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Oddzial w Krakowie

Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Marzeny Rugiel
zatytulowanej:

,Zastosowanie nowoczesnych metod spektroskopowych do oceny wplywu
diety ketogenicznej stosowanej w okresie ciazy na rozwdj ukladu
nerwowego potomstwa”

Dysertacja doktorska Pani mgr inz. Marzeny Rugiel zostala przygotowana pod opieka
naukowa Pani dr hab. inz. Joanny Chwiej, prof. AGH oraz Pani prof. dr hab. Zuzanny
Setkowicz — Janeczko. Projekt doktorski zostal zrealizowany na Akademii Gorniczo —
Hutniczej im. Stanistawa Staszica w Krakowie, na Wydziale Fizyki i Informatyki Stosowanej,

w Katedrze Fizyki Medycznej i Biofizyki.

Na rozprawe doktorska skladaja si¢ dwa wicloautorskie artykuly naukowe
opublikowane w prestizowym czasopismie o zasiegu migdzynarodowym ACS Chemical

Neuroscience (1F:4.5; 100 punktéw MNiSW) :

1. Marzena Rugiel, Zuzanna Setkowicz — Janeczko, Wojciech Kosiek. Zuzanna Rauk,
Kamil Kawon, Joanna Chwiej, Does Ketogenic Diet Used in Pregnency Alffect the
Nervous System Development in offspring? - FTIR Microspectroscopy Study, ASC
Chem Neuroscience 14 (2023) 2775-2791.
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2. Marzena Rugiel. Zuzanna Setkowicz. Mateusz Czyzycki. Rolf Simon, Tilo Baumbach.
Joanna Chwiej, Element Changes Occurring in Brain Point at the White Matter
Abnormalities in Rats Exposed to the Ketogenic Diet During Prenatal Life, ASC
Chem Neuroscience 15 (2024) 3932-3944.

Dodatkowo jeden manuskrypt (M1) pt. “Fourier Transform Infrared Imaging Supported by

Raman Spectroscopy Reveals Biochemical Changes in Adult Rat Brains Following Prenatal
Exposure to a Ketogenic Diet”, autorstwa: Marzena Rugiel, Zuzanna Setkowicz, Agnieszka
Drozdz, Aleksandra Wilk, Zofia Brylowska, Joanna Chwiej. znajduje sig¢ w trakcie recenzji,

takze w czasopi$mie ASC Chemical Neuroscience.

We wszystkich trzech wskazanych pracach doktorantka jest gléwnym autorem.
W przedstawionej mi do oceny dokumentacji doktorantki, znajdujg si¢ o$wiadczenia
wspélautoréw ww. publikacji, wskazujace mozliwg do wyodrgbnienia czgs¢ i indywidualny
wkiad doktorantki oraz zgody na przedlozenie ww. prac przez Panig Marzeng Rugiel jako
czesci rozprawy doktorskiej w formie spéjnego tematycznie zbioru artykuléw opublikowanych

w czasopismach naukowych.

Glownym celem pracy wskazanym przez doktorantke jest ocena wplywu diety
ketogenicznej. stosowanej w okresie ciazy, na rozwoj ukladu nerwowego potomstwa zwierzat.
ktorych matki w czasie cigzy byly karmione wskazang dieta (KD). w poréwnaniu
z potomstwem pochodzacym =z grupy kontrolnej. odzywianych standardowo.
Odzywianie matki w okresie cigZy ma istotny wplyw na rozwdj oraz zdrowie plodu, zaréwno
po urodzeniu, jak i w wieku dorostym, dlatego kluczowe jest okreslenie bezpieczenstwa
stosowania réznych modeli zywieniowych w czasie ciazy. na odpowiednim modelu

ZWierzecym.,

Podjeta tematyka jest bardzo wazna w kontekscie leczenia kobiet cierpiacych na
padaczke w okresie cigzy. gdyz wigkszos¢ dostepnych na rynku lekow przeciwpadaczkowych,
ma negatywny wplyw na rozwdj ukladu nerwowego potomstwa, obejmujacych anomalie

anatomiczne i behawioralne.
Zakres rozprawy doktorskiej obejmuje:
- sformulowanie hipotezy badawczej i analiz¢ dostgpnej literatury,

- opracowanie planu badawczego i przeprowadzenie eksperymentu na zwierzgtach.
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- zapoznanie sie z metodami preparatyki probek zwierzgeych oraz przygotowanie preparatow

do badan spektroskopowych,

- opanowanie technik pracy z uzywanymi mikroskopami: podczerwieni (FTIR) i ramanowskim

(RM), wraz z oprogramowaniem do analizy danych,
- wykonanie wlasciwych pomiarow przy uzyciu powyzszych technik mikroskopowych,

- analiza rozmieszczenia gléwnych makromolekul biologicznych w tkance moézgowej

metodami FTIR i RM.
- analiza rozkladu pierwiastkow w mdzgu szczurow metodg micro-SR-XRF,

- finalne poréwnanie wplywu dzialania diety ketogenicznej na uklad nerwowy potomstwa

w zaleznosci od jego rozwoju postnatalnego i plei.

Hodowle zwierzat (szczuréw) oraz wszystkie zwigzane z nig procedury przeprowadzono
w Pracowni Neuropatologii Do$wiadczalnej Instytutu Zoologii i Badan Biomedycznych
Uniwersytetu Jagiellofiskiego. Na przeprowadzenie badan, wydano odpowiednia zgode

Pierwszej Lokalnej Komisji Etycznej nr 122/2015.

W pracy nr 1 Doktorantka wykorzystala technologie FTIRM do uzyskania specjalnych map
chemicznych badanych tkanek. umozliwiajacych identyfikacjg réznic biomolekularnych
miedzy grupa kontrolna a eksperymentalnymi. Dotyczylo to sameéw w 2. 6 i 14 dniu Zycia.
Zastosowanie tej techniki pozwolilo na wykazanie zwigkszonej wzglgdnej intensywnosci
pasma 1740 cm’!, charakterystycznego dla grup karbonylowych w korze mézgowej oraz
wybranych rejonach hipokampa u 14 dniowych samcow eksponowanych prenatalnie na KD.
W powyzszej grupie zaobserwowano takze obnizenie wzglednej zawartosei lipidow

w obszarach istoty bialej oraz zmniejszenie powierzchni torebki wewnetrznej.

W pracy nr 2 za pomocg technik micro-SR-XRF, wykazano réznice w skladzie oraz
rozmieszczeniu pierwiastkow w mozgu w grupach eksperymentalnych. Stwierdzono
zmniejszenie obszarow mézgu o wysokiej zawartosci fosforu oraz siarki u 30 i 60 dniowego
potomstwa matek biorgcych udziat w eksperymencie. Doktorantka zauwazyla, ze analizowane
obszary mozgu odpowiadajg istocie bialej. (aksony otoczone oslonkami mielinowymi.

bogatymi w lipidy).
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W tej samej pracy autorka poddata analizie zmiany w zawartosci i rozmieszczeniu
pierwiastkow, zachodzace w trakcie rozwoju postnatalnego, w zaleznosci od podawane;
prenatalnie diety. Doktorantka wskazuje, ze najbardziej dynamiczne zmiany zaobserwowano
w przypadku cynku. U osobnikéw eksponowanych prenatalnie na KD, zauwazono wyzsza
akumulacje tego pierwiastka w formacji hipokampa. w pierwszych tygodniach zycia. Stusznie
powigzano t¢ obserwacje z przebudowg polgczen synaptycznych i reorganizacja tkanki

nerwowej.

W manuskrypcie zlozonym do czasopisma ASC Chemical Neuroscience, jeszcze
nieopublikowanym (M1), doktorantka poddaje analizie dlugofalowe zmiany biochemiczne,
zwigzane 7z prenatalna dietg ketogeniczna, zachodzace w rozwijajagcym sig¢ mozgu szczura.
W pracy zastosowano dwie metody mikroskopowe: FTIRM oraz RM. Najbardziej wyrazne
zmiany zaobserwowano u 60 dniowych samcow, u ktérych w obrgbie formacji hipokampa i
kory mozgowej stwierdzono obecnosé wiracen bogatych w kreatyne i cholesterol. Stwierdzono
takze obniZenie parametréw zwigzanych z lipidami. W M1 przeanalizowano takze zalezne od
plei réznice w odpowiedzi mézgu na prenatalng KD. Zaobserwowano. ze u 30 dniowych samic
wystepuja przejsciowe, lokalizacyjnie specyficzne zmiany w profilu lipidowym i parametrach
fosforanowych, ktére w wiekszosci ulegly normalizacji do 60 dnia zycia. Bardzo wazng
obserwacja jest fakt, ze w przeciwienstwie do samcow nie zaobserwowano wtracen kreatyny.

ani cholesterolu, co $wiadczy o neuroprotekcyjnym dzialaniu estrogenow.

Przedstawione w rozprawie prace. wykorzystujg model zwierzgcy oparty o szczura
Wistar. Brakuje tutaj chociaz krotkiego uzasadnienia. dlaczego akurat ten model zwierzgey a
nie inny zostal wybrany do badari. Rozumiem. ze jest to model popularnie wykorzystywany w
pracach dotyczacych ukladu nerwowego oraz ogolnie pojetej neurologii. ze wzgledu na lepszg
translacje wynikéw w stosunku do ludzi w poréwnaniu z modelami mysimi, ze wzglgdu na
wieksze niz myszy rozmiary ciala i mase, ale krotka wzmianka na temat wyboru modelu, bylaby

jak najbardziej pozadana.

Podsumowujac. przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska podejmuje wazny
temal wplywu diety ketogenicznej stosowanej w okresie cigzy, na rozwéj ukladu nerwowego
potomstwa. Praca, na ktorg skltadajg sig 3 artykuly (2 opublikowane i jeden zlozony. w recenzji)
napisana jest bardzo poprawnie i zrozumiale. a wyniki zostaly zaprezentowanc 7 duzg
starannoscig. Doktorantka wykazala sie znajomoscia i opanowaniem zaawansowanych metod

laboratoryjnych takich jak mikrospektroskopia FTIR. mikroskopia Ramana (RM).
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Topograficzna analiza pierwiastkowa zostata przeprowadzona technikg micro-SR-XRF, oparta
o promieniowanie synchrotronowe. Kompleksowe podejécie do problemu badawczego oraz
zastosowanie zaawansowanych technik spektroskopowych zasluguje na uznanie.
Zastosowane techniki spektroskopowe, umozliwily szczegoétowa ocene skiadu biochemicznego
i pierwiastkowego mézgu potomstwa matek karmionych dietg ketogeniczng, wskazujac na
potencjalny, zalezny od wieku i plci wptyw KD stosowanej w cigzy, na rozwdj osrodkowego
uktadu nerwowego potomstwa. Chcialbym nadmieni¢, iz w momencie finalizacji niniejsze]
recenzji, manuskrypt M1, zostal zaakceptowany do druku i opublikowany na famach ASC

Chemical Neuroscience.

Uwazam, Ze recenzowana rozprawa spelnia wszelkie kryteria Ustawy Prawo
o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce z 20 lipca 2018 r. (Dz. U. 2018, poz. 1668 z pézniejszymi

zmianami), w szczegélnoSci przepisy art. 187.1 oraz 187.2 Ustawy.

Rozprawa prezentuje ogélna wiedz¢ teoretyczng kandydatki w dyscyplinie nauki
fizyczne (w zwiazku z Art. 187.1 oraz zawiera oryginalne rozwigzanie problemu

naukowego (w zwigzku z Art. 187.2).

Na podstawie powyzszego wnosz¢ do Szanownej Rady Dyscypliny Nauki Fizyczne
Akademii Gérniczo — Hutniczej im. Stanislawa Staszica w Krakowie o dopuszczenie

Pani mgr inz. Marzeny Rugiel do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Whioskuje jednoczeSnie o wyréznienie recenzowanej rozprawy. Projekt zostal
bardzo starannie zaplanowany i przeprowadzony. Doskonale opanowanie przez
doktorantke, zaawansowanych metod mikrospektroskopii FTIR, mikroskopii Ramana
(RM) oraz analizy pierwiastkowej technika micro-SR-XRF, budzi ogromne uznanie.
Podjeta tematyka badan stanowi istotng warto$¢ dodang w klinike i ma realne znaczenie

w dalszych badaniach zwiazanych z leczeniem padaczki u cigzarnych Kobiet.
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