Torun, 09.05.2015

prof. dr hab. Maria Stankiewicz
Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytet Mikotaja Kopernika

Torun, ul. Lwowska 1

Opinia dotyczgca rozprawy doktorskiej mgr Marty Czyzewskiej pt.:

Analiza oddziatywania falkarinolu i a-tujonu na receptory GABA, zwigzane z fazow3 i

toniczng forma inhibicji .

Praca doktorska, ktérej wyniki zostaty zaprezentowane w ocenianej rozprawie
wykonana zostata w Samodzielne; Pracowni Biofizyki Uktadu Nerwowego Uniwersytetu
Medycznego we Wroctawiu. Jest to praca w dziedzinie elektrofizjologii a celem jej byto
okreslenie mechanizméw dziatania substanciji izolowanych z roslin: a-tujonu i falkarinolu na
hamujace receptory GABAA. Wybor substancji nie byt przypadkowy; substancje te wystepuja
w codziennej diecie cztowieka a poglad na ich dziatanie (pozytywne/negatywne) na organizm
cztowieka zmieniat sie w ciggu dziesigcioleci. Istnialy dane, wskazujgce, ze docelowym
miejscem ich aktywnosci sg receptory GABA,, jednak szczegoty dotyczace specyficznosci i
mechanizmow dziatania nie byty znane. Nowe dane w tym zakresie przynosi recenzowana
praca doktorska; rozszerzaja one znacznie poziom wiedzy na temat modulujgcego wptywu
a-tujonu i falkarinolu na aktywnos¢ receptorow GABA,. Zaproponowane zostaty mechanizmy
wptywu badanych substancji na fazowy i toniczny rodzaj hamowania powodowany przez
receptory GABA,, oraz okreslony zostat poziom specyficznoséci dziatania w zaleznosci od
rodzaju podjednostek, z ktorych zbudowane s3 te receptory. Rozprawa jest bardzo
elegancko przygotowanym raportem, poszczegdine jego czesci sg dobrze zrownowazone a

treé¢ stanowi prawidtowo zorganizowang catosc.

Przed przystgpieniem do analizy rozprawy pragne zwrécié uwage, ze Doktorantka
wyniki swojej pracy doktorskiej opublikowata juz w 4 artykutach, gdzie w dwoch z nich jest
pierwszym autorem. Prace ukazaly sig w wysoko punktowanych czasopismach: Journal of
Natural Products and European Journal of Pharmacology. W zwigzku z powyzszym
zarowno przeprowadzone do$wiadczenia, ich analiza i opis oraz znaczenie

przeprowadzonych badan zostaly juz poddane specjalistycznej | niewatpliwie krytycznej



ocenie. W tej sytuacji uwazam, ze ocena pracy naukowej stanowigcej doktorat zostata juz
dokonana — z wynikiem zdecydowanie pozytywnym lecz, zeby spetni¢ wymagania formalne

ponizej zostanie przeprowadzona analiza tresci rozprawy.

Wstep do rozprawy to opis na 40 stronach budowy i funkcji receptoréw GABA —
gtéwnie jonotropowych receptoréw GABAa. Opisane sa rowniez substancje pochodzenia
naturalnego modyfikujgce dziatanie tych receptorow. W wiekszosci sg to najnowsze dane,
dobrze dobrane. Tekst ilustrujg ryciny, mozna je podzielic na dwie grupy — jedna to
schematy ogdlne, przygotowane bardzo estetycznie, i w jednym stylu, dobrze obrazujace
przedstawiany problem. Zrodtem ich jest gtownie Nature Reviews ~Neuroscience — co
oznacza, ze autorka siegneta do zrodet ,z najwyzszej potki’. Druga grupa rycin przedstawia
dane z doswiadczen innych autoréw — tez prawidtowo przygotowane chociaz w niektérych
przypadkach liternictwo powinno by¢ wigksze poniewaz jest na granicy czytelnosci, np. Rys
1.14 — stezenia GABA i opis skali, podobnie Rys. 1.15. We wszystkich podrozdziatach ilos¢
informacji jest wywazona a zwraca uwage fakt, ze pomiedzy podrozdziatami wystepujg
zdania wigzgce, ktore stanowig uzasadnienie dlaczego tres¢ kolejnego podrozdziatu jest
istotna z punktu widzenia opracowywanego zagadnienia. Troche dziwi umieszczenie opisu
falkarinolu dopiero w czesci ,wyniki" — gtowna czes¢ tego opisu powinna raczej byc¢
umieszczona we wstepie w podrozdziale ,Alkohole poliacetylenowe”. Zadne biedy
merytoryczne nie zostaly stwierdzone a zawarty we wstepie materiat oprécz swojej
podstawowej roli jako wprowadzenie do czesci doswiadczalnej moze stuzy¢ jako dobra praca
przeglagdowa. Cel pracy zostat prawidiowo przedstawiony chociaz troche brakuje w nim

informacji czego autorka oczekiwata przed wykonywaniem badan.

Material i metody to szczegdtowy opis stosowanych metod. Gioéwna z nich to
technika patch-clamp stuzaca do rejestracii czynnosci bioelektrycznej- w tym przypadku
pradéw ptynacych przez aktywowane receptory GABA,. Jest to technika najpowszechniej
stosowana w elektrofizjologii, co nie znaczy, ze najtatwiejsza. Wymaga ona bardzo duzej
precyzji dziatania a uzyskiwanie prawidtowych, stabilnych, porownywalnych zapisow jest
mozliwe tylko przy duzej praktyce. Znaczy to, ze Doktorantka z pewnosécig spedzita wiele
czasu realizujgc swoje badania. Oprécz techniki elektrofizjologicznej stosowane byty inne
metody, ktére mozna okresli¢ jako wspomagajace, niemniej konieczne do samodzielnego
prowadzenia badan. Byto to pozyskiwanie materiatu z mozgu szczuréw i hodowla komorek
neuronalnych, hodowla linii komérkowych HEK 293 oraz metoda transfekcji komérek HEK
293. Waznym elementem w stosowanych metodach byt system szybkiej perfuzji neurondw
co zabezpieczato przed zjawiskiem desensytyzacii receptorow GABA, — zjawiskiem, ktore
mogto bardzo znieksztatca¢ uzyskiwane wyniki. Wszystkie stosowane metody zostaty

wlasciwie dobrane i prawidiowo opisane. Zwraca uwage szczegotowe przedstawienie
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metodologii uéredniania przebiegdw pojedynczych pomiarow pradéw, wyznaczania
amplitudy pradu, okreslania czasu narostu prgdu oraz jego ubytku w czasie aplikacji
agonisty. Na koniec fragmentu po$wigconego stosowanym metodom pragne podkresli¢, ze
uwazam za bardzo cenne, ze Doktorantka — czyli mtoda osoba, ktéra prawdopodobnie
bedzie kontynuowa¢ badania naukowe posiadta umiejetnos¢ prowadzenia do$wiadczen
elektrofizjologicznych na ,naturalnym materiale”- w tym przypadku na neuronach hipokampa
szczura. Coraz wiecej badan elektrofizjologicznych jest prowadzona wytacznie np. na liniach
komoérkowych czy oocytach Xenopus i chociaz badania takie z pewnoscig przynoszg wiele
cennych informacji na temat cech biofizycznych i farmakologicznych badanych receptorow
lub kanatow jonowych to nie przynoszq one petnej informacji na temat fizjologii tych biatek

w warunkach "normalnych”.

Wyniki — jak juz zostato na poczatku powiedziane jako$¢ wynikow zostata juz
wczesniej oceniona przez ekspertow wydawniczych. Waznym faktem jest, ze zawsze
przedstawiane sg oryginalne zapisy uzyskane w do$wiadczeniach elektrofizjologicznych a
dopiero potem nastepuje ich analiza statystyczna. Czytelnik moze sie zorientowac¢ w jakosci
uzyskiwanych zapisow i pokusi¢ si¢ o probe samodzielnej interpretacji wynikow. Wiasnie w
zwigzku z tym nasunat mi sie¢ pewien problem. Substancja a-tujon wydtuza czas narostu
pradow przewodzonych przez receptory GABA czyli spowalnia ich kinetyke. Nastepnie jest
podane, ze a-tujon zmniejsza ubytek pradu w czasie aplikacji agonisty. Rzeczywiscie patrzac
na zapisy widzimy, ze zmniejsza. Jednak czy mniejszy ubytek pradu nie wynika po prostu z
wolniejszej kinetyki pradu zmodyfikowanego testowana substancjg? Czy gdybysmy
proporcjonalnie do stopnia spowolnienia kinetyki wydtuzyli czas rejestracji pradu po podaniu
testowanej substancji to czy by sie nie okazato, ze ubytek pradu jest podobny jak w kontroli?
Z pewnoscig nie byloby to idealne rozwigzanie bo dtuzsza aplikacja GABA stanowitaby
zaburzenie warunkow poréwnywalnych do kontroli ale mysle, ze mimo wszystko pewnie
dodatkowe informacje taki model do$wiadczenia mogtby przynies¢. Odwrotna sytuacja miata
miejsce po falkarinolu. Jak pisze sama Autorka ,przyspieszenie czasu narostu pradu byto
zwigzane ze zwiekszeniem ubytku pradu w czasie koaplikacji agonisty i falkarinolu”. Czyli
szybsza kinetyka — wiekszy ubytek pradu. Interesuje mnie jeszcze pewien techniczny
problem — jak dokonywano normalizacji przebiegu pradéw — np. Ryc. 411 =F lub 4.12-E ?
Cze$¢ wynikowa pracy jest bogata. Co prawda zapisywane byto tylko jedno zjawisko — prad
plyngcy przez receptory GABA, aktywowane egzogennym GABA jednak zapisy te byty
robione w réznych konfiguracjach podjednostek receptora w warunkach kontrolnych i pod
dziataniem substancji testowanych. Kazda warto$¢ érednia wyliczana byta na podstawie co
najmniej 6 powtdrzen, a czasami byto ich znacznie wigcej. Biorac pod uwage, ze

doswiadczenia elektrofizjologiczne do tatwych nie naleza stwierdzi¢ mozna, ze ilos¢ i jakos¢



uzyskanych wynikéw oraz jako$c ich analizy i interpretacji z pewnoscia zastugujg na wysoka

ocene.

W dyskusji waznym zagadnieniem jest poréwnanie uzyskanych wynikow w zakresie
dziatania a-tujonu do wynikow do$wiadczen w ktorych obserwowano wpiyw tej substancji na
miniaturowe postsynaptyczne prady hamujgce. Pozwolito to na zaproponowanie
mechanizméw dziatania o-tujonu. Podkreslono w dyskusji, ze udowodniono, ze falkarionl
wywotuje rozne efekty na receptory GABA zaangazowane w fazowg i toniczna forme inhibicji
oraz, ze efekt wywierany na kazdy z badanych typow receptoréw byt zwigzany z innym
(zaproponowanym) mechanizmem dziatania. Sa to bardzo konkretne wnioski, w petni
uzasadnione, wynikajgce z przeprowadzonych badan. W dalszej czesci dyskusji wielokrotnie
Autorka odwotuje sie do do$wiadczen w ktorych stosowano nizsze dawki falkarinolu. | tutaj
powstaje pewna nigjasnosc natury technicznej’ — Doktorantka odwotuje si¢ do wynikow
do$wiadczen ,prowadzonych przez innych cztonkéw zespotu SPBUN” ... .i cytuje prace pod
wtasnym nazwiskiem. Sprawa si¢ wyjasnita po doktadniejszej analizie - ,pozostali
cztonkowie zespotu” testowali dziatanie substanciji przy niskich jej stezeniach a Autorka przy
wyzszych a wszystkie wyniki znalazty sie w cytowanej publikacji. Problem wiec przestat
istnie¢ niemniej Autorka powinna podaé w tekscie pewien komentarz aby sprawa
przedstawiata sie¢ w bardziej przejrzysty sposob. Ogdlnie dyskusja jest napisana w sposob

zwarty, przekonywujacy z wykorzystaniem odpowiednich danych z literatury.

Tekst catej rozprawy jest napisany poprawnym, naukowym jezykiem. Pewne
sformutowania, z ktérymi sie nie zgadzam jak np. ,przyspiesza czas narostu pradu’ zamiast
po prostu przyspiesza narost pradu lub ,spowalnia czas narostu pradu” zamiast spowalnia
narost pradu lub ,biezaca praca” (moze lepiej by byto prezentowana praca) oraz zbyt czesto
pojawiajgce si¢ stowa ,co ciekawe” nie obnizajg bardzo dobrego wrazenia jakie sie odnosi

przy czytaniu tekstu.

Bibliografia jest bogata — jest to prawie 200 pozyciji z czego 75% ukazato si¢ po roku

2000 a 21% po roku 2010. Cytowane prace zostaty dobrze dobrane i wykorzystane.

Praca zakonczona jest podsumowaniem. Podsumowanie to ma raczej charakter
obszernego streszczenia, ktorego w rozprawie zabrakto. Nalezatoby umiescic¢ je na poczatku
rozprawy gdyz jest bardzo dobrze napisane i wczesniejsze zapoznanie sie z nim utatwitoby

sledzenie catego tekstu.

Podsumowuijgc — stwierdzam z petnym przekonaniem, ze rozprawa doktorska spetia
warunki okreslone w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i

tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. Nr 65, p0z.595, z
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pozniejszymi zmianami). Bioragc pod uwage opublikowany dorobek naukowy (4 prace
zwigzane z doktoratem + 2 inne) oraz wysoki poziom rozprawy doktorskiej sktadam wniosek

o przyznanie nagrody dla Doktorantki Pani mgr Marty Czyzewskiej.
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