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rozprawy doktorskiej Pani magister Marty M. CZYZEWSKIEJ pt.

"Analiza oddzialywania falkarinolu i a-tujonu na receptory GABA 4 zwiqzane

z fazowq i toniczng formq inhibicji”

Charakterystyczng wlasciwoscia osrodkowego ukladu nerwowego, szczegélnie
moézgowia, jest jego dychotomiczny podzial. Objawia si¢ on zaréwno w strukturze, jak
i jego aktywnosci. Z jednej strony mamy bowiem uktady (projekcje, drogi) specyficzne
i niespecyficzne, z drugiej za$ pobudzenie i hamowanie, ktore realizowane jest glownie
poprzez aktywacje uktadu wykorzystujacego kwas y — aminomastowy (GABA), jako
neuroprzekaznik (neurotransmiter) hamujacy. O znaczeniu tej projekcji w prawidlowym
funkcjonowaniu moézgowia, niech $wiadczy fakt, ze az przeszto 30%, a w niekt6rych
strukturach nawet 50% to neurony hamujace. Hamowanie realizowane jest poprzez
aktywacj¢ dwu typow receptorow: jonotropowych GABA, i metabotropowych GABAg. Ze
wzgledu na specyfike swojej budowy i bezposredniag aktywacj¢ kanatéw jonowych,
receptory GABA, s niestychanie wazne i wrazliwe na wiele substancji modulujacych ich
aktywno$¢. Jednak, mimo ponad 60 lat badan neurotransmisji GABA-ergicznej, w tym
budowy receptora GABA,, ciagle nie do konca wiemy z ilu podjednostek jest zbudowany
i jak oddziatuje z réznymi zwiazkami czy substancjami. Warto doda¢, ze do tej pory
zidentyfikowano, az 19 r6znych podjednostek, co daj¢ teoretyczna mozliwos¢ ponad 74 tys.
réznych kombinacji receptora GABA,. Nie dziwi zatem fakt, iz grupa tych receptoréw jest

przedmiotem rozprawy doktorskiej Pani Marty Czyzewskie;j.

Autorka swoja pracq doskonale wpisuje si¢ w prowadzong od wielu lat tematyke

badan Samodzielnej Pracowni Biofizyki Uktadu Nerwowego, Katedry Biofizyki
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Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu, kierowanej przez Profesora Jerzego
Mozrzymasa. Pani Czyzewska wykorzystujac bardzo duze doswiadczenie zespotu, gtownie
promotora, stawia jasny cel swojej pracy. Zbada¢ wplyw dwu zwigzkéw pochodzenia

naturalnego: a-tujonu i falkarinolu na aktywnos¢ receptorow GABAA.

Przedmiot podje¢tych badan jest zatem wazny i aktualny szczegélnie z punktu
widzenia farmakologii receptoréw GABA,, a postawiony cele jest jasny ambitny
i bardzo trudny.

W tym miejscu pragng wyraznie podkredli¢, ze wyniki przedstawione w pracy
doktorskiej Pani Czyzewskiej, zostaly juz wezesniej opublikowane w kilku bardzo dobrych
czasopismach naukowych z Listy Filadelfijskiej o wysokim wspotczynniku przebicia. Dwie
prace, w ktérych doktorantka jest pierwszym autorem stanowig glowny trzon
dysertacji. Ocena doktoratu jest zatem w zasadzie ocena publikacji na nig si¢ sktadajacych,
a one same s3 jej najlepsza recenzjy. Jest to bowiem opinia wielu, niezaleznych,
najwyzszej klasy fachowcéw w tej dziedzinie. Cheiatbym, zatem zwréci¢ uwagg, tylko na
pewne istotne jej elementy.

Dysertacja Pani Czyzewskiej ma typowy uklad rozprawy doktorskiej, liczy 106 stron
maszynopisu, 207 pozycji cytowanej literatury, wsrod ktérych prawie 50% pochodzi z
ostatnich 10 lat. Brakuje jednak na poczatku streszczenia, cho¢ jest na koncu obszerne
podsumowanie, ktére mogtoby je zastapié, a wyniki mozna by podsumowa¢ w kilku
punktach. Prace rozpoczyna bardzo dobrze napisany wstep, bedacy solidng, obszerng (41
stron) i dobrze napisana czescia dysertacji. Precyzyjnie wprowadza czytajacego w tematyke
badan. Autorka opisuje syntez¢ i hydrolize GABA, szczegblowo badane receptory, ich
budowe i miejsca wiazania réznych zwiazkéw modulujacych ich aktywnos¢. Udziat i
mechanizm jonowy GABA w hamowaniu, a takze pobudzeniu, wymienia struktury
moézgowia w ktérych ten pobudzajacy proces zachodzi. Szkoda, ze nie znalazta si¢ w tym
miejscu jeszcze jedna bardzo wazna dla fizjologii organizmu struktura mézgowia (jaka?), w
ktérej GABA spelnia dwoista role, pobudzajaca i hamujaca? Nastepnie autorka opisuje dwa
rodzaje hamowania GABA-ergicznego (fazowe i toniczne), ktore sa jej przedmiotem badan.
Ten podrozdziat jest niestychanie wazny, bowiem te dwie formy transmisji biora udziat w
kontroli sieci neuronalnej, a nie byly do tej pory szczegdtowo analizowane. Na kolejnych
stronach wstepu opisywana jest budowa molekularna receptoréw GABA,, ich funkcjonalne

zrbznicowanie, rozmieszczenie w mozgowiu, mechanizm aktywacji i zmian ich kinetyki.
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Tym zagadnieniom doktorantka poswigca sporo miejsca, szeroko dyskutujac wyniki prac
macierzystej Pracowni (bedac niektérych wspotautorka) z pracami innych autoréw. Dobrze
napisany wstep koniczy rozdzial opisujacy egzogenne modulatory i inne zwiazki
oddzialujace z badanymi receptorami, w tym badany a- tujonem, nalezacym do grupy
terpenoidéw. Szkoda, ze w tym miejscu doktorantka nie przedstawita takze drugiego
badanego zwiazku — falkarinolu. Na opis, ktérego czytajacy musi czekaé, az do rozdziatu
wyniki badai. Niemniej jednak, czytajac wstep nie mialem zadnej watpliwosci, ze
autorka poruszyla wszystkie istotne zagadnienia, bedgce przedmiotem rozprawy
doktorskiej. Robi to w sposéb merytoryczny i zrozumialy w oparciu o dobrze
dobrang, bogato cytowans literaturg¢, dodatkowo uzupelniajac bardzo czytelnymi,
kolorowymi schematami i rycinami.

Szczegdtowy cel pracy doktorskiej Pani Czyzewskiej polegat na zbadaniu wplywu
dwu wczesniej wymienionych zwiazkéw na dwie formy hamowania GABA-ergicznego
(fazowa 1 toniczna) na 4 typach receptorow GABA,, rozniacych sie skladem
podjednostkowym. Jeden model zwiazany jest z hamowaniem fazowym, a pozostate 3 z
tonicznym. Modele rekombinowanych receptoréw ekspresjonowano na linii komorkowe;j
HEK 293. Pomiary pradéw rejestrowano metods elektrofizjologiczna patch-clamp, w
konfiguracji ,,whole-cell”, w przypadku o- tujonu, réwniez na pierwotnych hodowlach
neuronalnych z hipokampa szczura, stosujac aparaturg do szybkiej wymiany ptynéw wokot
badanej komorki, co w tego typu badaniach, zwazywszy szybkos¢ transmisji synaptyczne;

jest niestychanie istotne.

Cala procedura zaréwno, jesli chodzi o hodowle komérkowe, jak i rejestracje
elektrofizjologiczne, a takze analiza otrzymanych wynikéw, w ktérej porownywano
zmiany amplitudy, czas narostu pradu oraz ubytek pradu w czasie podan agonisty nie
budza zadnych zastrzezen.

Logicznie zaplanowane i konsekwentnie przeprowadzone eksperymenty, przyniosty
rezultaty, ktore doktorantka opisata w jasny i powtarzalny sposob w stosunku do wszystkich
badanych modeli receptora GABA4. Taka forma przedstawienia wynikow, pozwala na
bardzo latwe, co w tego rodzaju badaniach jest niestychanie istotne, poréwnanie
poszczegblnych serii dos§wiadczalnych. Wyniki oprécz formy opisowej uzupelnione zostaty
oryginalnymi zapisami analogowych przebiegdw rejestrowanych pradow oraz histogramami
zmian amplitudy pradu, czasu jego narostu i ubytku przy réznych stgzeniach badanych
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zwiazkow. Ta bogata i szczegétowa dokumentacja otrzymanych wynikow w potaczeniu z
dobrze dobrang analiza statystyczna podnosi warto$¢ pracy. Wydaje mi si¢ jednak, ze
przedstawienie w formie tabel wartosci mierzonych parametrow elektrofizjologicznych w

stosunku do stosowanych stezen, dodatkowo poprawiloby ich czytelnos¢.

Pani mgr Marta Czyzewska w swojej pracy doktorskiej potwierdzila epileptogenny
wplyw a-tujonu, obserwujac po jego podaniu zmniejszenie amplitudy odpowiedzi i zmiang
przebiegéw czasowych pradu we wszystkich badanych typach receptorow. Po raz pierwszy
jednoznacznie wykazata, ze badany zwiazek ma najwiekszy wplyw na receptory GABA4 o
stechiometrii 5, ktére zaangazowane sa w hamowanie o charakterze tonicznym.
Stwierdzila, ze wszystkie receptory z podjednostka 8, sa zdecydowanie bardziej podatne na
dzialanie a-tujonu, niz te z podjednostkg v, co nie wyklucza réwniez udziatu tych
receptorébw w hamowaniu fazowym. Sugeruja to wyniki wcze$niejszych badar, a Pani
Czyzewska probuje tlumaczy¢ mechanizm ich dzialania poprzez wplyw pre- i
postsynaptyczny. Rejestrowana dwufazowos$¢ narostu pradu w reakcji na a-tujon,
doktorantka tlumaczy potencjalng obecnoscia dwu miejsc wigzania tego zwiazku przez
receptor. Ciekaw jestem czy autorka ma jaki§ pomyst, jak mozna by to do$wiadczalnie
sprawdzi¢? Podanie o-tujonu zmniejszato réwniez amplitude i czgstotliwo$¢ miniaturowych
postsynaptycznych pradéow hamujacych, co wskazuje, Ze mechanizm jego dziatania
zwiazany jest raczej z procesami wigzania agonisty i brakowaniem receptora, niz
wystepowaniem bloku otwartego kanatu, co jasno podkresla doktorantka w dyskusji pracy.
Interesujac i bardzo wazne z punktu widzenia toksycznosci jest wykluczenie przez
doktorantke a-tujonu w tzw. zjawisku absyntyzmu, a takze jego gatunkowa specyficznos¢.

Jak mozna ja wytlumaczy¢ i jakie moze by¢ tego biologiczne znaczenie?

Pani mgr Czyzewska w swojej pracy, jako pierwsza przeprowadzita szczegolowa
analize modulujacego wplywu na transmisj¢ GABA-ergiczna drugiego z badanych
zwiazkow (falkarinolu). Stwierdzita w receptorach GABA, o budowie aifay21, dwoistose
reakcji generowanych pradéw, zalezng od stezenia falkarinolu. Niskie wzmacniato, a
wysokie ostabiato przebieg wyzwalanych pradow. Takie zachowanie receptora po podaniu
falkarinolu, autorka tlumaczy mechanizmem zwiazanym z blokiem otwartego kanatu. Czy
na podstawie podobnej reakcji przedstawicieli innych alkoholi polietylenowych, do ktorych
nalezy falkarinol, mozna powiedzie¢, ze mechanizm ten jest wspdlny dla nich? W

przypadku receptorow GABAA o, autorka po podaniu falkarinolu, rejestrowata znaczng
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redukcje amplitudy pradowej, ktéra poglebiata si¢ ze wzrostem stgzenia podawanej
substancji. Natomiast czas narostu pradu ulegal wydtuzeniu, a ubytek pradu w okresie
podawania zwiazku zmniejszeniu. Taka reakcja wyklucza udzial mechanizmu bloku
otwartego kanahlu, a sugeruje raczej wptyw badanego zwiazku na mechanizm wigzania
agonisty i bramkowanie badanego receptora. Ciekawy wynik zaobserwowata doktorantka w
przypadku podan falkarinolu na prady hamujace generowane przez receptory GABA4 o
budowie a;B28. Tylko stezenia powyzej 1 pM powodowaly istotne zmiany w amplitudzie
generowanych pradéw i jego ubytku w czasie podania. Jaka moze by¢ przyczyna
(mechanizm), takiej stezeniowo zaleznej reakcji badanego receptora, czy to jest przykiad

hormezy jego dziatania?

W podsumowaniu chciatbym wyraznie podkresli¢, ze doktorantka wynikami swojej
pracy osiagneta zamierzone cele. Pokazala wigksza lub mniejsza wrazliwo$¢ badanych
podtypoéw receptorow GABAA na podawane zwiazki, zalezna od rodzaju budujacych go
podjednostek, czym udowodnita ich modulujacy wplyw na projekcje GABA-ergiczna. Na
podkreslenie zashuguje ostatnie zdanie podsumowujgce rozprawg, w ktérym autorka
wyraznie podkresla, iz otrzymane wyniki sa dobrym ,,zaczynem” ,, ...dalszych poszukiwar
zwiqzkéw, lub chemicznej modyfikacji tych badanych, kidre selektywnie bedq oddzialywac z
okreslonym typem receptora lub podjednostki...” To dowod dojrzatosci i rzadko spotykane;
,,pokory naukowe;j”.

Czytajac prace nie spotkalem razacych bledéw, czy niezrecznosei jezykowych.
Podkres$lam gdyz, rzadko si¢ to zdarza. Moze tylko zbyt czesto autorka uzywa stowo
,inhibicja”, ,,aplikacja”, ,koaplikacja” zamiast polskiego ,,hamowanie”, ,,podanie”. Nie
znalaztem w Bibliografii pozycji Katz i Thesleff (1957), ktora autorka cytuje na str. 17.
Raczej badania prowadzi si¢ na myszach, a nie ,nad myszami” str. 26. Nie ma
,kopalikacji”, tylko jest ,aplikacja” str. 31. Raczej méwimy o badaniu neuronalnych

mechanizméw snu i czuwania, a nie ,,snu i pobudzenia”. Jest takze kilka literowek.

Te drobne uwagi w zaden sposéb nie wplywaja, co z cala mocg podkreslam,
na bardzo wysoka oceng¢ merytoryczna recenzowanej pracy. Moim zdaniem uzyskane
przez doktorantke wyniki, bedace efektem solidnie i logicznie zaplanowanych badan
oraz konsekwentnie, systematycznie przeprowadzonych do$wiadczen, w istotny

spos6b uzupelniajg i poszerzajg istniejacg wiedze na temat farmakologii receptorow
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GABA,. Wnoszg do niej zupelnie nowe elementy, dotyczace modulujacego wplywu
powszechnie wystgpujacych w naszym Zyciu codziennym zwigzkéw, ktore w znaczacy
sposéb wplywaja na aktywno§¢ moézgowia, w pracy Kktérego badana przez
doktorantka projekcja GABA-ergiczna jest dominujgca i bardzo wazna.

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 pézn. zm.) i zwracam si¢ do Rady
Wydzialu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroclawiu
o dopuszczenie Pani mgr Marty M. Czyzewskiej do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Jednocze$nie, bioragc pod uwage duZy zakres przeprowadzomych badan, ich
niestychane skomplikowanie, pod wzgledem metodycznym, a takie dyskusji
otrzymanych wynikéw oraz fakt, ze znaczna cze$¢ wynikéw zostala juz opublikowana
w bardzo dobrych recenzowanych czasopismach, jak réwniez to, ze badania te byly
realizowane migdzy innymi w ramach projektu NCN, uwazam, ze praca doktorska

Pani mgr Marty M. [CzyZewskiej zasluguje na wyrdznienie.

Prof. dr hab. Marian H-Lewagdowski Krakéw dnia 07. maja 2015.



