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Rozprawy doktorskiej mgr. Marka Brodzkiego pt. ,Wplyw skladu
podjednostkowego i mutacji w petli G na wlasciwosci kinetyczne receptoréow
GABA(A) oraz badanie mechanizméw modulacji tych receptoréw przez
benzodiazepiny”

Kanaty jonowe stanowia uniwersalny system regulacji uktadéw biologicznych.
Uniwersalno$¢ wynika chyba z przestanek ewolucyjnych? Kanaty jonowe byty byé¢ moze
pierwszymi biatkami btonowymi obecnymi w proto-komérce. Umozliwialy one, przez
swojg selektywno$¢, tworzenie gradientdw jonowych i formowanie potencjatu
elektrycznego, ktéry stanowit ,naped” innych proceséw w proto-komoérce. Kanaty
jonowe stanowig w wielu przypadkach poczatkowy etap przekazywania sygnatow w
komorce, a czasami koncowy etap kaskady sygnalizacyjnej. Pozorna sprzeczno$¢ tego
zdania jest tylko, zdaniem recenzenta, dowodem jak wazng role petnig te biatka. Stad
kanaty jonowe (btony plazmatycznej i bton wewnatrzkomérkowych) selektywne dla
kationéw i anionéw, stanowig od wielu lat obiekt badawczy intensywnie eksplorowany
w laboratoriach na catym $wiecie. Intensywno$¢ badan wynika nie tylko z ciekawo$ci
naukowej, ale takze z potencjalnych korzysci jakie moze odnie$¢ medycyna w przypadku
dogtebnego zrozumienia proceséw regulacji, hamowania i aktywacji kanatéw jonowych
obecnych we wszystkich komérkach eukariotycznych.

Receptory jonotropowe GABAa , aktywowane kwasem gamma-aminomastowym,
sg przyktadem biatek kanatowych o niezwykle waznej funkcji w r6znych organizmach.
Ich selektywno$¢ anionowa decyduje o ich podstawowej roli w inhibicji neuronalne;.
Ztozono$¢ tych zjawisk w mézgu narzuca plejotropowos¢ funkcjonalng receptoréow
GABAa. A to zjawisko jest powodowane ekspresjg réznych podjednostek tworzgcych
pentamery kanatu. Dysfunkcje inhibicji neuronalnej mogg by¢ zaangazowane w
zjawisku epilepsji, autyzmie, chorobie Alzheimera, stanach lekowych lub bezsennosci.
Mimo wielu lat badan wtasciwos$ci receptora GABAa nadal uwaza sie, ze mechanizmy
regulacji tego biatka, w kontek$cie budowy podjednostkowej czy farmakologii, sg nadal

petne niejasnosci. Szczegélnie, Ze receptory GABA4 sg obecne nie tylko w neuronach.



Biorgc pod uwage stan wiedzy dotyczacy receptora GABAa i jego wiasciwosci
elektrofizjologicznych, cele (przedstawione ponizej) rozprawy doktorskiej mgr Marka
Brodzkiego sa wedltug recenzenta w peini zasadne.

W przedstawionej rozprawie doktorskiej zdefiniowano nastepujace cele:

- zbadanie regulacji aktywnosci receptoréw GABAa na drodze zmiany
stechiometrii podjednostkowej w postaci braku kluczowej podjednostki beta oraz
wptywu benzodiazepiny flurazepamu na spontaniczng aktywno$¢ receptoréw GABAA,

- wyjasnienie roli elementu strukturalnego domeny zewngatrzkomérkowej - petli
G, w procesie aktywacji.

Rozprawa doktorska Marka Brodzkiego zostata wykonana w Uniwersytecie
Wroctawskim, na Wydziale Nauk Biologicznych, w Katedrze Fizjologii i Neurobiologii
Molekularnej pod kierunkiem promotora prof. dr hab. Jerzego Mozrzymasa. Badania
opisane w pracy doktorskiej byt finansowane przez 3 projekty z Narodowego Centrum
Nauki. Warto tu podkresli¢, ze badania wta$ciwosci elektrofizjologicznych receptora
GABA w grupie badawczej prof. Jerzego Mozrzymasa sg prowadzone, z duzymi
sukcesami, od wielu lat.

Praca doktorska zostata przygotowana w formie tzw. zestawu publikacji.
Pierwsza publikacja to praca opublikowana w European Journal of Pharmacology 784
(2016) 81-89. Marek Brodzki jest tu pierwszym autorem wéréd 6 autoréw. Druga
publikacja to Frontiers in Cellular Neuroscience (2018) 12, article 237. Marek Brodzki
jest trzecim autorem (z adnotacja tzw. equall contribution) wéréd 9 autoréw. Trzecia
publikacja to Biochemical Pharmacology 177 (2020) 113917. Marek BrodzKi jest tu
pierwszym, korespondencyjnym autorem wsréd 4 autoré6w. We wszystkich
publikacjach promotor proj. Jerzy Mozrzymas jest ostatnim autorem. Wszystkie trzy
czasopisma to czasopisma z bardzo dobrym tzw. impact factorem, co w dzisiejszym
$wiecie analiz naukometrycznych, jest postrzegane jako duza zaleta publikowanych
wynikow.

Prezentowana rozprawe Marka Brodzkiego otwiera Streszczenie (takze w jezyku
angielskim), nastepnie w pierwszych rozdziatach opisano wtasciwoséci oraz strukture
receptorow GABAa. Nastepnie opisano mechanizmy aktywacji receptor6w GABAx oraz
badania kinetyki odpowiedzi pradowych receptoréw GABAa. W kolejnym rozdziale
przedstawiono wptyw podjednostkowego sktadu na wtasciwosci kinetyczne receptoréw

GABAA. Tu, w tekscie rozprawy umieszczono publikacje z European Journal of



Pharmacology. Kolejny rozdziat opisuje wptyw benzodiazepin na spontaniczna
aktywno$¢ receptoréw GABAA. Tu w tek$cie rozprawy umieszczono publikacje z
Frontiers in Cellular Neurosciences. Ostatni tzw. eksperymentalny, krétki rozdziat,
dotyczy roli petli G w aktywacji receptoréw GABAs. Tu w tekécie umieszczono
publikacje z Biochemical Pharmacology. Rozprawe koriczy rozdziat Podsumowanie i
wnioski oraz Bibliografia. Zamieszczono takze o§wiadczenia (16 o$wiadczen)
wspotautoréw trzech w/w publikacji: udziat deklarowany od 2% do 22,5%.
Oswiadczenia, wspotautoréw wskazujg na jednoznacznie podstawowg (w zakresie
wiasciwym dla doktoranta) role Marka Brodzkiego w publikacjach sktadajacych sie na
rozprawe doktorska.

Doswiadczenia bedace podstawg rozprawy doktorskiej zostaty przeprowadzono
gtéwnie z wykorzystaniem technik elektrofizjologicznych patch-clamp (w réznych
konfiguracjach). Jest to technika, ktéra od wielu lat umozliwia fundamentalne badania
kanatow jonowych. Jej wiarygodno$¢ jest powszechnie postrzegana bardzo wysoko w
Srodowisku naukowym.

Otrzymane wyniki rozprawy doktorskiej Marka Brodzkiego mozna stresci¢
(dodatkowo wzbogacone o wnioski) w sposéb nastepujacy:

- opisano wiasciwosci kinetyczne i farmakologiczne kanatéw sktadajgcych sie
wytgcznie z podjednostek alfa i gamma co doprowadzito do wniosku o wysokim
»podobienstwie” funkcjonalnym miedzy receptorami typu dzikiego i tymi pozbawionymi
podjednostki beta.

- analiza przebiegéw pradowych z pojedynczych kanatéw pozwolita na wyjaénienie
natury wptywu flurazepamu na spontaniczng aktywno$¢, ktéry znacznie wydtuza
otwarcia kanatu przy nieobecno$ci agonisty.

- pomiary mikro- i makroskopowe na receptorach zmutowanych w petli G ukazaty
istotne zmiany w Kinetyce mierzonych pragdéw wskazujac na istotng role petli G w
koncowych fazach procesu aktywacji kanatow.

Podsumowujgc. Badania opisane w rozprawie doktorskiej Marka Brodzkiego dotycza
waznego zagadnienia regulacji receptora GABAa. Wyniki przedstawione w publikacjach
bedgcych podstawg rozprawy doktorskiej Marka Brodzkiego uwazam za ciekawe i
wazne dla zrozumienia mechanizméw molekularnych regulacji receptora GABAa. Jestem

gleboko przekonany, zZe otrzymane wyniki poszerzajg nasza wiedze o badanym



receptorze. Opublikowanie wynikéw rozprawy doktorskiej w bardzo dobrych
czasopismach czasopismach z tzw. impact factor jest wysoce pozytywne.

Jak kazda praca eksperymentalna, wyja$niajac pewne zjawiska, jednocze$nie
inspiruje do nowych pytan. Forma rozprawy tzn. zestaw publikacji zwalnia recenzenta z
pewnej ,czujnosci” dotyczacej np. analizy statystycznej i szczegdtéw natury
metodycznej. Wszystkie trzy publikacje podlegaty recenzji w ramach procedur
wydawniczych a patrzac na daty przestania artykutéw do czasopism i daty akceptacji
mozna mie¢ pewnos¢, ze podlegaty one krytycznej i ostrej weryfikacji. Jest to sytuacja
wybitnie komfortowa, bo pozwala ona recenzentowi na sformutowanie pewnych pytan i
watpliwosci do doktoranta dotyczacych kwestii bardziej merytorycznych, intelektualnie
ciekawych i prawdopodobnie wazniejszych.

Czas wigc na komentarze i uwagi krytyczne recenzenta dotyczgce wykonanych
doswiadczen jak i przygotowanej rozprawy doktorskiej:

- nieobecno$¢ podjednostki beta2 nie wyptywa znaczgco na wiasciwosci
(farmakologiczne) receptora GABAa. Jak mozna wyttumaczy¢ wiasciwosci kanatu GABAx
bez podjednostki beta2? Czy faktycznie jest ona zbedna? Czy otrzymane wyniki mozna
wyttumaczy¢ innymi zjawiskami (np. fosforylacja) niz tylko obecnoscig okreslonych
podjednostek.

- w/w badaniach dokonywano transfekcji cDNA odpowiednich podjednostek w réznych
proporcjach (praca w European Journal of Pharmacology: Materials and Methods, Cell
Culture and Transfection). Jak zmiana tych proporcji cDNA wptywa faktycznie na
ostateczne sktad podjednostkowy receptora GABAa? Czy weryfikowano sktad biatkowy
receptora w komdérkach HEK?

- wiadomo, ze naptyw jonéw wapniowych przez kanaty typu L moze aktywowac rézne
Sciezki sygnatowe, ktére mogg wplywac na funkcje receptora GABAa: czy ewentualne
zmiany stezenia jonéw wapniowych moga tworzy¢ nowy kontekst interpretacyjny
otrzymanych w rozprawie rezultatéw np. tworzenie klastrow czy dyfuzja lateralna
receptora GABAA?

- pytanie dotyczace wynikéw opublikowanych w Biochemical Pharmacology: czy petla G
jest jedynym elementem strukturalnym receptora GABA4, ktéry moze by¢
zaangazowany w otwarcie bramki kanatu?

- recenzent ma petng §wiadomos¢, ze wyb6r komérek HEK jako komérek modelowych w

przedstawionych badaniach wynika z ogromnej literatury przedmiotu. Ale jednoczeénie




recenzent z najwigksza ciekawoscig wystucha opinii doktoranta jakie przestanki
spowodowaty wybdr takiego modelu komérkowego.
- kolejne pytanie dotyczy takze zastosowanych komérek HEK: czy ekspresja
podjednostek receptora GABAs wptywa na profil ekspresji endogennych biatek tej linii
komorek np. innych kanatéw chlorkowych? Czy biatka obecne (endogennie) w
komoérkach HEK mogg , przypadkowo” wspiera¢ tworzy¢ tworzenie funkcjonalnego
receptora GABAA?
- w opisie wynikow rozprawy doktorskiej znajduje sie nastepujace stwierdzenie, ze
mogg one ,przyczynic si¢ do projektowania nowych terapii schorzen zwigzanych z
inhibicjg neuronalng”. Czy mozna prosi¢ doktoranta o rozwiniecie tego watku?
Podsumowujac, uwazam, Ze opis rozprawy doktorskiej Marka Brodzkiego jest
napisany bardzo dobrze, otrzymane wyniki opublikowane w trzech publikacjach sg
bardzo interesujace a zgloszone uwagi i komentarze recenzenta nie rzutujg na mojg
ogoOlnie bardzo pozytywng ocene pracy. Autor wykazuje dobrg orientacje w
zagadnieniach bedacych przedmiotem rozprawy. Wnioskuje zatem o uznanie pracy
Marka Brodzkiego za odpowiadajagca wymogom stawianym rozprawom doktorskim i o
dopuszczenie Marka Brodzkiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
Jednoczesnie biorgc pod uwage otrzymane rezultaty w trakcie realizacji rozprawy
doktorskiej oraz ich opublikowanie w bardzo dobrych angielskojezycznych
czasopismach z impact factor zgtaszam wniosek rekomendujacy Radzie Dyscypliny
Naukowej - Nauki Biologiczne - Uniwersytetu Wr_oclrawskiego podjecie uchwaty o

wyréznienie rozprawy mgr. Marka Brodzkiego.
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Warszawa, 15 czerwiec 2021 r. (Prof. dr hab. Adam Szewczyk)



