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Recenzja
Rozprawy doktorskiej mgr Magdaleny Kisiel zatytutowanej ,Rola procesu
preaktywacji w funkcjonowaniu receptora GABA, i jego modulacji przez

wybrane czynniki’.

Przedstawiona rozprawa doktorska ma forme monografii liczacej 158 stron,
zawiera 52 rysunki, 13 Tabel i 14sto stronicowy spis pozycji literatury. Dodatkowo
rozprawa zawiera spis publikacji autorki.

Pierwszy rozdziat zatytutowany ,Cel pracy” jest nieco mylacy poniewaz opisuje
funkcje kanatu GABAAR i role jakg petni jego modulacja w medycynie. Nastepny
akapit poswiecony jest metodom badania tego kanatu, a dopiero trzeci rozpoczyna
sie od tekstu ,Celem niniejszej rozprawy...”. Ale réwniez ten akapit jest niejasny
poniewaz zawiera przynajmniej dwa rézne cele: badanie roli dwéch reszt
aminokwasowych a.F64 oraz B2E155 lezgcych w miejscu wigzania agonisty w
procesie aktywacji receptora (co jest niewatpliwie pracg eksperymentalng) oraz
modelowanie procesu preaktywacji przygotowujacej kanat do otwarcia (co jest
niewatpliwie pracg teoretyczng).

Rozdziat 2 zatytutowany jest ,Wstep teoretyczny”. Na pierwszej stronie
autorka szybko przechodzi od Ramona y Cajala do patch clampu. Na nastepnych
dwéch omawia potencjat Nernsta i réwnanie Goldmana-Hodgkina-Katza oraz
potencjat czynnosciowy. Na kolejnej stronie krotko opisuje synapsy i juz na pigtej
stronie przechodzi do kanatu GABAAR i jego agonistow. W kolejnym podrozdziale
zatytutowanym ,Molekularne podstawy dziatania receptorow GABA," autorka omawia

na trzech stronach strukture molekularng pentamerycznych receptorow zbadang



rentgenograficznnie i metodami chemii strukturalnej. Ten fragment pracy napisany
jest zbyt oszczednie. Za to nastepny fragment rozdziat ,2.4 Mechanizm aktywacji
receptoréw GABA,, jest napisany ze znawstwem. Na 15 stronach opisane sa modele
kinetyczne receptoréow ich zalety i wady. Opisana jest koncepcja preaktywaciji
uwzgledniajgca stany ze zwiazang jedng lub dwiema molekutami agonistéw.
Szczegbétowo omoéwione sg zaréwno hipotezy podobne, jak i konkurencyjne. Ze
znajomoscia rzeczy wskazane sa stabos$ci pewnych modeli dopasowanych do
niepetnych danych uzyskanych przy zastosowaniu krétkich pulséw i niskich stezen
agonisty, odrzucania czesci wynikéw przed poddaniem ich analizie kinetycznej oraz
uzywania wynikow uzyskanych przy zastosowaniu zbyt duzych filtrow czasowych
odcinajacych najkrotsze otwarcia kanatu. W kolejnym rozdziale autorka omowita
wilasnosci receptoréw GABAa rézniacych sie skiadem podjednostek. Receptor
GABA, jest heteropentamerem — skiada sie z pieciu podjednostek. Najczesciej
spotykany receptor ma dwie podjednostki a, dwie podjednostki B i jedna
podjednostke y. Istnieja rézne warianty podjednostek a, B, y, oraz d zastepujgca w
niektorych tkankach podjednostke y. Podjednostki sa syntetyzowane w komérce
oddzielnie, wbudowywane do bion, gdzie facza sie ze sobag spontanicznie. Co
najbardziej niepokojgce dla analizy otrzymanych wynikéw to, ze funkcjonalne
receptory (przewodzace jony) mogg by¢ tworzone przez inne kombinacje
podjednostek niz ta najczesciej spotykana. A receptory o innym skfadzie
podjednostek maja nieco inne wtasnosci elektryczne. Moze to oznacza¢, ze wyniki
poddawane analizie nie pochodzg od tylko jednej struktury receptora. W kolejnych
rozdziatach doktorantka szczegétowo omawia endogenne i egzogenne modulatory
receptora GABA, poczynajac od pH przez neurosteroidy, anestetyki,
benzodiazepiny, niektore leki anty-epileptyczne i przeciw-psychotyczne.

Niestety w dalszym ciggu nie jest pewne w ktdérg strone zmierza doktorantka.
Czy dalsza cze$¢ pracy bedzie eksperymentalna, czy teoretyczna? Oraz co jeszcze
bardziej niepokojace, ktérg cze$é pracy doktorantka wykonata samodzielnie. Nie
pomaga przeczytanie znakomitej publikacji wspotautorstwa  doktorantki
zamieszczonej w Journal of Neuroscience, w ktérej za poszczegélne zadania w
pracy odpowiadajg oprocz doktorantki takze inni wspotautorzy. Dopiero w rozdziale
czwartym ,Wyniki" pojawia sie stwierdzenie, ze gtéwnym celem rozprawy doktorskiej
byto opisanie mechanizmu aktywacji receptora, a zwlaszcza procesu preaktywaciji.

Najbardziej informatywne zdanie dotyczace zakresu pracy wykonanej przez



doktorantke znajduje sie, moim zdaniem, na stronie 63 i 64 rozprawy: "W niniejszej
rozprawie zaprezentowane zostang wyniki pomiaréw mikroskopowych wywofanych
podaniem réznych stezert GABA w receptorach aBay2, Q1reaB2Y2, A1re4B2y2. Prady te
zZmierzone zostaly przez caly zespdl, z ktérym wspdtpracuje (prof. Jerzego
Mozrzymasa, Magdalene Jatczak i Marka Brodzkiego) a ich skrotowej prezentacji
wymagafo przedstawienie symulacji kinetycznych mojego autorstwa, do ktérych
stanowify baze.” Pomine rozbiér logiczno-gramatyczny przytoczonych zdan i uzytych
w nim terminow, ale wynika z nich, ze zespét profesora Mozrzymasa przeprowadzit
pomiary, a doktorantka zrobita symulacje kinetyczne otrzymanych przez nich
wynikow. Przy okazji to jedyne miejsca w rozprawie, w ktdrym doktorantka nie uzyta
liczby mnogiej lub formy bezosobowej opisujgc swoja role w pracy. Powyzsza analiza
celu pracy pozwolita na rozwianie gtownej watpliwosci jaka narzucita sie
recenzentowi po pierwszym, pobieznym przeczytaniu pracy, czyli odpowiedzi na
wymagane ustawowo pytanie, ktérg czes¢ zbiorowej pracy wykonata doktorantka
samodzielnie Art. 13 ust. 4 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 roku Nr 65, poz.
595, z pdzniejszymi zmianami). Mamy wiec do czynienia z praca teoretyczna, a
nadmiar informacji z réznych dziedzin zamieszczony we wstepnych czesciach pracy
sprawia z jednej strony wrazenie chaosu, ale z drugiej $wiadczy o dobrej orientaciji
doktorantki w szerokiej dziedzinie wiedzy o wtasnosciach pentamerycznych kanatéw
jonowych. Oczywiscie teoretyczna cze$¢ pracy nie przesgdza, ze doktorantka nie
wspotprowadzita badan eksperymentalnych prowadzacych do otrzymania wynikow
poddawanych przez nig analizie in silico.

Zanim przejde do analizy wynikéw osiagnietych przez doktorantke najpierw
wyraze moja odosobniong opinie o metodzie analizy kinetycznej. Juz pierwsze
obserwacje wykonane metodg patch-clamp wskazatly, ze kanaly jonowe znajdujg sie
w stanie zamknietym (nie przewodzacym jonéw) badz otwartym (przewodzacym).
Nie wykryto stanéw posrednich. Uzywajgc metod rentgenograficznych
udokumentowano istnienie struktury otwartej i zamknietej kanatéw. Wykazano, ze do
pentamerycznej molekuty GABAAR wiazg sie dwie molekuly agonisty. Obserwacje
rentgenograficzne i elektrochemiczne doprowadzity do stworzenia pierwszych modeli
kinetycznych. Szybko okazato sie, ze model, w ktérym istnieje przejécie ze stanu
otwartego do zamknietego i z powrotem nie pasuje do obserwacii

elektrochemicznych otwar¢ kanatu jonowego, ktéry wykazywat rosnace



prawdopodobiefistwo seryjnych otwaré (bursts) w wyzszych stezeniach agonisty. To
z kolei sugerowato, ze moga istnie¢ dwa stany otwarte kanatu - dajgce pojedyncze
lub seryjne otwarcia. Te obserwacje powigzano to z przylaczeniem jednej lub dwdch
czgsteczek agonisty do receptora. Ale i to nie wystarczylo do opisu proceséw
zachodzacych przy przeptywie jonéw przez kanaty. Zaobserwowano bowiem, ze po
rozpoczeciu przeptywu, po krétkim okresie czasu kanaly ulegajg desensytyzacji i
przestaja przewodzi¢ jony. Ta obserwacja wymagata uwzglednienia kolejnych stanéw
strukturainych kanatéw. Analiza kinetyczna, ktérg zajmowata sie doktorantka w swej
pracy weszta do dziedziny badan kanatéw najpierw niemal jako ciekawostka, a w
ciagu ostatnich 25 lat rozbudowata sie do integralnej czesci analizy funkcjonowania
kanatéw jonowych i bez przeprowadzenie takiej wyrafinowanej analizy nie mozna
opublikowaé pracy w liczacym sie czasopiSmie naukowym. Recenzent jest
nieustajaco krytyczny wobec tej metody spekulowania na temat funkcjonowania
kanatow jonowych. Po pierwsze postulowanie istnienia okreslonego stanu kanatu
powinno by¢é wsparte struktura rentgenograficzna, ukazujaca, ze stan taki
rzeczywiscie istnieje. Ale badania rentgenograficzne sg bardzo trudne i niewiele
struktur réznych kanatéw zostalo zobrazowanych. Po drugie postulat istnienia
kazdego dodatkowego stanu wymaga dotozenia kolejnych dwéch fitowanych
parametréow do modelu kanatu. Najprostszy model Jones’a-Westerbrook'a ma 6
statych dopasowywanych parametréw (Modele 6 i 7 str. 65). Po uwzglednieniu stanu
preaktywowanego liczba parametrow ros$nie do 8 (Modele 8 i 9 str. 65). Kolejne
modele ponumerowane 13 i 14 wymagajg 16 parametréw, model 15 nawet 24
parametréow, a rekordowy model 16 az 32 parametrow. Uzycie takiej liczby
parametréw powoduje, Zze mozna prawdopodobnie dopasowaé model do dowolnego
zestawu danych. Przy okazji analiza kinetyczna narzuca, aby kazda z uzytych funkcji
miata charakter eksponencjalny. Mozna wyobrazi¢ sobie, ze wuzycie funkcji
periodycznych (pulsujgcych molekuf) mogtoby by¢ bardziej skuteczne w opisie
funkcjonowania kanatéow jonowych i nie wymagatoby uzycia az tylu parametrow.
Najbardziej niepokojgcy w analizie kinetycznej jest hipotetyczny postulat istnienia
kilku a nawet kilkunastu stanéw strukturalnych kanatu, ktérych nie zaobserwowano
zadng inng metoda do$wiadczalng. Piszac krytycznie o metodzie analizy kinetycznej
recenzent wie, ze jest w catkowitej mniejszosci badaczy w tej dziedzinie, a analiza
kinetyczna opisana w tej pracy zostata opublikowana przez zespét prof. Mozrzymasa

w czotowych Swiatowych czasopismach z tej dziedziny wiedzy.



W swej pracy doktorantka najpierw zastosowata analize kinetyczng do
poréwnania kinetyki pragdow wywotanych przez wysycajace stezenia GABA (kwas y-
amino-mastowego) i P4S (kwasu 4-sulfonopiperydynowego). Juz ta analiza
wykluczyta z rozwazan najprostszy model Jones’a i Westbrook’a, ktéry nie pasowat
do uzyskanych wynikéw. Otrzymane wyniki mogty by¢ opisane réwnie dobrze przez
dwa konkurencyjne modele: liniowy oraz model przewidujgcy dodatkowy stan
zamkniety kanatu odpowiadajacy preaktywacji (czyli stanowi zamknietemu tuz przed
otwarciem kanatu). Rozréznienie miedzy tymi dwoma modelami bytlo mozliwe dzieki
skonstruowaniu mutantéw kanatéw a4F64L i a;F64C i uzyciu muscymolu, substancji
wystepujacej w muchomorach, bedacej agonista receptora GABAAR i
odpowiedzialng za surrealistyczne wizje wystepujace po wypiciu naparu z
muchomoréw - zwyczaju praktykowanego podczas rytuatéw plemiennych w
przedchrzescijanskiej Europie. Badania z muscymolem i mutantami pozwolity na
wykluczenie modelu liniowego i wskazanie, ze wtasciwym do opisu kinetycznego
kanatu GABAAR jest model stan preaktywowany kanatu.

Badania wykonane na kanatach GABAAR niosacych mutacje a4F64C
wykazaly zwiekszenie wrazliwosci tego kanatu na alkalizacje Srodowiska. W tej
ciekawej czesci pracy autorka wydaje sie nie dostrzegta jeszcze innej mozliwosci
dziatania wprowadzonej mutacji. Cysteina nie jest aminokwasem obojetnym. Jej
tancuch boczny zakonczony grupg —SH moze oddysocjowaé proton i przejs¢ w
ujemnie natadowang elektrycznie grupe -S° z pK,=8,37. W badanym pH=8,0 niemal
pofowa reszt cysteiny byta natadowana ujemnie.

Opisany model preaktywacji receptora GABAsR otrzymany dla pradéw
makroskopowych zostat nastepnie zastosowany do badania wynikéow pomiaréw
uzyskanych metoda patch-clamp. Na podstawie analizy wynikéw autorka wykazata,
ze kanat ulega preaktywacji rowniez po zwiazaniu tylko jednej molekuty agonisty, a
jego aktywacja jest podobna, ale mniej efektywna, od tej, ktéra wystepuje po
zwigzaniu dwéch czasteczek agonisty.

Doktorantka wykonata ogromna prace. Przeanalizowata prawidiowo wielkg
liczbe danych i rozwazyta wiele mozliwych modeli kinetycznych. Z analizy wyciagnefa
poprawne whnioski i wskazata na najbardziej prawdopodobny model kinetyczny
obejmujgcy preaktywacje kanatu. Tematyka przez nia podjeta jest nowoczesna, o
czym $wiadczy, ze wyniki pracy zostaly opublikowane w najlepszych $wiatowych

czasopismach. Praca jest napisana dobrym jezykiem cho¢ nie jest wolna od zargonu



naukowego. Praca ma klasyczny ukfad i podziat treSci. Doktorantka wykazata sie

znakomita znajomoscig literatury przedmiotu.

Whniosek koricowy

Po opisaniu pracy i wystepujacych w niej drobnych biedéw pragne w
podsumowaniu, z petnym przekonaniem §twierdzic’:, ze rozprawa doktorska mgr
Magdaleny Kisiel pomimo pewnych niedoskonatosci jest pracg bardzo dobra.
Doktorantka dokonata szeregu waznych odkry¢ naukowych. Jest wspétautorka az 3
prac posiadajgcych |IF. Dlatego z peinym przekonaniem stwierdzam, ze
przedstawiona rozprawa doktorska mgr Magdaleny Kisiel zatytutowana ,Rola
procesu preaktywacji w funkcjonowaniu receptora GABAA i jego modulacji przez
wybrane czynniki” spetnia wszelkie wymagania stawiane pracom doktorskim
wymienione w artykule 13 ust. 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 roku Nr 65, poz.
595, z pézniejszymi zmianami) i wnosze o przyjecie rozprawy doktorskiej i

dopuszczenie jej do publicznej obrony.
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