Recenzja rozprawy doktorskiej pani Natalii Pudelko-Malik pt. ,,Zastosowanie podejscia
metabolomicznego do analizy zmian plastycznosci synaptycznej w oparciu o mysi model
zwierzecy oraz neuronalne pierwotne linie komorkowe”. Praca przygotowana pod opieka
prof. dr hab. Piotra Mtynarza (promotor) oraz dr Dominiki Drulis-Fajdasz (promotor
pomocniczy) w Zaktadzie Biochemii, Biologii Molekularnej i Biotechnologii Politechniki
Wroctawskiej oraz Zakladzie Fizjologii Molekularnej 1 Neurobiologii Uniwersytetu
Wroctawskiego.

Przedmiotem pracy doktorskiej byto opracowanie i przetestowanie nowej metody pomiaru
poziomu zwigzku BAY U6751 (inhibitora fosforylazy glikogenowej) w tkankach myszy oraz
zastosowanie modelu badawczego wykorzystujagcego ten inhibitor do analizy metabolizmu
energetycznego komorek nerwowych. Doktorantka w swojej pracy wykorzystata narzgdzia
metabolomiczne do zrealizowania oryginalnego projektu dotyczacego bardzo waznego
zjawiska — =zalezno$ci miedzy metabolizmem komorkowym a funkcjami komorek
nerwowych. Wysoko oceniam decyzj¢ Doktorantki o podjeciu innowacyjnego tematu o
duzym znaczeniu naukowym 1 rownoczesnie wysokim poziomie skomplikowania
metodologicznego. Uwagg zwraca rowniez multidyscyplinarno$s¢ wybranego tematu, ktory
moglby by¢ przedmiotem rozprawy doktorskiej w kilku ro6znych dyscyplinach naukowych.

Rozprawa doktorska pani Natalii Pudetko-Malik ma forme¢ zbioru opublikowanych
powigzanych tematycznie artykutdw naukowych, uzupelnionych wprowadzeniem,
omowieniem wynikow i podsumowaniem, a takze wymaganym streszczeniem. W sktad cyklu
wchodzg trzy publikacje doswiadczalne opublikowane w latach 2022-2025:

[praca I] Pudelko-Malik N, Wisniewski J, Drulis-Fajdasz D, Mlynarz P. Validated liquid
chromatography-mass spectrometry method for the quantification of glycogenolysis
phosphorylase inhibitor in mouse tissues - 5-isopropyl-4-(2-chlorophenyl)-1-ethyl-
1,4-dihydro-6-methyl-2,3,5-pyridinetricarboxylic acid ester disodium salt hydrate. J
Sep Sci. 2022 Oct;45(20):3791-3799. doi: 10.1002/jssc.202200454.

[praca 1] Pudelko-Malik N, Drulis-Fajdasz D, Pruss L, Mielko-Niziatek KA, Rakus D,
Gizak A, Mlynarz P. A single dose of glycogen phosphorylase inhibitor improves
cognitive functions of aged mice and affects the concentrations of metabolites in
the brain. Sci Rep. 2024 Oct 15;14(1):24123. doi: 10.1038/s41598-024-74861-z.

[praca I1] Pudelko-Malik N, Drulis-Fajdasz D, Fydryszewski M, Burgess S, Mlynarz P,
Rakus D, Deja S. Glucose-dependent metabolism of hippocampal primary neurons
in response to chemically induced long-term potentiation. bioRxiv [Preprint]. 2025
Feb 25:2025.02.24.639988. doi: 10.1101/2025.02.24.639988.

Do druku pn. ,,Rozprawa Doktorska”, poza publikacjami tworzacymi zbior i oswiadczeniem
Doktorantki okreslajace jej udziat w powstaniu tych publikacji, zostalo wiaczone bardzo



obszerne i szczegdtowe wprowadzenie do tematu pracy, przedstawienie zastosowanej
metodyki badawczej, omowienie i podsumowanie uzyskanych wynikow, a takze prezentacja
dorobku naukowego Doktorantki.

W pierwszej czeSci wprowadzenia (Rozdziat 1. Wstep teoretyczny), Doktorantka omawia
gléwne zagadnienia, ktorych dotyczy praca: anatomi¢ mdzgu, funkcje i cechy metabolizmu
komorek nerwowych, zalozenia i1 techniki stosowane w metabolomice, metody analizy
danych metabolomicznych, a takze klarownie przedstawia cel pracy (Rozdziat 2. Cel pracy).
W kolejnej czgsci wprowadzenia (Rozdzial 3. Metodologia), Kandydatka szczegdlowo
przedstawia modele badawcze i metodyke stosowang w publikacjach tworzgcych zbior. Prace
tworzace zbior przedstawione sg jako ,,Rozdziat 4. Wyniki” (kazda z nich poprzedzona jest
rozbudowanym streszczeniem). W kolejnej czesci druku (Rozdziat 5) znajduje sig
podsumowanie i wnioski jakie ptyng z prac tworzacych zbidr. Napisane w jezyku polskim
wprowadzenie/omowienie prac tworzacych zbidr jest przedstawione w bardzo czytelnej,
bogato ilustrowanej formie. Tekst przygotowany przez Doktorantke jest dobrze napisany
poprawnym jezykiem, a stosowany gdzieniegdzie zargon laboratoryjny (np. ,.eppendorfek”,
»ekstrakty tkankowe rekonstytuowano”, ,,poddano sonifikacji”, czy ,Stymulacja LTP

przeprowadzana byta w Ringerze”) nie utrudnia znaczaco lektury.

Zgodnie z ustawg Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Art. 187 ust. 3) ,rozpraweg
doktorska moze stanowi¢ praca pisemna, w tym monografia naukowa, zbior opublikowanych
1 powigzanych tematycznie artykuldéw naukowych, praca projektowa, konstrukcyjna,
technologiczna, wdrozeniowa lub artystyczna, a takze samodzielna i wyodrebniona czgs¢
pracy zbiorowej”. Wydaje si¢, ze intencjg Doktorantki bylo wybranie formy ,,zbioru
opublikowanych 1 powigzanych tematycznie artykuldow naukowych”. Zgodnie z praktyka
stosowang w instytucjach nadajacych stopien doktora, w przypadku takiego wyboru ,,zbidr
artykutéw naukowych” obudowany jest wprowadzeniem i omdowieniem, ktorego forma nie
jest jednak szczegotowo okre§lona w przepisach. W przypadku recenzowanej pracy to
wprowadzenie/oméwienie jest wyjatkowo rozbudowane i szczegdtowe, a zaprezentowany
druk ma wiele cechy typowej pracy doktorskiej przygotowanej jako odrebny utwor.

Wadg przedstawionej dokumentacji jest jednak brak materialtow uzupetniajacych
(Supplementary Materials) do publikacji tworzacych cykl. Rozumiem problemy praktyczne
zwigzane z prezentacja takich danych, jednak Doktorantka powinna znalez¢ sposob na ich
dotaczenie do dokumentacji (np. w formie no$nika elektronicznego). Brak jakiegokolwiek
rozwigzania tej kwestii uniemozliwia Recenzentowi zapoznanie si¢ z wazng czgscig
osiagnigcia Doktorantki (z przyczyn oczywistych recenzja powinna dotyczy¢ tylko

materiatlow formalnie stanowigcych zawartos¢ rozprawy).



Omowienie najwazniejszych wynikow zawartych w pracach tworzgcych zbior.

Praca I. W pracy tej autorzy przedstawili wykorzystujacg technike LC-MS metod¢ szybkiego
i selektywnego pomiaru stezenia zwigzku BAY U6751 (inhibitor fosforylazy glikogenowej)
w tkankach myszy. Czulo$¢, swoisto$¢, precyzja i stabilno$¢ metody pomiarowej zostata
zwalidowana zgodnie z rekomendacjami Europejskiej Agencji Lekoéw. Autorzy wykazali, ze
BAY U6751 ma zdolno$¢ przekraczania bariery krew-mozg, a zwigzek podany do jamy
otrzewnowej byt wykrywany i oceniany ilo§ciowo w réznych czesciach mézgu. Wyniki pracy
umozliwity stworzenie nowego modelu doswiadczalnego in vivo, dzigki ktéremu mozna
obserwowa¢ wplyw zaburzenia metabolizmu glikogenu (i szerszych zmian metabolizmu
komorkowego) na funkcje uktadu nerwowego, w tym na zachowanie i1 funkcje pamieci u
myszy. Taki model in vivo pozwala na duzo szersza i pehlniejszg analiz¢ zwigzkoéw
metabolizmu energetycznego z funkcjami komodrek nerwowych niz bylo to mozliwe w
dotychczas stosowanym modelu skrawkéw mozgu, przede wszystkim umozliwiajac analizy
behawioralne. Taki mysi model badawczy zostal juz wykorzystany w kilku pracach
naukowych zespotu, w tym w Pracy II z ocenianego zbioru.

Praca Il. W pracy tej autorzy przedstawili wyniki eksperymentu, w ktorym myszom (1-
miesiecznym i 20-22-miesigcznym) jednorazowo podawano inhibitor BAY U6751. Zespol
ten zaobserwowal wczesniej (praca Drulis-Fajdasz i wsp. 2023), ze dtugotrwate (2 tygodnie)
podawanie tego zwigzku poprawia funkcje poznawcze u zwierzat starych i zmienia profil
proteomu hipokampu na poréwnywalny z profilem proteomu hipokampu zwierzat mtodych.
Celem Pracy II bylo zbadanie wplywu jednorazowego podania inhibitora BAY U6751 na
metabolom roznych czesci mozgu (hipokamp, kora moézgowa i mézdzek) u myszy mtodych i
starych, oraz ocena wplywu zahamowania glikogenolizy na funkcje poznawcze badane
testami behawioralnym. Testy te wykazaly m.in., ze zahamowanie glikogenolizy poprawiato
pamig¢ przestrzenng (zalezna od hipokampu) w grupie zwierzat starszych (i utrate
konsolidacji pamigci u zwierzat mtodych); wptyw inhibitora BAY U6751 byl mniejszy w
przypadku pamigci zaleznej od kory moézgowej. Analiza metabolomiczna wykazata m.in., ze
hipokamp charakteryzuje si¢ najwigksza wrazliwo$cia na zmiany zwigzane z wiekiem. Co
najistotniejsze, autorzy pracy wykazali, ze zahamowanie glikogenolizy indukowalo zmiany
metaboliczne, dzigki ktorym metabolom hipokampu starszych zwierzat traktowanych BAY
U6751 przypominal metabolom hipokampu kontrolnych myszy mtodych. Obserwacja ta
stanowi obiecujaca przestanke do hipotezy, ze modulacja metabolizmu glikogenu moze by¢
podstawg strategii terapeutycznych w leczeniu deficytdow poznawczych zwigzanych ze
starzeniem.

Praca Il1l. W pracy tej autorzy analizowali wplyw st¢zenia glukozy na mozliwo$¢ stymulacji
funkcji neuronéw (chemiczna indukcja tzw. long-term potentiation, LTP) w modelu
badawczym in vitro wykorzystujacym pierwotng hodowle hipokampalnych komorek



nerwowych. Autorzy wykazali istotne réznice w metabolizmie komorek hodowanych w
warunkach fizjologicznego (2,5 mM) i1 wysokiego nie fizjologicznego (25 mM) stezenia
glukozy — to drugie jest wykorzystywane w wielu powszechnie stosowanych protokotach
badawczych. Co jednak istotne, to ze stymulacja funkcji neurondéw (indukcja LTP) byta
podobna w obu warunkach doswiadczalnych. Autorzy konkluduja, ze testy neurofizjologiczne
in vitro powinny by¢ prowadzone w warunkach fizjologicznego st¢zenia glukozy, gdyz
wyzsze jej stezenie rodzi ryzyko powstawania artefaktoéw wynikajacych z zaburzen
metabolizmu energetycznego. Obserwacja ta potwierdza koniecznos¢ kompleksowej

optymalizacji i walidacji modeli badawczych, na co stusznie uwage zwracajg autorzy.

Prace tworzace cykl zostaty opublikowane w jezyku angielskim w czasopismach o zasiggu
miedzynarodowym: Praca I w czasopismie z Q2, a Praca Il w czasopismie z Q1 w swoich
dziedzinach (5-letni IF czasopism, w ktorych opublikowano obie prace wynosi odpowiednio
2,7 oraz 5,4). Praca III zostata umieszczona w publicznie dostgpnym repozytorium bioRXiv,

co pozwala uznac jg za opublikowang w rozumieniu ustawy.

Indywidualny udzial Doktorantki w pracach tworzqcych zbior.

W przypadku rozprawy doktorskiej opartej o wspotautorski cykl publikacji istotnym
elementem recenzji jest ocena indywidualnego udzialu Doktoranta w publikacjach
stanowigcych rozprawe. We wszystkich trzech publikacja zawartych w zbiorze Doktorantka
jest pierwszym autorem. Zgodnie o$wiadczeniem Doktorantki (Rozdzial 4.1) byla ona
odpowiedzialna za metabolomiczng cze$¢ eksperymentow: na podstawie analizy literatury
przedmiotu opracowata zatozenia prac, wybrala 1 przygotowata metody pomiarowe,
przygotowata probki materialu biologicznego do analiz instrumentalnych, przeprowadzita
pomiary, przeprowadzila analize¢ statystyczng i1 chemometryczng uzyskanych wynikow,
przygotowata ryciny 1 tabele ilustrujace uzyskane wyniki oraz przygotowala pierwsze wersje
manuskryptow. O$wiadczenie to jest spdjne z informacjami o roli wspotautoréw zawartymi w
Pracy Il i Pracy Ill. Nalezy wiec uznaé, ze indywidualny wktad Doktorantki w prace
wieloautorskie stanowigce przedmiot rozprawy doktorskiej speinia kryteria okre§lone w
ustawie.

Ocena catosciowego dorobku naukowego Doktorantki.

Poza trzema pierwszo-autorskimi pracami zawartymi w zbiorze tworzacym pracg¢ doktorska,
Doktorantka jest wspotautorem 7 innych publikacji (opublikowanych w latach 2021-2025), w
tym dwoch dotyczacych tematyki rozprawy doktorskiej. Laczny IF czasopism, w ktorych
opublikowano te prace wynosi ok. 80, a prace te byly cytowane 61 razy (index-H Doktorantki
wynosi obecnie 4). Doktorantka byta rowniez autorem prezentujacym 11 doniesien
konferencyjnych, w tym jednej prezentacji ustnej na konferencji miedzynarodowe;j.

Doktorantka odbyta rowniez dwa kilkumiesieczne staze naukowe w renomowanym



zagranicznym centrum badawczym (UT Southwestern Medical Center w Dallas). Osiggni¢cia
Doktorantki zostaly docenione szeregiem nagrod i wyrdznien: stypendium Fundacji
Kos$ciuszkowskiej (2024), stypendium Wroctawskiego Centrum Akademickiego (2024),
stypendium Politechniki Wroctawskiej w programie NAWA STER (2021) oraz nagrodami
Rektora Politechniki Wroctawskiej (2020, 2024). Pani Natalia Pudetko-Malik jest wigc
zdolng badaczka, ktorej dynamicznie wzrastajacy dorobek naukowy jest dostrzegany i

doceniany przez srodowisko naukowe.

Podsumowanie.

Wybrana przez Doktorantk¢ tematyka dotyczyla oryginalnego 1 wymagajacego
metodologicznie problemu — znaczenia zmian metabolizmu komoérkowego dla funkcji
komorek nerwowych. Recenzowana rozprawa doktorska sktada si¢ z cyklu publikacji o
wysokiej wartosci merytorycznej, w ktorych umieszczono wyniki o duzej wartosci
poznawczej i aplikacyjnej (opracowanie i zweryfikowanie modelu badawczego).
Indywidualny udzial Doktorantki w pracach tworzacych rozprawe stanowi potwierdzenie jej
wiedzy i1 umiejetnosci prowadzenia pracy naukowej. Nie mam istotnych uwag krytycznych do
przedstawionego mi do oceny druku ,,Rozprawa Doktorska”.

Whiosek koncowy:

W mojej opinii przedstawiona rozprawa doktorska pani Natalii Pudetko-Malik w petni spetnia
warunki okreslone w art. 187 ust. 1-2 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym 1 nauce. W zwigzku z tym wnosz¢ do Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne
Politechniki Wroctawskiej o kontynuowanie postepowania i nadanie Jej stopnia doktora.

Jednoczesnie, majac na wzgledzie wysoka oceng¢ rozprawy, wnioskuj¢ o rozwazenie
mozliwosci wyrdznienie rozprawy doktorskiej pani Natalii Pudetko-Malik, jesli spetnione sg

wymagania formalne obowigzujace w tej kwestii w Jednostce nadajacej stopien doktora.

prof. dr hab. Piotr Widtak
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