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Pt. ,, Wptyw sktadu podjednostkowego i mutacji w petli G na wtasnosci kinetyczne
receptorow GABA (A) oraz badanie mechanizméw modulacji tych receptorow przez
beznodiazepiny”

Promotor: Prof. dr hab. Jerzy Wtadystaw Mozrzymas

Recenzje opracowano na podstawie pisma Przewodniczgcego Rady Dyscypliny Naukowej
Nauki Biologiczne na Wydziale Nauk Biologicznych Uniwersytetu Wroctawskiego z dnia 14 maja
2021. dotyczacego zlecenia sporzadzenia recenzji rozprawy doktorskiej mgr Marka Macieja
Brodzkiego.
Wartos$¢ naukowa rozprawy

Przedstawiona do oceny praca doktorska dotyczy funkcjonowania receptoréw GABA, w
uktadzie nerwowym. Zostata zaprezentowana jako stanowigcy tematyczng catos¢ cykl trzech
publikacji, zaopatrzony wstepem ogdlnym oraz rozdziatami stanowigcymi wprowadzenie do kazdej
z publikacji, podsumowaniem i wnioskami oraz spisem aktualnej literatury. Tekst rozprawy
poprzedza jej streszczenie w jezyku polskim i angielskim. Na koricu manuskryptu zataczone sg
szczegdtowe oswiadczenia wspétautordw o ich udziale w powstaniu poszczegdlnych prac.

Receptory GABA, wystepuja w synapsach hamujgcych i sg gtédwnym czynnikiem
decydujgcym o zjawisku inhibicji w uktadzie nerwowym. Sg wiec czynnikiem, ktérego dysfunkcja
ma istotny wptyw na zjawiska patologiczne moggce pojawiac sie w dziataniu uktadu nerwowego.
Przeprowadzone badania wpisujg sie w wazny kierunek badan, ktérych celem jest doktadne
poznanie funkcjonowania receptoréw GABA i zjawiska hamowania synaptycznego. Istniejg
potencjalne mozliwosci wykorzystania tej wiedzy w terapii medycznej, w przypadku schorzen
zwigzanych z dysfunkcjg zjawiska inhibicji w osrodkowym uktadzie nerwowym. Wykonane prace
byty kontynuacjg badan prowadzonych od wielu lat w pracowni elektrofizjologicznej pod

kierownictwem Prof. Jerzego Mozrzymasa co w najwyzszym stopniu gwarantowato wysoki poziom
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przeprowadzonych eksperymentdw i analizy ich wynikéw. Uzyskane wyniki sg oryginalne, nowe, i
stanowig istotny wkfad w istniejgcy stan wiedzy na temat zaleznosci strukturalno-funkcjonalnych
w receptorach GABAa. Zostaty opublikowane w 3 recenzowanych, obszernych, oryginalnych

artykutach w czasopismach o znacznym wspodtczynniku oddziatywania, o tacznym IF = 12,05:

(1) Comparison of kinetic and pharmacological profiles of recombinant aly2L and alf2y2L GABAA
receptors - A clue to the role of intersubunit interactions

Marek Brodzki, Radoslaw  Rutkowski, Magdalena Jatczak, Magdalena Kisiel, Marta M
Czyzewska, Jerzy W Mozrzymas

Eur J Pharmacol . 2016 Aug 5; 784:81-9. doi: 10.1016/j.ejphar.2016.05.015

IF=3,170

(2) Distinct modulation of spontaneous and GABA-evoked gating by flurazepam shapes cross-talk
between agonist-free and liganded GABAx receptor activity

Magdalena Jatczak-Sliwa, Katarzyna Terejko, Marek Brodzki, Michat A. Michatowski, Marta M.
Czyzewska, Joanna M. Nowicka, Anna Andrzejczak, Rakenduvadhana Srinivasan, Jerzy W.
Mozrzymas

Front. Cell. Neurosci., 28 August 2018. doi.org/10.3389/fncel.2018.00237

IF = 3,921

(3) Mutations of a1 F45 residue of GABA  receptor loop G reveal its involvement in agonist
binding and channel opening/closing transitions
Marek Brodzki, Michat A Michatowski, Michalina Gos, Jerzy W Mozrzymas
Biochem Pharmacol 2020 Jul;177:113917. doi: 10.1016/j.bcp.2020.113917
IF = 4,960

Publikacje te to prace zespotowe. Doktorant, mgr Marek Brodzki, w dwdch publikacjach
jest pierwszym autorem i jego procentowy udziat w powstaniu prac jest najwiekszy. Ponadto w
obu publikacjach jest autorem korespondujgcym co ma bardzo istotne znaczenie w ocenie wktadu
Doktoranta w powstanie publikacji. W trzeciej pracy jest autorem na 3 miejscu a jego udziat nie
jest mniejszy niz pozostatych wspdtautoréw. Udziat Doktoranta jest wiec w dwdch publikacjach

jednoznacznie wiodgcy a w trzeciej znaczny co jest podstawg uznania wymienionych publikacji jako

gtéwnej czesci rozprawy doktorskie;j.

Warto$¢é merytoryczna rozprawy
We ,wprowadzeniu” do Rozprawy doktorskiej zostata przedstawiona rola receptoréw

GABA, oraz mechanizm ich aktywacji ze szczegdlnym zwrdceniem uwagi na niedawno opisane
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zjawisko preaktywacji, ktore zostato poddane szczegdtowej analizie w jednej z publikacji. Opisany
i pokazany jest tez proces deaktywacji prgdu wywotanego podaniem GABA oraz desensytyzacji
receptorow przy wydtuzonej obecnosci agonisty. Sg to procesy, na ktéore ma wptyw skiad
podjednostkowy receptora oraz czynniki modulujgce i mutacje. Przedstawiony tez zostat model
kinetyczny dziatania receptora, do ktérego autor wraca w publikacjach i go uzupetnia. Prawidtowo
dobrana tres¢ ,wprowadzenia” stanowi wiec dobre przygotowanie czytelnika do zagadnien
opracowanych i przedstawionych w zatgczonych artykutach.

Wszystkie wyniki eksperymentow przeprowadzonych w procesie przygotowywania
rozprawy doktorskiej zostaty ujete w pracach juz opublikowanych. Podlegaty one krytycznej ocenie
recenzentéw w poszczegdélnych czasopismach. To samo dotyczy analizy, opisu wynikdow i ich
interpretacji. Fakt, ze artykuty zostaty przyjete do druku swiadczy o tym, ze spetniajg one w 100 %
wymogi naukowych prac badawczych i w zwigzku z tym ponowna analiza ich jakosci wydaje sie
zbyteczna. Jednak pragne zwrdci¢ uwage, ze przedstawione problemy zostaty potraktowane
wieloaspektowo. Podstawowg metodg, ktérg wykorzystano w badaniach byta metoda
elektrofizjologiczna (patch clamp, w dwodch konfiguracjach). Badania uzupetnione zostaty
modelowaniem strukturalnym wraz z dokowaniem ligandéw oraz modelowaniem kinetyki
dziatania receptoréow. Doswiadczenia przeprowadzano réwniez na mutantach receptoréw.
Opracowanie statystyczne jest znacznie rozwiniete. Razem zastosowane metody dajg
przekonywujacy, z nowymi elementami, obraz biofizyki i farmakologii funkcjonowania receptoréow
GABA,.

Efektem poszczegdlnych publikacji sg konkretne stwierdzenia. W pierwszej z nich (1)
udowodniono, ze receptor pozbawiony dwdch jednakowych podjednostek, w ktérych znajduja
sie miejsca wigzania agonisty (GABA) nie przestaje funkcjonowac i wykazuje szereg podobienstw
w dziataniu do receptora natywnego. Musze przyznaé, ze taki wynik byt dla mnie zaskoczeniem.
Powstaje pytanie, na ktére pewnie odpowiedzZ nie jest znana....”po co bylo w procesie ewolucji
komplikowac¢ strukture receptora jak prostsza jego forma réwnie dobrze dziata?”. Pewnie czes¢
odpowiedzi by brzmiata....ze “musiata powstac struktura bardziej skomplikowana by precyzyjniej
petni¢ swoje funkcje”....A moze Doktorant ma inng opinie w tym zakresie? Ponadto wydaje mi sie,
ze jezeli receptory w formie aiyz wystepujag w osrodkowym uktadzie nerwowym (co jak jest

podane w dyskusji nie do korica jest pewne) to by¢ moze beda zachowywaty sie one jednak inaczej
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w naturalnym ich srodowisku niz w postaci biatek sztucznie ekspresjonowanych. A co mysli o tym
Doktorant? Oczekiwatabym réwniez od Doktoranta kilku stow na temat w jaki sposéb dane
uzyskane przez pordéwnanie funkcji receptora natywnego oraz receptora pozbawionego
podjednostek beta wskazujg ze , long-range communication between subunits may shape receptor
functioning” — jest to ostatnie zdanie z dyskusji w pierwszej pracy.

Druga publikacja (2) poswiecona jest gtéwnie aktywnosci spontanicznej receptoréw GABAA
oraz jej modulacji przez flurazepam —modulator receptoréw GABAa z grupy benzodiazepin.
Aktywnos¢ spontaniczna receptoréw GABAa jest waznym czynnikiem wptywajagcym na poziom
inhibicji tonicznej w mdzgu i jest uwazana jako potencjalny ,target” dla srodkéw terapeutycznych
w schorzeniach zwigzanych ze zbyt niskim poziomem hamowania w modzgu. Wykazano, ze
benzodiazepina podnosi aktywnos¢ spontaniczng receptora. Ponadto uzyskano wyniki, ktore
podwazajg opinie, ze receptory GABA, moga by¢ aktywowane przez beznodiazepiny w
nieobecnosci agonisty (GABA).

Trzecia publikacja (3) poswiecona jest roli petli G w strukturze receptora. Mutacje w
reszcie aminokwasowej (F45) istotnej dla funkcji petli G w procesie aktywacji i poréwnanie
zmutowanych receptorow z dzikimi w zakresie dawka (agonisty)-odpowiedZ oraz kinetyki
receptora pozwolito wykaza¢, ktore etapy aktywacji zostajg zmienione w wyniku mutacji. Tym
samym wykazano, ze petla G jest kluczowym elementem zaréwno

dla wigzania sie agonisty jak i dla bramkowania w receptorze. Jest to istotne
stwierdzenie, ktére wskazuje na ,kompleksowg funkcje” biatka receptorowego i pokazuje, ze
proces jego aktywacji po zwigzaniu agonisty angazuje poszczegdlne fragmenty biatka, czesto
odlegte, przy pomocy elementéw ,sprzegajgcych” jakim w przypadku receptora GABA jest, jak
wykazano, petla G.

Podsumowujgc — efekt przeprowadzonych badan to bardzo dobrze udokumentowane,
znacznie pogtebione poznanie struktury i funkcji receptoréw GABA,. Jest to z pewnoscig sukces,
ktdrego nalezy Doktorantowi pogratulowac. Ale czas ptynie....i interesuje mnie problem ,,co dalej”?
W przedstawione]j dysertacji nie znalaztam chociaz matego akapitu poswieconego ewentualnym
dalszym pomystom/planom na kontynuacje tematu badan jakim sg receptory GABAs. Zapewne
Doktorant ma w tym zakresie jakies przemyslenia — chetnie je poznam. A przy okazji moze co$

zasugeruje....cho¢ by¢ moze problem jest juz znany. Jezeli dla wiasciwego funkcjonowania (,w
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spokoju”) uktadu nerwowego jest tak istotna aktywnos¢ spontaniczna receptoréw GABAA to co
dzieje sie z nig w warunkach stresu? Problem zapewne nietatwy do zweryfikowania, ze wzgledu na
ogromng ilo$é ,,ogniw” to mimo to prosze Doktoranta o ocene mozliwosci przeprowadzenia jakis
badan w tym zakresie. Jestem ogromnie ciekawa opinii Pana Marka.

Konczgc ocene merytoryczng jeszcze raz pragne podkresli¢ bardzo wysoki poziom badan
przeprowadzonych przez Doktoranta w ramach przygotowywania pracy doktorskiej - tak w
zakresie koncepcji badan, stosowanych metod, jakosci uzyskanych wynikdw (zapisy
elektrofizjologiczne sg perfekcyjne), ich analizy, opracowania (rdwniez modeli), interpretacji i
opisu.

Poprawnosc redakcyjna rozprawy

Na koniec pozostaje kilka drobnych uwag natury edytorskiej, ktére jesli recenzent ma to
musi je podaé. Nie majg one jednak wptywu na ogdlng wartosc rozprawy doktorskiej.

- str. 7 -sformutowanie ,,obnizenie napiecia btonowego” — tak, rzeczywiscie chodzi o napiecie, czyli
roznice potencjatéw miedzy srodowiskiem zewnetrznym i wewnetrznym ale bardziej powszechnie
w elektrofizjologii uzywa sie okreslenia ,potencjat btonowy” ..... i problem czy w przypadku
hiperpolaryzacji to ,obnizenie” — rzeczywiscie wartos¢ bardziej ujemna, czy moze
,wzrost/podniesienie”- bo de facto jest to wzrost rdznicy potencjatow. Jest to czesto pojawiajacy
sie problem. Na str. 8 ,,obnizeniu potencjatu btonowego” towarzyszy stowo hiperpolaryzacja — i
sytuacja jest juz jasna. Mogtam ten problem poming¢ bo sformutowanie pojawito sie jednorazowo
ale méwiac o nim chciatam zwréci¢ uwage, ze moze lepiej mowié wtasnie o hiperpolaryzacji jako
wiekszej elektroujemnosci wnetrza komorki.

str. 8 — jest rycina (nr 2), ktéra nie wnosi istotnych informacji do opisu zagadnienia i nie zostata w
tekscie zacytowana

str 9 —wyglada, ze automatyczne wstawanie cytowania nie zadziatato.....ale moze nalezato ten btad
wykry¢ zwtaszcza, ze jest wyttuszczony

- str 10 — stowo ,kontrybuowanie” — to zbyt bezposrednie ttumaczenie z angielskiego — mamy
lepszy polski wyraz ,,udziat”,

str. 14 — Czy receptor rzeczywiscie ,,odwigzuje” agoniste w procesie wychodzenia ze stanu
desensytyzacji? A moze lepiej ,uwalnia”?

str. 16 — roztwdr wymieniany z predkoscig — ok. 200 us — jak predkos¢ to droga/czas
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Ocena koricowa

Ja nizej podpisana stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pana mgr. Marka Macieja
Brodzkiego pt. ,Wptyw sktadu podjednostkowego i mutacji w petli G na witasnosci kinetyczne
receptorow GABA(A) oraz badanie mechanizméw modulacji tych receptoréw przez
beznodiazepiny” spetnia warunki okreslone w Art. 187 Ustawy ,,Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce” z dnia 20 lipca 2018 i wnosze do Wysokiej Rady o dopuszczenie Doktoranta do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.

Z uwagi na nowatorski charakter przeprowadzonych badan oraz uzyskanych wynikéw
dajacych pogtebiony obraz i lepsze zrozumienie funkcjonowania hamujgcych receptoréow GABAy w
uktadzie nerwowym, wysokg jakosé publikacji naukowych jakie ukazaty sie na bazie uzyskanych
wynikéw oraz wiodaca role Doktoranta w opublikowanych artykutach, wnosze do Wysokiej Rady

o wyrdznienie rozprawy doktorskiej mgr. Marka Brodzkiego.
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