda doktorantka informuje, ze jedna z trzech publikacji oznaczona jako M1 znajduje sie w recenzji
w czasopismie ACS Chemical Neuroscience. Jednak w chwili pisania recenzji ww. praca zostata
opublikowana i mozna IE] znalezé na stronie czasopisma:
https://doi.org/10.1021/acschemneuro.6c00111. Udziat doktorantki w kazdej z prac zostat
potwierdzony w oswiadczeniach wspoétautoréow. Doktorantka uczestniczyta w opracowaniu koncepcji
badan, przeprowadzata czes¢ eksperymentalng, analizowata i interpretowata wyniki badan i
opracowywata tekst publikacji. Doktorantka jest pierwszym autorem publikacji objetych rozprawg
doktorska, co potwierdza jej wiodacg role w opracowaniu koncepcji badan, realizacji eksperymentéw
oraz opracowaniu wynikéw.

U podstaw badan objetych rozprawga doktorska lezg poszukiwania skutecznej metody leczenia
padaczki u kobiet ciezarnych, wolnej od stosowania lekéw przeciwpadaczkowych, z ktérych wiekszosé
moze negatywnie wptywac na rozwdj uktadu nerwowego ptodu. Jedng z proponowanych terapii jest
wykorzystanie diety ketogenicznej, ktéra wykazuje wysokg skutecznosé w leczeniu padaczki
lekoopornej u dzieci i dorostych. W badaniach wykorzystano mikrospektroskopie w podczerwieni z
transformatg Fouriera i mikroskopie Ramana oraz mikroskopie fluorescencji rentgenowskiej ze
wzbudzeniem synchrotronowym.

Zasadniczym celem badan objetych rozprawg doktorskg byta ocena wptywu diety
ketogenicznej stosowanej w okresie cigzy na rozwdj uktadu nerwowego potomstwa. W ramach ww.
gtéwnego celu doktorantka wyrdznita pie¢ celéw szczegdtowych. Pierwszym z nich byta optymalizacja
warunkéw pomiarowych oraz identyfikacja czynnikdw mogacych wptywaé¢ na jakos¢ wynikéw
uzyskanych przy zastosowaniu wybranych ww. technik spektroskopowych. Drugi polegat na okresleniu
zmian w przestrzennym rozmieszczeniu makromolekut biologicznych w wybranych obszarach mdézgu
szczurdw. Trzecim celem byta analiza zmian w przestrzennym rozmieszczeniu i zawartosci wybranych
pierwiastkdow w mozgu szczuréw w nastepstwie ekspozycji na diete ketogeniczng. Czwarty cel
szczeg6towy obejmowat ocene wptywu diety ketogenicznej na rozwdj uktadu nerwowego potomstwa,
w zaleznosci od etapu rozwoju postnatalnego. W ramach pigtego celu szczegétowego oceniono wptyw
prenatalnej ekspozycji na diete ketogeniczng, na rozwéj uktadu nerwowego potomstwa, w zaleznosci
od pfci.



Charakterystyka badan

Pierwsza publikacja wchodzgca w sktad rozprawy doktorskiej (oznaczona symbolem A1l),
zatytutowana ,,Does Ketogenic Diet Used in Pregnancy Affect the Nervous System Development in
Offspring? FTIR Microspectroscopy Study”, ukazata sie w 2023 roku w czasopismie ACS Chemical
Neuroscience. W pracy tej podjeto prébe okreslenia potencjalnych nieprawidtowosci w sktadzie
biomolekularnym maézgu, ktére moga wystgpi¢c u potomstwa po prenatalnej ekspozycji na diete
ketogeniczng. W tym celu samice szczurdw szczepu Wistar w okresie cigzy karmiono dietg ketogeniczng
lub standardowa laboratoryjng, a do dalszych badan wykorzystano ich meskie potomstwo w wieku 2,
6 oraz 14 dni. Do analizy topograficznej i ilosciowej gtéwnych makromolekut biologicznych (biatek,
lipidow, zwigzkow zawierajgcych grupy fosforanowe i karbonylowe oraz cholesterolu) w prébkach
mozgu zastosowano mikrospektroskopie w podczerwieni z transformacjg Fouriera. Przeprowadzone
mapowanie chemiczne oraz dalsze analizy potilosciowe i statystyczne wykazaty, ze stosowanie diety
ketogenicznej w czasie cigzy ogdlnie nie prowadzi do istotnych anomalii biochemicznych w mézgach
szczurow w wieku 2 i 6 dni. Wyjgtkiem od tej reguty byta zwiekszona wzgledna zawarto$¢ (w odniesieniu
do biatek) zwigzkéow zawierajgcych grupy fosforanowe w istocie biatej i korze mdzgowej szczuréw
dwudniowych narazonych prenatalnie na te diete. Wiekszg liczbe nieprawidtowosci stwierdzono w
mozgach potomstwa w wieku 14 dni, ktérego matki karmiono dietg ketogeniczng. Obejmowaty one
wzrost wzglednego poziomu zwigzkéw zawierajgcych grupy karbonylowe (zaréwno w korze, jak i w
komorkach wieloksztattnych oraz warstwie molekularnej formacji hipokampa), a takze spadek
wzglednej zawartosci lipidow i ich zmiany strukturalne w istocie biatej. Ponadto powierzchnia torebki
wewnetrznej (struktury istoty biatej) wyznaczona dla tej grupy wiekowej byta mniejsza u zwierzat
poddanych prenatalnej ekspozycji na diete ketogeniczng. Zaobserwowane zmiany wydajg sie wynikaé
z podwyzszonej ekspozycji ptodu na ciata ketonowe oraz z zaburzenn metabolizmu lipidéw. Mogg one
by¢ réwniez powigzane z procesami kompensacyjnymi organizmu matki, ktéry w okresie poporodowym
stopniowo nadrabia niedobory weglowodandw.

Druga publikacja (oznaczona symbolem A2), zatytutowana ,Element Changes Occurring in
Brain Point at the White Matter Abnormalities in Rats Exposed to the Ketogenic Diet During Prenatal
Life”, ukazata sie w czasopismie ACS Chemical Neuroscience w 2024 roku. W pracy tej wykorzystano
mikroskopie fluorescencji rentgenowskiej wzbudzanej promieniowaniem synchrotronowym (SR- i
oznaczono takie pierwiastki jak fosfor, siarka, potas, wapn, zelazo i cynk. Ponadto, aby zweryfikowac,
czy ewentualne skutki stosowania diety ketogennej majg charakter tymczasowy, czy dtugoterminowy,
w eksperymencie uwzgledniono rézne etapy rozwoju postnatalnego zwierzat. Uzyskane wyniki
potwierdzity duzg przydatnos¢ mikroskopii SR-XRF do $ledzenia zmian pierwiastkowych zachodzgcych
w mozgu podczas rozwoju postnatalnego, jak rowniez tych wywotanych prenatalng ekspozycjg na diete
wysokottuszczowa. Analiza topograficzna mézgdédw pobranych od potomstwa matek karmionych dietg
ketogenng w czasie cigzy oraz odpowiednich osobnikéw kontrolnych wykazata potencjalny wptyw
takiego sposobu zywienia na poziom pierwiastkdw w mdzgu, takich jak fosfor i siarka. U najstarszego
potomstwa zauwazono istotne zmniejszenie powierzchni obszaréw madzgu charakteryzujgcych sie
podwyzszong zawartoscig tych pierwiastkow, ktore pod wzgledem histologicznym i morfologicznym
odpowiadajg strukturom istoty biatej. Z kolei iloSciowa analiza pierwiastkowa wykazafa istotnie
obnizony poziom zelaza w prazkowiu i istocie biatej 30-dniowych szczuréw narazonych prenatalnie na
dziatanie diety ketogennej. Efekt ten miat charakter tymczasowy i nie zaobserwowano go u dorostych
zwierzat. Zaobserwowane nieprawidtowosci mogg by¢ powigzane ze zmianami w akumulacji
sfingomieliny i sulfatydow oraz swiadczyc¢ o zaburzeniach struktury i integralnosci mieliny wystepujacej
w istocie biatej.



Trzecia publikacja wchodzgca w skfad rozprawy doktorskiej (oznaczona symbolem M1) nosi
tytut: ,,Fourier Transform Infrared Imaging Supported by Raman Spectroscopy Reveals Biochemical
Changes in Adult Rat Brains Following Prenatal Exposure to a Ketogenic Diet”. Artykut ten zostat
opublikowany w 2026 roku w czasopiSmie ACS Chemical Neuroscience. Dzieki potgczeniu
uzupetniajgcych sie zalet mikrospektroskopii FTIR i ramanowskiej, niniejsza praca umozliwita wykrycie
subtelnych zmian biochemicznych w tkance modzgowej szczuréw karmionych prenatalnie dietg
ketogenna. Analizy spektroskopowe wykazaty zmiany zalezne od regionu mézgu i ptci, obejmujace
przede wszystkim metabolizm lipidow oraz zwigzkdw zawierajgcych grupy fosforanowe, ktére sg
kluczowymi sktadnikami mieliny i bton komdrkowych. Wiekszos¢ zmian zaobserwowano u 60-dniowych
samcow poddanych prenatalnej ekspozycji na diete ketogenng. W regionach hipokampa i kory
mozgowej wykryto inkluzje bogate w kreatyne i cholesterol, co moze odzwierciedla¢
nieprzystosowawcze skutki zmienionego metabolizmu energetycznego i/lub mechanizmy
neuroadaptacyjne zwigzane z predykcja metaboliczng. Ponadto badane samce szczuréw wykazywaty
obnizenie wartosci wielu parametréw FTIRM powigzanych z lipidami, co potencjalnie odzwierciedla
zaburzenia w funkcjonowaniu oligodendrocytéw lub w dynamice mielinizacji. Podczas gdy 30-dniowe
samice z grupy doswiadczalnej wykazywaty specyficzne dla regionéw moézgu spadki zawartosci lipidéw
oraz podwyzszone wskazniki zwigzane z fosforanami. Zmiany te ulegly w duzej mierze normalizacji do
60. dnia zycia, co wskazuje na stabilizacje rozwojowa efektéw metabolicznych po prenatalnej ekspozycji
na diete ketogenng. W przeciwienstwie do samcow, u samic nie zaobserwowano inkluzji kreatynowych
ani cholesterolowych, co prawdopodobnie odzwierciedla modulacje zalezng od pfci. Estrogeny regulujg
metabolizm kreatyny, wspierajg funkcje mitochondrialne i antyoksydacyjne oraz modulujg homeostaze
lipidowg, zapewniajac neuroprotekcje i tagodzac zaburzenia metaboliczne.

Ocena merytoryczna

Praca dotyka kluczowego problemu medycznego — poszukiwania bezpiecznych alternatyw dla
lekdw przeciwpadaczkowych u kobiet w cigzy oraz kompleksowego zrozumienia wptywu diety
ketogenicznej na rozwdj ptodu i potomstwa. Rozprawa doktorska Pani mgr Marzeny Rugiet reprezentuje
wysoki poziom naukowy i wpisuje sie w aktualne trendy badawcze na styku fizyki, biochemii oraz
medycyny. Doktorantka z powodzeniem potgczyta zaawansowane metody badan: mikrospektroskopie
w podczerwieni z transformaty Fouriera, mikroskopie Ramana, oraz mikroskopie fluorescencji
rentgenowskiej ze wzbudzeniem synchrotronowym. Taka kombinacja pozwolita na precyzyjng ocene
topograficzng i iloSciowg makroczgsteczek biologicznych oraz okreslenie rozktadu pierwiastkéow w
osrodkowym uktadzie nerwowym. Badania uwzglednity szeroki wachlarz etapéw rozwoju
postnatalnego (od 2. do 60. dnia zycia) oraz zrdznicowanie pod katem pftci, co pozwolito wykryé
subtelne, dtugofalowe oraz specyficzne dla ptci mechanizmy neuroadaptacyjne i neuroprotekcyjne
(m.in. okreslono role estrogendwy). Praca wpisuje sie w nurt badan translacyjnych, tgczac nauki fizyczne
z biomedycznymi. Oryginalnos¢ polega na kompleksowej ocenie wptywu diety ketogenicznej
(stosowanej jako alternatywa dla lekéw przeciwpadaczkowych) w okresie prenatalnym na rozwdj
osrodkowego uktadu nerwowego potomstwa, z uwzglednieniem szerokiego spektrum wiekowego (od
2. do 60. dnia zycia) oraz kryterium ptci.

Uwagi

W pierwszych dniach zycia (2. i 6. dzied) zmiany biochemiczne u potomstwa byty stosunkowo
niewielkie (poza podwyzszong zawartoscig zwigzkdw fosforanowych), natomiast wyrazniejszg liczbe
nieprawidtowosci (np. spadek lipidéw, zmiany w grupach karbonylowych, mniejsza powierzchnia
torebki wewnetrznej) zaobserwowano u 14-dniowych szczuréw. Z kolei u starszych osobnikow czesc
zmian ulegata normalizacji, ale pojawiaty sie inne specyficzne markery (np. inkluzje kreatynowo-
cholesterolowe u 60-dniowych samcéw). Jak doktadnie odréznié¢ przejsciowe efekty opdzinienia



rozwojowego od trwatych deficytéw neurologicznych wynikajacych z prenatalnej ekspozycji na diete
ketogeniczng? Czy zaobserwowane zmiany uwidocznity sie u wszystkich badanych osobnikéw w tych
samych ramach czasowych?

W odniesieniu do publikacji Al autorka sugeruje, ze cze$¢ zaobserwowanych zmian u
potomstwa moze wynikaé z proceséw kompensacyjnych organizmu matki nadrabiajgcej niedobory
weglowodandéw w okresie poporodowym. W jaki sposéb w zaplanowanym modelu badawczym mozna
precyzyjnie oddzieli¢ bezposredni wptyw ciat ketonowych na ptdd od wtdérnych efektéw zaburzen
metabolicznych u matki?

Trzecia publikacja (M1) wykazata wyrazne réznice w reakcji na diete pomiedzy samcami a
samicami (m.in. obecnos¢ inkluzji bogatych w kreatyne i cholesterol u 60-dniowych samcéw oraz ich
brak u samic, co powigzano z ochronnym dziataniem estrogendw). Czy zaobserwowane rdéznice
wynikajg wyfacznie z modulacji hormonalnej (estrogenéw), czy w gre wchodzg réwniez inne
mechanizmy epigenetyczne specyficzne dla chromosoméw piciowych?

Wszystkie eksperymenty opisane w rozprawie doktorskiej zostaty przeprowadzone na
zwierzetach. Niestety, w zadnym z trzech artykutéw objetych rozprawg doktorskg nie zamieszczono
wyczerpujacej dyskusji dotyczacej ekstrapolacji uzyskanych wynikdw na organizm cztowieka. Moje
zastrzezenie odnosi sie do specyfiki proceséw biochemicznych zachodzacych w mdzgu. Nalezy
podkresli¢, ze mdzg szczura wykazuje istotne rdznice wzgledem ludzkiego — nie tylko w aspekcie
makroskopowym (rozmiar i neuroanatomia), ale przede wszystkim w zakresie neurochemii oraz
dynamiki zachodzacych reakcji metabolicznych.

Dieta ketogeniczna jest wysoce skuteczna w terapii padaczki, jednak badania na modelu
zwierzecym wskazujg na ryzyko wystapienia subtelnych anomalii biomolekularnych w obrebie mieliny
i istoty biatej mdzgu potomstwa. Na ile uzyskane wyniki mogg stanowic bezposrednie przeciwwskazanie
lub wytyczng ostroznosciowg do stosowania restrykcyjnej diety ketogenicznej u kobiet w cigzy
cierpigcych na padaczke lekooporng w praktyce klinicznej?

Whioski koricowe i rekomendacja

Podsumowujac, stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska spetnia wymagania
okreslone w art. 187 ustawy z dnia 18 lipca 2018 roku ,Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce”
z pdzniejszymi zmianami. Wnioskuje o dopuszczenie rozprawy doktorskiej Pani mgr Marzeny Rugiet
do dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia doktora w dyscyplinie naukifizyczne.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska stanowi spdjne i wartosciowe studium
badawcze o duzym znaczeniu praktycznym, wpisujgce sie w nurt nowoczesnej fizyki medycznej. Wyboér
formy rozprawy w postaci cyklu publikacji w renomowanych czasopismach posiadajacych Impact Factor
Swiadczy o wysokiej jakosci uzyskanych wynikdw oraz ich uznaniu przez miedzynarodowe srodowisko
naukowe. W zwigzku z powyzszym wnioskuje o wyrdznienie rozprawy doktorskiej Pani mgr Marzeny
Rugiet.
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