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rozprawy doktorskiej Pani magister Magdaleny Ewy JATCZAK-SLIWY pt.

"Wplyw mutacji wybranych reszt w miejscu wigzania agonisty na kinetyke
receptora GABA 4 oraz jego modulacje przez zmiany zewngtrzkomorkowego

pH i flurazepam”

Przedstawiona do oceny dysertacja stanowi kolejne bardzo solidne opracowanie
wynikéw badan przeprowadzonych pod opiekg Profesora Jerzego Mozrzymasa w Katedrze
Fizjologii 1 Neurobiologii Molekularnej Uniwersytetu Wroclawskiego. Przedmiotem badan
Pani mgr Ewy Jatczak-Sliwy byt receptor GABA,, ktéry jest glownym transblonowym
kanalem jonowym, uczestniczagcym w procesach hamowania oSrodkowego ukladu
nerwowego. Skomplikowanie budowy receptora GABA,, przede wszystkim jednak
molekularne mechanizmy jego funkcjonowania sg przedmiotem duzego zainteresowania,
ZwazZywszy szczegoOlnie, ze zaburzenie tej waznej neurotransmisji, moze by¢ przyczyna wielu
przypadiosci neurologicznych, a on sam jest miejscem wigzania wielu bardzo waznych
specyfikow farmakologicznych stosowanych w praktyce klinicznej. Wybor tematu
badawczego dysertacji mgr Jatczak-Sliwy uwazam zatem za bardzo trafny i wazny, rowniez
z tego powodu, ze zrealizowany zostal w jedynej grupie badawczej w kraju, tak
kompleksowo zajmujacej sie aktywnoscia receptorow GABA. W badaniach autorka skupita
swoja uwage na wykazaniu zaleznosci funkcjonalnej najbardziej powszechnej izoformy
receptora GABA - aifyy2 od jego struktury, a szczegllnie udzialu dwu reszt
aminokwasowych fenyloalaniany i glutaminianu budujacych odpowiednio podjednostki a; 1
B., kluczowe w wigzaniu agonisty receptora GABA i jego modulacji. Wybor tych miejsc nie

byt przypadkowy, znajdujg si¢ bowiem one w znacznej odleglosci od poru kanahi, co



sugeruje, a czeSciowo zostalo to juz udowodnione, ich zaangazowanie w caly proces
aktywacji kanahu, czyli jego preaktywacje, otwarcie — zamknigcie i desensytyzacje.

Zwyczajowo w recenzjach rozprawy doktorskiej pisze si¢ o jej typowym ukladzie.
Dysertacja Pani mgr Ewy Jatczak-Sliwy, jest w swojej redakcji nietypowa. Po streszczeniu
pracy mamy przedstawiony jej szczegOlowy cel, ktéry przewaznie konczy wstep. To
oczywiscie nie jest blad, a by¢ moze tylko che¢ zwrocenia szczeg6lnej uwagi czytajacego i
stusznie na wazno$¢ podjetych przez doktorantke badan?

W dobrze napisanym wstepie autorka wprowadza czytajacego w badane zagadnienia,
przedstawia krotkag historie pierwszych rejestracji elektrofizjologicznych, konczac na
technice patch-clamp, wykorzystanegj w swoich badaniach, by nastepnie przejsé do
szczegOtowego opisu badanych receptorow, ich form transmisji, przebiegow pradowych,
kinetyki, ich aktywacji i modulacji. Ciekawy jest passus dotyczacy pobudzajacej roli GABA,
ktérag autorka wigze tylko z tzw. , przelgcznikiem rozwojowym’” uktadu nerwowego. Jednak
nie tylko jest ona charakterystyczna dla niedojrzalego moézgowia, rowniez w dojrzalym
ofrodkowym ukladzie nerwowym w jadrach nadskrzyzowaniowych podwzgorza
obserwujemy okotodobowa zmiang aktywnos$ci GABA z pobudzajacej w ciggu dnia na
hamujaca w nocy (The Journal of Physiological Sciences volume 68, pages333—343
(2018)). Catos¢ logicznie napisanego wstepu oparta jest na bogato cytowanej literaturze,
takze wielu publikacjach grup badawczych profesora Mozrzymasa, a uzupetniajg ja czytelne
schematy i oryginalne przebiegi pradowe.

Badania przeprowadzone zostaly na komoérkach linii HEK293 transfekowanych
plazmidowym cDNA kodujacym podjednostki GABA,, réwniez te ze zmutowanymi
resztami aminokwasow badanych podjednostek, ktore pozyskano z zaprzyjaznionych
zagranicznych laboratoriow. Ich namnazanie oraz sprawdzanie jako$ci i1 stezenia
prowadzone bylo w macierzystej pracowni i innych placowkach naukowych Wroctawia. Do
pomiaréw elektrofizjologicznych  pradéw  makroskopowych 1  mikroskopowych
(pojedynczych kanalow) plynacych przez receptory GABA, autorka wykorzystata technike
patch-clamp, stosujac kilka jej konfiguracji. Aktywacja receptora odbywala si¢ poprzez
podanie jego agonisty badz blokera kanatow chlorkowych, a do jego modulacji stosowano
flurazepam. Wplyw odczynu $rodowiska na aktywacje receptora, autorka badala poprzez
zmian¢ pH roztworu. Podawanie roztworéw odbywato si¢ w dwu systemach: ultra szybkim

przy uzyciu kapilary theta glass i wolniejszym wielokanalowym. W rejestrowanych pradach
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Pani mgr Jatczak-Sliwa analizowala ich czas narastania, maksymalng amplitude,
makroskopowa desensytyzacje i deaktywacje, a takze amplitude pradu przebicia
charakterystyczna dla receptoréw zmutowanych. Stosowane techniki pomiarowe, jak i
metody analizy mierzonych parametréw pradowych, nie budzg zadnych zastrzezen.
Natomiast warte podkreslenia jest zastosowanie przez doktorantke modelu symulacji
kinetycznej mechanizmu aktywacji receptora, zarowno w odniesieniu do pradéw makro- i
mikroskopowych i ich poréwnanie z pomiarami w warunkach eksperymentalnych. Takie
podejscie dodatkowo uwiarygadnia przedstawione wyniki, ktore w duzej czesci zostaly juz
opublikowane w kilku bardzo dobrych czasopismach z Listy Filadelfijskiej o wysokim
wspolczynniku przebicia. Wprawdzie autorka nie umieszcza osobnego spisu tych publikacji
w swoje] pracy doktorskiej 1 moze szkoda, to jednak bardzo wyraznie nawigzuje do
wynikéw tych badan, opisujac zakres swojego udzialu w publikacjach wieloautorskich,
wskazujac takze na zupelnie nowe elementy uwzglednione i opisane tylko w dysertacji,
ktorych inspiracja do badaf, byly wyniki wczesniej otrzymane. Na szczeg6lng uwage
zastuguja dwie publikacje, ktorych mgr Jatczak-Sliwa jest pierwszym autorem. Obie ukazaty
si¢ w Frontiers in Cellular Neuroscience w 2018 i 2020 roku. Z tekstu rozprawy i
oryginalnych publikacji, mozna takze wyczytaé, ze prezentowane przez autorke wyniki sg
efektem realizacji projektow badawczych. Zwracam na te dwa fakty (publikacje i granty)
uwage, bowiem s3 one wazne w ocenie dysertacji Pani Jatczak-Sliwy. Z jednej bowiem
strony sam projekt badan zostal wczesniej oceniony przez ekspertow, z drugie] za$
otrzymane wyniki zanim zostaly opublikowane, takze poddane byly kolejnej eksperckie;
ocenie. Fakt ten uwiarygadnia otrzymane wyniki, podnosi ich warto$¢ i ulatwia oceng

rozprawy doktorskiej.

W badaniach dotyczacych wplywu protonéw na aktywno$¢ badanego receptora,
autorka uwzglednilta do tej pory nieanalizowany, najnowszy jego kinetyczny model,
notabene takze opracowany w zespole macierzystej Pracowni. Wykazata, ze mutacja reszty
fenyloalaniny w pozycji 64 podjednostki @; receptora GABA,, powoduje obnizenie
amplitudy prad, a wzmaga kinetyke makroskopowej desensytyzacji przy pH miedzy 6.0, a
8.0 po podaniu GABA, czy kwasu piperydyno-4-sulfonowego, czeSciowego agonisty
badanego receptora. Autorka postanowita takze sprawdzi¢ udziat drugiej waznej w wigzaniu
agonisty podjednostki f receptora afyy> w modulacji protonowej. Szczegolnie, ze
raportowane sg pewne roznice w kinetyce makroskopowej desensytyzacji w receptorze jej
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pozbawionej. Wyniki nie wykazaly jednak réznic w modulacji badanych receptorow przy
kwasnym pH, poza kilkoma w kinetyce ich deaktywacji. Brak roznicy autorka uwaza za
pewne , zaskoczenie” i thumaczy sugerujgc przejecie funkcji brakujacej podjednostki B, przez
Y2, O mozna przypuszczalnie uznaé za pewien rodzaj ,,plastycznosci receptora”, wynikajacej
Z jego znaczenia fizjologicznego? Cykl pomiaréw dotyczacy modulujacego wplywu
benzodiazepin, w pracy doktorskiej autorka uzyla flurazepan, to takze uzupelnienie
wynikow wczesniejszych badan, opublikowanych przez doktorantke i zespdt profesora
Mozrzymasa. Zaréwno w receptorach natywnych, jak i zmutowanych flurazepan
powodowal wyrazne zwiekszenie ich spontanicznej aktywnosci, czyli proces otwierania i
zamykania receptora. Doktorantka potwierdzila takze swoje wczesniejsze obserwacje, ze
receptor niezwigzany z ligandem nie podlega preaktywacji, a spontaniczna 1 wywolana
podaniem agonisty aktywno$¢ zmutowanych receptoréw, moze ulega¢ procesowi
desensytyzacji. Swego rodzaju odkryciem prowadzonych badan, byla rejestracja w
zmutowanych podjednostkach o, i P, badanego receptora tzw. zjawiska przebicia pradu
(overshoot) ponad lini¢ bazows, obserwowana w przebiegu pragdu makroskopowego po
zakonczeniu podania agonisty i udzialu w tym zjawisku spontanicznej aktywnosci kanatow.
Analizujac udziat drugiej reszty aminokwasowej (glutaminianu) izoformy badanego
receptora — podjednostki B, mgr Jatczak-Sliwa wykazata, ze bierze ona udziat gloéwnie w
etapie preaktywacji mechanizmu jego brakowania. Zmutowana forma receptora do jego
aktywacji wymaga wickszego stezenia GABA, a kinetyka pragdow makroskopowych ulega
istotnym zmianom. Migdzy innymi krzywa przebiegu pradu nie posiada szybkiej skladowej
desensytyzacji, a kinetyka deaktywacji byla przySpieszona i dodatkowo prady te
charakteryzowala mata amplituda, co w konsekwencji zmniejsza prawdopodobienstwo
otwarcia zmutowanych receptorow w poréwnaniu od ich formy natywnej. Otrzymane
wyniki potwierdzone zostaly takze w symulacjach makroskopowych, co dodatkowo
potwierdza koncowy wniosek, ze reszta glutaminianowa zlokalizowana na podjednostce f;
bierze udziat w procesie wigzanie agonisty, etapie bramkowania kanatu, ale jak wczesniej
stwierdzono gléwnie w procesie preaktywacji receptora.

Podsumowujac, stwierdzam, ze Pani mgr Jatczak-Sliwa w przedstawionej dysertacji
osiagneta zamierzone cele. Swoimi wynikami, bedagcymi efektem logicznie zaplanowanych,
a nastepnie konsekwentnie wykonanych trudnych i ,kapry$nych” elektrofizjologicznych
pomiaréw, znaczaco uzupelnita wiedze dotyczacg molekularnej aktywnosci najwazniejszego
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i czolowego GABAergicznego receptora hamujacego osrodkowego ukladu nerwowego.
Stwierdzita jednoznacznie, ze nawet daleko polozone od poru kanalu badanego receptora
strukturalne elementy o, i f badanej podjednostki receptora GABA,, znaczgco wplywaja na
jego kinetyke. Nie mam zadnych uwag do merytorycznej strony otrzymanych i
dyskutowanych wynikow, szczegélnie ze s3 w one przedstawione i przedyskutowane w
konfrontacji z dobrze i bogato dobrana literata w ktorej,az ponad 60% to prace ostatnich lat.
Jednak, jako fizjologowi, brakuje mi pewnej szerszej refleksji dotyczacej ich fizjologicznego
znaczenia. Jednozdaniowe stwierdzenie o uwzglednieniu otrzymanych wynikoéw w
projektowaniu nowych lekéw, jest zbyt skromne. To oczywiScie nie jest blad, nie taki
bowiem byt cel pracy, niemniej jednak ciekaw jestem, jak autorka widzi i jakie mogg by¢
pomysly badan, ktore moglyby uwzgledni¢ otrzymane wyniki w blizszej lub dalszej ich
konfrontacji z patologiami, ktore sa/moga by¢ efektem zaburzen funkcjonowania tej waznej i
intersujacej neurotransmisji?

Uwazam zatem, ze rozprawa doktorska spelnia warunki okreslone w art. 13 ust. z
dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach
i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 z péin. zm.) i zwracam si¢ do Rady
Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne Wydzialu Nauk Biologicznych Uniwersytetu
Wroclawskiego o dopuszczenie Pani mgr Magdaleny Jatczak-Sliwy do dalszych
etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczeinie, biorgc pod uwage wazno$¢ podjetego tematu badan, jego znaczenie
w fizjologii i patologii oSrodkowego ukladu nerwowego, duzy zakres
przeprowadzonych systematycznych trudnych metodycznie badan, oraz fakt ze byly
one realizowane w ramach ocenianych projektow, a takze to ze wigkszo$¢ wynikow
Jest juz opublikowana w bardzo dobrych recenzowanych czasopismach, uwazam, ze

praca doktorska Pani mgr Magdaleny Jatczak-Sliwy zasluguje na wyréznienie.

Krakéw dnia 18. pazdziernik 2021.



