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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Magdaleny Kisiel
pt. Rola procesu preaktywacji w funkcjonowaniu receptora GABA, oraz jego modulacji

przez wybrane czynniki

Uktad GABAergiczny jest podstawowym neuroprzekaznikowym systemem
hamujgcym w mozgu, ktéry reguluje czynnosci praktycznie wszystkich jego obszaréw.
Badania receptora GABA A, odpowiedzialnego za generowanie szybkich hamujacych
potencjalow postsynaptycznych, majg niezwykle istotne znaczenie, poniewaz zaburzenia
czynnosci uktadu GABAergicznego lezg u podloza licznych chordb neurologicznych.
Rowniez mechanizm dziatania wielu lekow opiera sie na oddziatywaniu na receptory dla
kwasu y-aminomastowego. Z tych powodéw dokonany przez doktorantke wybor podjete;
problematyki badawczej jest trafny i aktualny. Zespét profesora Jerzego Mozrzymasa,
promotora rozprawy doktorskiej, jest znany z nowatorskich badan nad budowg i funkcja
receptora GABA 4, a przedstawiona rozprawa stanowi wazny etap rozwoju tych badan w

ostatnim czasie.

Rozprawa doktorska mgr Magdaleny Kisiel zawiera omdwienie wynikéw szeroko
zakrojonego projektu badawczego, ktdrego celem bylo okreslenie roli reszt aminokwasowych,
potozonych w miejscu wigzania agonisty, w przebiegajacym na poziomie molekularnym
procesie, prowadzacym do aktywacji receptora GABAa. Doktorantka postawita hipoteze,
wedlug ktorej czasteczka receptora po zwigzaniu czasteczki ligandu wchodzi w stan
preaktywacji, czyli szczegdlnej konformacji, poprzedzajacej przejscie receptora w stan
otwarty badz zdesensytyzowany, i przeprowadzita jej weryfikacje.

Przedstawiona mi do recenzji 158-stronicowa rozprawa doktorska ma typowy uktad

edytorski. W obszernym, liczacym 37 stron wstepie autorka omawia najpierw podstawy

zjawisk elektrochemicznych, zachodzgcych w blonach komorek pobudliwych, by nastepnie



przejs¢ do szczegdtowego omodwienia, w oparciu o bardzo dobrze dobrang literature, znanych
endo- 1 egzogennych agonistéw receptora GABA, a takze budowy czasteczek
pentamerycznych receptordw jonotropowych, do ktdrych nalezy receptor GABAA. Duzo
miejsca we wstepie poswiecono omoéwieniu zbadanych dotad molekularnych podstaw
dziatania receptora GABA4, w tym przede wszystkim prac poswieconych dynamice zmian
strukturalnych czgsteczki receptora, do ktérych dochodzi pod wplywem wigzania agonisty.
Opisyujac mechanizm aktywacji receptora GABA doktorantka w sposéb bardzo interesujgcy
przedstawia stopniowg ewolucje modeli opisujacych poszczegolne fazy zmian
konformacyjnych czasteczki receptora, prowadzacych do jago aktywacji a takze
desensytyzacji, Nastepnie stusznie podkresla, iz istnieje potrzeba uzupelnienia
zaproponowanych dotad przez innych badaczy modeli liniowych i rozgatezionych o opis
stanow konformacyjnych, w ktoérych nie ma pelnego wysycenia miejsc wigzacych przez
agoniste. Wstep konczg podrozdziaty dotyczace strukturalno-funkcjonalnego zréznicowania

receptora GABA, 1 jego modulatorow.

Szczegodtowy opis zastosowanych materialéw i metod zajmuje 25 stron. Uzyskane
wyniki przedstawiono na 54 stronach, zawierajacych 23 ryciny i 12 tabel a dyskusja zajmuje

11 stron. Godny uwagi jest obszerny spis piSmiennictwa, liczacy 241 pozycji.

Pierwsza czgs$¢ przeprowadzonych badan dotyczyta porownania amplitudy i kinetyki
desensytyzacji oraz deaktywacji pradow makroskopowych, rejestrowanych technika whole-
cell. Prowadzac analize rejestracji pradow wywolywanych przez podania GABA albo kwasu
piperydyno-4-sulfonowego (P4S), bedacego czgéciowym agonistg receptora GABA,, z
komorek wykazujacych ekspresje receptora zbudowanego z podjednostek ol-p2—~y2
doktorantka wykazala, iz uzyskane dane doswiadczalne mozna opisaé przy pomocy modelu
liniowego przemian konformacyjnych receptora. Jednak w kolejnym etapie doswiadczen,
stosujgc inne zwigzki o charakterze agonistycznym i badajgc reakcje komoérek wykazujacych
ekspresje receptora z mutacjg o 1F64C w miejscu wigzacym agoniste, obnizajaca
prawdopodobienstwo otwarcia kanatu receptora, pokazata ze obserwacje doswiadczalne
najlepiej odtwarza model uniwersalny, zawierajacy fragmenty liniowe i rozgal¢zione oraz
uwzgledniajacy wystepowanie stanu preaktywacji. Kolejna seria do§wiadczen zmierzala do
zbadania wplywu zmian st¢zenia protonéw w $rodowisku na dziatanie receptora z mutacjg
alF64C. Po ich przeanalizowaniu doktorantka zaproponowata 2 modele, opisujace wptyw pH

na mechanizmy aktywacji receptora GABAA.



W drugiej czesci badan doktorantka zastosowata technike rejestracji pradow metoda
patch-clamp z fragmentéw blony komorek, zawierajacych pojedyncze receptory GABAA.
Zaproponowata model, ktéry dobrze opisuje rezultaty do§wiadczen z zastosowaniem
wysycajacego stezenia GABA, oddzialujgcego na receptor o budowie a1-f2-y2 a ponadto
wyniki eksperymentéw, w ktorych rejestrowano spontaniczng aktywnos¢ receptora. Nastepnie
dokonala opisu kinetyki receptora w obecnosci niewysycajacego stezenia GABA,
przedstawiajac dwa modele: (1) z pojedynczym stanem preaktywowanym i (2) z dwoma
stanami preaktywowanymi. Ponadto, zaproponowala model kinetyczny dla receptora z
mutacja o.1F64L oraz wykazata w jaki sposob mutacja o1 F64C wptywa na aktywacje
receptora o budowie a.1-p2—y2. Rozdziat przedstawiajacy wyniki koficzy opis serii
doswiadczen dotyczacych wptywu mutacji, zachodzacej w podjednostce B w pozycji

B2E155, na aktywacje¢ receptora o budowie a.1-p2.

Podsumowujac powyzsze nalezy stwierdzi¢, ze doktorantka uzyskata nowe,
interesujace wyniki posiadajace duze znaczenie dla rozwoju badan nad strukturg i funkcja
receptora GABA,, ktore w dalszej perspektywie moga mie¢ rowniez znaczenie praktyczne w
terapii choréb neurologicznych. Postawiona hipoteza, wedtug ktérej czasteczka receptora po
zwiazaniu dwdch czasteczek agonisty wehodzi w stan preaktywacji poprzedzajacy dalsze
zmiany konformacyjne, okazata si¢ stuszna. Wykazano réwniez, ze zwigzanie jednej
czasteczki agonisty prowadzi do preaktywacji, ktora jest mniej efektywna niz w przypadku
zwigzania dwoch jego czasteczek. Wyniki zaprezentowane w przedstawionej do oceny
rozprawie zostaty uzyskane w efekcie starannego przeprowadzenia bardzo trudnych od strony
technicznej do§wiadczen elektrofizjologicznych a takze modelowania, opartego o wyniki tych
doswiadczen, co $wiadczy o doskonatym przygotowaniu metodycznym i duzej wiedzy

doktorantki.

Nie mam wickszych zastrzezen do strony edytorskiej przedstawionej rozprawy, ktora
zostala napisana poprawnym jezykiem a jej tre$¢ zostata podzielona na odpowiednie czgsci, w
tym ulatwiajace zapoznanie si¢ z jej trescia: spis skrotow, spis tabel i spis rycin. Jednak
wydaje mi sie, iz prace czytatoby sie tatwiej gdyby jej cel zostat przedstawiony w sposob
bardziej zwiezly i zostal zamieszczony po a nie przed rozdziatem dotyczacym materiatow i
metod. Natomiast podsumowanie, stanowigce zakonczenie pracy, powinno znalez¢ si¢ na jej
poczatku jako streszczenie. Wysoka warto$¢ merytoryczna rozprawy nie ucierpiataby
réwniez, gdyby zrezygnowaé z rozpoczynajgcego prace podrozdziatu 2.1, zatytulowanego

,,Zasady funkcjonowania uktadu nerwowego”. Wymienione uwagi majg jednak przede
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wszystkim charakter edytorski i nie obnizaja mojej ogélnej, wysokiej oceny merytorycznej

strony rozprawy.

Uwazam, ze recenzowana rozprawa doktorska spetnia 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, poz. 595, z pozn. zm.) i dlatego zwracam Si¢ Z
wnioskiem do Wysokiej Rady Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego im. Piastow
Slaskich we Wroctawiu o dopuszczenie mgr Magdaleny Kisiel do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego. Sktadam rowniez wniosek o jej wyréznienie.



