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Recenzja rozprawy doktorskiej

Przedmiotem niniejszej recenzji jest rozprawa doktorska Pani mgr inz. Natalii Pudetko-Malik,
zatytutowana ,Zastosowanie podejscia metabolomicznego do analizy zmian plastycznosci
synaptycznej w oparciu o mysi model zwierzecy oraz neuronalne pierwotne linie komdrkowe”.
Dysertacja zostata ztozona w celu uzyskania stopnia naukowego doktora w dziedzinie nauk
scistych i przyrodniczych, w dyscyplinie nauki chemiczne. Praca zostata przygotowana
w ramach przewodu doktorskiego prowadzonego przez Rade Dyscypliny Nauki Chemiczne
Politechniki Wroctawskiej. Promotorem rozprawy jest prof. dr hab. Piotr Mtynarz, natomiast
funkcje promotora pomocniczego petnita dr Dominika Drulis-Fajdasz.

Rozprawa doktorska Pani mgr inz. Natalii Pudetko-Malik wpisuje sie w interdyscyplinarny
obszar badawczy taczacy zagadnienia z zakresu chemii bioanalitycznej, neurobiologii oraz
metabolomiki, koncentrujgc sie na ztozonej problematyce zmian metabolicznych
towarzyszacych procesowi starzenia sie tkanki nerwowej. Praca podejmuje prébe oceny roli
metabolizmu glikogenu oraz funkcjonowania tzw. czétenka astrocytarno-neuronalnego
w regulacji plastycznosci synaptycznej, z wykorzystaniem zaréwno modelu zwierzecego
(myszy w dwoch przedziatach wiekowych), jak i hodowli pierwotnych komérek nerwowych.
Autorka zdecydowata sie na forme rozprawy oparta na zbiorze publikacji, co jest obecnie
powszechnie akceptowang strukturg dysertacji w srodowisku naukowym, zwiaszcza
w przypadku badari eksperymentalnych o duzym wymiarze aplikacyjnym i wysokim stopniu
ztozonosci metodycznej. Podejscie to umozliwia przedstawienie materiatu badawczego
woparciu o recenzowane artykuty naukowe, co z jednej strony potwierdza jakosé
i oryginalnos¢ uzyskanych wynikéw, a z drugiej — stanowi istotny element dokumentagiji
wktadu kandydatki w rozwdj danej dziedziny wiedzy. Na poziomie ogdlnym nalezy podkresli¢,
ze przedstawiona rozprawa jest osadzona w aktualnym kontekscie badan nad fizjologia
i patofizjologig osrodkowego uktadu nerwowego, ze szczegdlnym uwzglednieniem zwiazkéw
pomigdzy procesami energetycznymi a mechanizmami odpowiedzialnymi za uczenie sie,
pamigé oraz neuroplastycznos¢. Autorka wykazuje znajomos$é biezgcego stanu wiedzy
W omawianym obszarze, co znajduje odzwierciedlenie zaréwno w doborze probleméw
badawczych, jak i przyjetej strategii analitycznej. Rozprawa stanowi efekt pracy badawczej
prowadzonej w dwdch instytucjach akademickich — Politechnice Wroctawskiej oraz
Uniwersytecie Wroctawskim — co podkredla jej interdyscyplinarny charakter oraz wskazuje na
szeroki zakres kompetenciji, ktdre byty niezbedne do realizacji catosci projektu. Praca zostata
przygotowana starannie zaréwno pod wzgledem jezykowym, jak i edytorskim. Styl wypowiedzi
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jest klarowny, a argumentacja naukowa zachowuje spéjnosc i logike w przedstawianiu
kolejnych etapéw badawczych. Cze$¢ teoretyczna pracy obejmuje kompleksowy przeglad
literatury z zakresu metabolizmu energetycznego w uktadzie nerwowym, ze szczegblnym
uwzglednieniem mechanizmu ANLS (ang. astrocyte-neuron lactate shuttle), metabolizmu
glikogenu w OUN oraz zastosowan metabolomiki w badaniach nad funkcjg mdzgu. Nalezy
podkresli¢, ze przeglad ten jest nie tylko obszerny, ale réwniez dobrze ustrukturyzowany
i krytyczny. Autorka wykazuje umiejetno$é selekcji istotnych zrédet oraz ich analizy pod katem
aktualnoéci i znaczenia dla formutowanego problemu badawczego. Bibliografia uwzglednia
zaréwno klasyczne pozycje z zakresu neurochemii, jak i najnowsze doniesienia dotyczace
narzedzi omicznych i bioanalitycznych. Czg$¢ metodologiczna pracy jest rozbudowanai dobrze
udokumentowana. Zastosowane metody, zaréwno eksperymentalne (hodowle pierwotne,
badania na modelu zwierzecym, testy behawioralne), jak i analityczne (LC-MS, GC-MS, NMR),
zostaty dobrane adekwatnie do postawionych hipotez badawczych. Autorka szczegodtowo
opisuje procedury ekstrakcji, derywatyzacji, walidacji metod pomiarowych oraz sposoby
analizy danych statystycznych i chemometrycznych. Na uwage zastuguje przeprowadzenie
petnej walidacji metody LC-MS zgodnie z wytycznymi EMA, co $wiadczy o wysokiej
éwiadomoséci metrologicznej oraz kompetencjach w zakresie bioanalityki. Réwniez procedury
zwigzane z analiza widm NMR zostaly przeprowadzone z nalezytag starannoscia,
z uwzglednieniem etapéw korekcji, normalizacji oraz identyfikacji metabolitow. Wyniki
przedstawiono w oparciu o trzy publikacje naukowe, z ktérych dwie zostaty opublikowane
w czasopismach indeksowanych na liscie JCR (J.Sep.Sci IF = 3,2 oraz Sci.Rep IF = 4.6), natomiast
trzecia — na etapie preprintu — dotyczy badan na hodowlach pierwotnych neuronéw. Dane
zostaty zaprezentowane w sposéb przejrzysty, z wykorzystaniem stosownych narzedzi
wizualizacji i analizy statystycznej (PCA, OPLS-DA). Interpretacja wynikow jest konsekwentna,
odnosi sie do sformutowanych wczeéniej celdw i hipotez badawczych, a takze uwzglednia
mozliwe ograniczenia zastosowanych metod. Autorka prezentuje wnioski oparte na analizie
zmian metabolomicznych w tkankach i komérkach nerwowych, zwracajgc uwage na zaleznosci
pomiedzy stezeniem glukozy, aktywnoscig synaptyczng oraz efektywnoscia hamowania
glikogenolizy.

Whnioski koricowe pracy sg zwiezte, dobrze uporzadkowane i wynikaja logicznie
z przedstawionych danych. Autorka wskazuje na mozliwos¢ wykorzystania inhibitora BAY
U6751 jako narzedzia do badania mechanizméw regulujacych plastycznos¢ synaptyczna
w warunkach fizjologicznych i starzeniowych. Szczegdlnie interesujace sg obserwacje
wskazujace na potencjalny efekt ochronny hamowania glikogenolizy u osobnikéw starszych,
co —w ujeciu translacyjnym — moze stanowi¢ punkt wyjscia do dalszych badan nad strategiami
terapeutycznymi w kontekscie starzenia sie uktadu nerwowego.

Uwagi ogdlne nalezy zakorczy¢ stwierdzeniem, iz — mimo stosunkowo szerokiego zakresu
tematycznego — Autorka z powodzeniem integruje rézne poziomy analizy biologicznej
i chemicznej, a podjeta przez nig proba interpretacji zmian metabolicznych w kontekscie
starzenia sie mézgu wydaje sie dobrze uzasadniona oraz oparta na adekwatnych danych
eksperymentalnych.

Rozprawa doktorska mgr inz. Natalii Pudetko-Malik liczy tacznie 182 stron, zostata napisana
w jezyku polskim (z wyjatkiem angielskich przedrukéw manuskryptéw) i sporzadzona zgodnie
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z obowiazujacymi standardami edytorskimi. Uktad tresci jest przejrzysty, a poszczegdlne czesci
— od wprowadzenia teoretycznego, poprzez cele i metody badan, az po podsumowanie
i dorobek naukowy — tworza logicznga, spdjna strukture pracy. Praca sktada sie z siedmiu
rozdziatdw, poprzedzonych streszczeniem w jezyku polskim i angielskim. Rozdziat pierwszy
zawiera rozbudowany i szczegétowy przeglad literatury, w ktérym Autorka wprowadza
czytelnika w zagadnienia zwigzane z metabolizmem energetycznym mozgu, plastycznoscig
synaptyczng oraz zastosowaniem metod omicznych, ze szczegdlnym uwzglednieniem
metabolomiki. Czgs¢ teoretyczna zostata opracowana z duza starannoscia, a cytowana
literatura jest aktualna i obejmuje zaréwno podstawowe opracowania, jak i najnowsze prace
badawcze z czasopism naukowych o zasiegu miedzynarodowym. W pracy przywotano tacznie
142 pozycji literaturowych, w tym przewazaja publikacje z tzw. listy filadelfijskiej, co wskazuje
na rzetelno$¢ doboru zrédet oraz znajomoéé aktualnego stanu wiedzy. Jezyk pracy jest
poprawny, precyzyjny i dostosowany do charakteru naukowego rozprawy. Styl wypowiedzi
pozostaje spojny, a uzyte nazewnictwo zgodne z terminologia stosowang w naukach
chemicznych i biomedycznych. W tekscie nie stwierdzono powaznych uchybien jezykowych
ani bteddw merytorycznych, choé w niektérych miejscach mozna bytoby rozwazyé
uproszczenie sktadni lub skrécenie zbyt dtugich akapitéw — nie wptywa to jednak Znaczaco na
klarownos¢ przekazu. llustracje, schematy, tabele i ryciny zostaty dobrane adekwatnie do
tresci i petnig funkcje pomocnicza w prezentacji danych eksperymentalnych. Ich jakosé
graficzna jest wysoka, a opisy szczegétowe i jednoznaczne. Wszystkie elementy wizualne s3
prawidtowo ponumerowane i cytowane w tekscie, co $wiadczy o starannosci redakcyjne;j.
Tabele zawierajg kompletne informacje liczbowe, a dane sg prezentowane z uwzglednieniem
miar bfedu i istotnosci statystycznej. Na osobna uwage zastuguje poprawnoéé cytowania
zrédet oraz stosowanie przypiséw bibliograficznych. Odniesienia do literatury zostaty
umieszczone w odpowiednich miejscach tekstu, a lista cytowanych pozycji opracowana
zostata wedtug jednolitego systemu. W bibliografii nie stwierdzono przypadkéw
nieuzasadnionych autocytowar ani naduzywania Zrédet wtérnych. Z punktu widzenia
formalnego praca spetnia wszystkie wymagania stawiane rozprawom doktorskim — zaréwno
pod wzgledem objetosci, jak i przejrzystosci struktury, jakosci jezykowej oraz starannosci
edytorskiej. Praca zostata przygotowana samodzielnie i zgodnie z zasadami dobrej praktyki
akademickiej, co potwierdzajg réwniez oswiadczenie autorskiej zataczone do dysertacji. Pani
mgr inz. Natalia Pudetko-Malik przedtozyta rozprawe doktorska w formule zbioru publikacji
naukowych. Praca obejmuje trzy pozycje, z ktérych dwie zostaty opublikowane
w czasopismach o zasiegu miedzynarodowym i znajdujacych sie na liécie Journal Citation
Reports (JCR), natomiast trzecia zostata udostepniona w formie preprintu. Pierwsza publikacja
dotyczy walidacji nowej metody bioanalitycznej LC-MS do oznaczania inhibitora fosforylazy
glikogenowej BAY U6751 w tkankach zwierzecych. Praca ta ma charakter metodyczny i zostata
opublikowana w czasopismie recenzowanym, co s$wiadczy o jej jakosci merytorycznej
i spetnieniu wymogdw technicznych w zakresie analityki biofarmaceutycznej. Autorka jest
pierwszym autorem publikacji i w znaczagcym stopniu uczestniczyta w opracowaniu
i wdrozeniu tej metody. Druga publikacja, réwniez o charakterze oryginalnym, prezentuje
wyniki badarn nad wptywem inhibicji glikogenolizy na funkcje poznawcze oraz profil
metabolomiczny wybranych struktur moézgowych u myszy w réznym wieku. Zawiera
kompleksowe analizy NMR oraz testy behawioralne, co wskazuje na umiejetnog¢ integracji
wynikow z réznych poziomdéw badan biologicznych. W tej pracy Autorka réwniez figuruje jako
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pierwszy autor i byta odpowiedzialna za catos¢ eksperymentéw oraz interpretacje wynikow.
Trzecia cze$¢ rozprawy, obecnie w formie manuskryptu preprintowego, prezentuje
eksperymenty przeprowadzone na hodowlach pierwotnych neuronéw hipokampalnych,
w ktérych oceniano wptyw glukozy i inhibitora BAY na odpowiedz metabolomiczng komorek
nerwowych po stymulacji LTP. Mimo ze praca ta nie zostata jeszcze formalnie opublikowana,
poziom jej przygotowania i zakres analiz éwiadczg o zaawansowanym stopniu realizacji
i dojrzatosci naukowej Autorki.

Poza publikacjami $cisle zwigzanymi z tematyka rozprawy, doktorantka wykazata sie
aktywnoscia w postaci wspotautorstwa innych prac naukowych oraz uczestnictwa
w konferencjach krajowych i migedzynarodowych. W dokumentacji zawartej w rozdziale
széstym dysertacji wymienione zostaty liczne wystgpienia konferencyjne, zaréwno ustne, jak
i posterowe, $wiadczace o zaangazowaniu Autorki w prezentacje wynikéw badan na forum
érodowiska naukowego. Ponadto, Autorka odbyta staze naukowe i byta beneficjentka
stypendidow o charakterze projakosciowym, co rowniez dokumentuje jej aktywnosc¢
i motywacje badawczg. Na podstawie przedstawionej dokumentacji nalezy uzna¢, ze dorobek
naukowy doktorantki, zaréwno ilosciowo, jak i jakosciowo, odpowiada standardom stawianym
kandydatom do stopnia naukowego doktora. Szczegdlnie istotny jest fakt, ze Autorka byta
gtéwna wykonawczynig i pierwszym autorem wszystkich publikacji wchodzacych w sktad
rozprawy, co jednoznacznie potwierdza jej samodzielno$¢ badawcza.

Szczegdtowo. Rozdziat szésty rozprawy doktorskiej zawiera petne zestawienie dorobku
naukowego mgr inz. Natalii Pudetko-Malik, z wyszczegolnieniem publikacji powigzanych
bezposrednio z tematyka dysertacji, a takze prac niezaleznych, udziatu w konferencjach
naukowych, odbytych stazy oraz przyznanych stypendiéw i nagrod.

Autorka wykazata sie bardzo dobra aktywnoscia publikacyjna. W ramach pracy doktorskiej
opublikowata tacznie 6 prac naukowych (Rozdziat 6.1.). Oprocz publikacji zwigzanych
z dysertacja, w rozdziale 6.2 wykazano cztery inne publikacje naukowe, w ktérych Autorka
uczestniczyta jako wspdétautorka. Obejmuja one tematy pokrewne, m.in. z zakresu analizy
chemicznej, biologii molekularnej oraz metod instrumentalnych, co potwierdza szerokie
spektrum kompetencji badawczych oraz zaangazowanie we wspotprace interdyscyplinarna.
Réwniez w tych przypadkach publikacje te ukazaty sie w recenzowanych czasopismach
naukowych, w wiekszosci indeksowanych w bazach WoS i Scopus. W zakresie aktywnosci
konferencyjnej Autorka brata czynny udziat w 11 konferencjach naukowych, zaréwno
krajowych, jak i miedzynarodowych. Wystapienia obejmowaty zaréwno prezentacje ustne, jak
i postery naukowe, w tym w ramach wydarzen poswieconych neurochemii, metabolomice
oraz technikom analizy instrumentalnej. Udziat w konferencjach byt udokumentowany m.in.
w formie abstraktéw opublikowanych w materiatach konferencyjnych, a niektére z wystapien
zostaty nagrodzone lub wyréznione. W dalszej czesci rozdziatu Autorka dokumentuje cztery
odbyte staze naukowe, w tym dwa zagraniczne. Staze te odbywaty si¢ m.in. w instytutach o
wysokim profilu badawczym i dotyczyty doskonalenia umiejgtnosci w zakresie spektrometrii
mas, analizy bioinformatycznej oraz pracy z kulturami komoérkowymi. Tego typu
doéwiadczenia sa szczegdlnie cenne w kontekécie realizacji projektu o charakterze
interdyscyplinarnym, jaki przedstawiono w rozprawie. W sekcji poswigconej wyrdznieniom
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i wsparciu finansowemu wykazano otrzymanie pieciu stypendiéw naukowych, w tym
stypendium rektora dla najlepszych doktorantow oraz dwdch nagréd wewnetrznych za
osiggnigcia badawcze. Wskazuje to na uznanie dotychczasowej aktywnosci Autorki
w macierzystych jednostkach naukowych.

Rozprawa mgr inz. Natalii Pudetko-Malik zostata przygotowana z duza starannoscia
merytoryczng i edytorska. W trakcie lektury nie odnotowano btedéw rzeczowych, ktére
podwazatyby wiarygodnos$¢ przedstawionych danych czy wnioskdw. Niemniej, ponizej
przedstawiam kilka uwag szczegdétowych i pytan, ktére mogg by¢ przydatne w kontekécie
ewentualnej dyskusji podczas obrony rozprawy lub przysztych prac  Autorki.
Po pierwsze, w rozdziale poswigconym badaniom na hodowlach pierwotnych (publikacja
trzecia), interesujace bytoby doprecyzowanie, w jakim stopniu stezenia glukozy zastosowane
w eksperymencie (2,5 mM vs. 25 mM) odpowiadajg rzeczywistym warunkom fizjologicznym
in vivo. Wprawdzie Autorka stusznie wskazuje, ze standardowe media zawieraja glukoze
w nadmiarze, ale warto bytoby rozszerzy¢ komentarz o bezposrednie odniesienie do
poziomow glukozy w ptynie mdézgowo-rdzeniowym myszy i ich zmiennoéci w warunkach
fizjologicznych i patologicznych. Po drugie, we wszystkich trzech pracach zastosowano bardzo
zaawansowang analizg chemometryczng (PCA, OPLS-DA), ktéra zostata poprawnie
przeprowadzona, ale warto bytoby rozwazy¢ uzupetnienie danych o walidacje niezaleznymi
metodami statystycznymi, np. permutacyjnym testem istotnosci modeli OPLS lub analizag ROC
(ang. Receiver Operating Characteristic), szczegélnie przy ograniczonej liczebnosci grup.
Trzecia kwestia dotyczy uzycia inhibitora BAY U6751. Praca zawiera bardzo doktadna
charakterystyke jego walidacji metodg LC-MS oraz wykazanie przenikania przez bariere krew—
mozg. Jednakze interesujace bytoby poznanie opinii Autorki na temat jego specyficznosci
wobec izoform fosforylazy glikogenowej w réznych typach komérek mézgu — czy w $wietle
najnowszych danych mozliwe jest oddziatlywanie pozareceptorowe lub niespecyficzne
interakcje z innymi enzymami metabolizmu glukozy? Na koniec nalezy podkreslié, ze pomimo
interdyscyplinarnego charakteru rozprawy, Autorka w wiekszosci przypadkéw zachowuje
réwnowage miedzy opisem metod chemicznych a interpretacjq biologiczng. Jedynie miejscami
—zwtaszcza w rozdziatach poswieconych roli ANLS — mozliwe bytoby nieco szersze rozwiniecie
implikacji neurofizjologicznych obserwowanych zjawisk, cho¢ nie jest to zarzut, a raczej
sugestia poszerzenia kontekstu w dalszych etapach pracy naukowe;.

Whniosek koncowy

Zdaniem recenzenta praca mgr inz. Natalii Pudetko-Malik spetnia warunki stawiane
rozprawom doktorskim, okreslone w ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. — Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1668, z pdzn. zm.). Wnosze zatem, aby Wysoka Rada
dopuscita Panig mgr inz. Natalie Pudetko-Malik do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Z petnym przekonaniem stawiam réwniez wniosek o wyrdznienie przedstawionej do recenzji
rozprawy doktorskiej.

Uzasadnienie

/£
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Dysertacja ma wyraznie zarysowany i aktualny problem badawczy, zostata zrealizowana
z wykorzystaniem zaawansowanego warsztatu metodycznego, a wyniki prac majg charakter
oryginalny i poznawczo istotny. Autorka wykazata sie samodzielnoscia badawczg oraz
interdyscyplinarnym podejsciem, taczacym nowoczesne narzgdzia chemii analitycznej
i biologii systemowej z wiedzg z zakresu neurobiologii. Na szczegélne podkreslenie zastuguje
fakt, iz rozprawa zostata przygotowana w formule zbioru publikacji, z czego dwie zostaty
opublikowane w recenzowanych czasopismach naukowych z listy JCR, a trzecia zostafa
udostepniona jako manuskrypt preprintowy. We wszystkich pracach doktorantka petnita role
pierwszego autora, co $wiadczy o jej wiodacym udziale w realizacji badan i opracowaniu
wynikéw. Przedstawiony dorobek naukowy, obejmujacy ponadto publikacje dodatkowe,
czynny udziat w konferencjach krajowych i zagranicznych, odbycie stazy naukowych oraz
uzyskane stypendia, wskazuje na systematyczng i Swiadoma aktywno$¢ naukowaq doktorantki.
Biorac pod uwage poziom naukowy pracy, samodzielnos¢ i jakos¢ wykonanych badan, a takze
warto$é poznawcza i aplikacyjng uzyskanych wynikdw, wnioskuje o dopuszczenie mgr inz.
Natalii Pudetko-Malik do publicznej obrony rozprawy doktorskiej, a jednoczesnie, majac na
uwadze wyrdzniajacy sie charakter pracy, jej kompleksowosc¢ i jakos¢ publikacji stanowigcych
jej podstawe, wnioskuje o przyznanie rozprawie doktorskiej wyréznienia.
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