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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Terejko
pt.: Wplyw wybranych mutacji w domenie zewngtrzkomérkowej

na wiqzanie neuroprzekaznika i bramkowanie rekombinowanego receptora GABAx typu auf3)»

Podstawa opracowania recenzji jest, podjeta w dniu 25 lutego 2021 r., uchwata Rady
Dyscypliny Nauki Medyczne Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu o powotaniu na recenzenta
rozprawy doktorskiej autorstwa mgr Katarzyny Terejko. Pani magister przygotowata prace doktorska
zatytutowang ,Wplyw wybranych mutacji w domenie zewngtrzkomérkowej na wigzanie neuro-
przekaznika i bramkowanie rekombinowanego receptora GABA, typu ai 323" w formie spéjnego cyklu
trzech artykutdéw naukowych o nastepujgcych tytutach:

A1/ Distinct Modulation of Spontaneous and GABA-Evoked Gating by Flurazepam Shapes Cross-Talk
Between Agonist-Free and Liganded GABA, Receptor Activity. Jatczak-Sliwa M., Terejko K.,
Brodzki M., Michatowski M.A., Czyzewska M.M., Nowicka J.M., Andrzejczak A., Srinivasan R.,
Mozrzymas J.W. Front Cell Neurosci, 2018, 12:237.

IF = 3,921; punktymnisw = 35
A2/ The C loop at the orthosteric binding site is critically involved in GABAa receptor gating. Terejko K.,

Kaczor P.T., Michatowski M.A., Dabrowska A., Mozrzymas J.W. Neuropharmacology, 2020,

166:107903.

IF = 4,431; punktymnisw = 140
A3/ Interaction between GABAa receptor a; and B, subunits at the N-terminal peripheral regions is

crucial for receptor binding and gating. Terejko K., Michatowski M.A., Dominik A., Andrzejczak A.,

Mozrzymas J.W. Biochem Pharmacol, 2021, 183:114338.

IF = 4,960; punktyunisw = 100
Sumaryczna warto$¢ tzw. wspotczynnika oddziatywania (IF) prac wynosi 13,312, natomiast fgczna
liczba punktéw MNISW, liczonych zgodnie z punktacjg obowigzujagcg w roku opublikowania

manuskryptu, wynosi 275. Wymienione powyzej artykuly uzupetnione zostaly o wprowadzenie



obejmujgce zagadnienia zwigzane z tematyka pracy, cele badawcze, podsumowanie wynikdw oraz
streszczenie w jezyku polskim i angielskim. Dodatkowo do pracy dotgczone zostaly oswiadczenia
wspoétautoréw prac tworzgcych monotematyczny cykl publikacji. Z zawartych w rozprawie doktorskiej
oswiadczen wynika, ze udziat Doktorantki w pracach eksperymentalnych byt znaczacy. Réwnie
wysoko oceniam zaangazowanie Doktorantki w prace zwigzane z przygotowaniem manuskryptow
do publikacji. Pani mgr Katarzyna Terejko jest pierwszym i zarazem korespondencyjnym autorem,
w dwoch z trzech, przedstawionych do recenzji prac.

Wszystkie opisane w publikacjach badania przeprowadzone zostaty w ramach dwoch grantow
przyznanych przez Narodowe Centrum Nauki. Kierownikiem obu projektéw byt prof. Jerzy Mozrzymas,

kt6ry sprawowat takze bezposredni nadzor nad pracg doktorskg mgr Katarzyny Terejko jako promotor.

Ocena merytoryczna pracy

Podstawowg jednostkg strukturalng i funkcjonalng uktadu nerwowego sg neurony, ktére komunikuja
si¢ ze sobg badZ na drodze chemicznej badz elektrycznej. W synaptycznej transmisji chemicznej
nosnikiem informacji sg zwigzki chemiczne okreslane mianem neuroprzekaznikow. Potaczenie
neuroprzekaznika ze scisle okreslonym biatkiem receptorowym prowadzi do pobudzenia lub
zahamowania aktywnosci neuronu docelowego. Jednym z gtéwnych neuroprzekaznikéw biorgcych
udziat w procesie hamowania jest kwas y-aminomastowy (GABA), ktdry tgczac sie z receptorami
GABAergicznymi wywotuje okreslony efekt fizjologiczny. Nalezy jednak podkreslic, ze receptory
GABAergiczne stanowig niejednorodng grupe biatek receptorowych, w obrebie ktérych wyréiniono
trzy typy receptorow: receptory GABAs, GABAg oraz najmniej poznane receptory GABAc. Jak waing
role petni kwas y-aminomastowy w prawidtowym funkcjonowaniu uktadu nerwowego moze $wiadczy¢
chociazby fakt, ze zaburzenia transmisji GABAergicznej leza u podstaw patogenezy takich schorzeri
neurologicznych i psychicznych jak padaczka, autyzm czy schizofrenia.

Tematyka recenzowanej pracy oscyluje wokét zagadnien zwigzanych z budowa oraz procesem
aktywacji receptora GABAa. Te pentameryczne kanaly jonowe charakteryzujg sie niezwykle duia
roznorodnoscig funkcjonalng bedacg wynikiem wystepowania 19 typéw podjednostek biatkowych
wchodzacych w sktad receptora GABAa. W osrodkowym uktadzie nerwowym najczesciej wystepujaca
postacig receptora GABA, jest postac o sktadzie jednostkowym o:32y,. Warto podkresli¢, ze obecnoéé¢
okreslonych typéw podjednostek w danym receptorze determinuje jego podatno$¢ na modulacje
przez liczne zwigzki farmakologiczne, w tym stosowane na szerokg skale w klinicystce benzodiazepiny,
barbiturany, anestetyki i neurosteroidy. Przytgczenie agonisty do, wystepujacych w domenie zewnatrz-

komorkowej, miejsc wigzania prowadzi najpierw do aktywacji receptora GABA,, a nastepnie



do otwarcia, zlokalizowanej w domenie transbtonowej, bramki kanatu jonowego. Co ciekawe, pomimo
wieloletnich badan molekularne mechanizmy lezace u podstaw procesu aktywacji receptora GABA,
oraz jego modulacji przez zwiazki farmakologiczne wciaz nie sg w petni poznane.

Gtéwnym celem badarn opisanych w spdéjnym cyklu publikacji byto: 1/ okreslenie roli,
zlokalizowanych w domenie zewngtrzkomorkowej, aminokwasow aromatycznych o;F14, [3;F31
i B2F200 w procesie aktywacji oraz bramkowania receptora GABAx typu oiPay2; 2/ okreslenie wpltywu
flurazepamu (leku z grupy benzodiazepin) na proces bramkowania rekombinowanego receptora
GABA, zawierajagcego mutacje w miejscu wigzania agonisty (w pozycji a:F64 i [;F200). Wszystkie
zawarte w pracach dane pochodza z badan, w ktérych zastosowano wysokiej rozdzielczosci techniki
elektrofizjologiczne (technike petch-clamp) oraz modelowanie kinetyczne.

W pierwszej z prac [manuskrypt Al], stanowigcych spojny tematycznie cykl, poruszone zostato
zagadnienie zwigzane z modulacjg aktywnosci receptora GABAs przez flurazepam. W omawianej pracy
zamieszczone zostaly wyniki dotyczagce wpltywu tego zwigzku na spontaniczng oraz indukowang
podaniem agonisty aktywnosc receptoréw typu dzikiego oraz receptorow z mutacjg w pozycji a;F64.
Analiza pozyskanych w trakcie badan elektrofizjologicznych danych wykazata, ze flurazepam zwieksza
aktywnos¢ zaréwno receptoréw typu dzikiego jak i receptorow rekombinowanych. Dodatkowo
przedstawione zostaly wyniki, ktére sugeruja, Zze mechanizmy odpowiedzialne za modulacje
aktywnosci receptora GABA,, podczas aktywnosci spontanicznej i wywotanej podaniem agonisty,
réznig sie miedzy sobg. Chciatam podkreslic, ze uzyskane przez Doktorantke wyniki sg niezwykle
cenne, bowiem poszerzajg wiedze na temat dziafania lekdw z grupy benzodiazepin na receptor GABAa.
Co wigcej rzucajg nowe Swiatto na temat zaleznosci miedzy strukturg a funkcja badanego receptora.
Warto tez doda¢, ze zawarte w pracy wyniki majg duzy potencjat aplikacyjny i moga staé sie
przyczynkiem do szerszych badan majgcych na celu opracowanie nowych lekéw z grupy
benzodiazepin. Biorgc pod uwage fakt, Ze receptory GABAergiczne odgrywajg kluczowg role
w patogenezie licznych schorzen neurologicznych i psychicznych uzyskane przez Doktorantke wyniki
wydaja sie by¢ nie do przecenienia.

W drugiej z prac [manuskrypt A2] Autorzy podjeli sie proby okreélenia roli fragmentu
makroczgsteczki biatka receptorowego, okreslanego mianem petli C, w procesie aktywacji receptora
GABA,. Z dostepnych w literaturze danych wiadomo, ze petla C po przyfaczaniu agonisty do receptora
ulega zmianom konformacyjnym, ktére prowadzg do tzw. ,nakrywania” (ang. capping) miejsca
wigzania. Wyniki badan przeprowadzonych na rekombinowanych receptorach GABA. (receptorach
z mutacjg reszty aminokwasowej w pozycji [3,F200) dostarczyty niezbitych dowodéw na to, ze rola
badanego fragmentu biatka jest znacznie wieksza w aktywacji receptora niz pierwotnie sadzono

i nie ogranicza sie¢ wyfgcznie do udziatu w procesie wigzania agonisty. Zawarte w manuskrypcie dane



sugeruja, Ze zasadniczo wszystkie etapy aktywacji receptora GABA,, czyli wigzanie agonisty,
preaktywacja, zamykania i otwierania kanatu, a takze desesytyzacja zaleine s3 od skutecznosci
LNakrywania” miejsca wigzania przez petle C. Dodatkowo zostato dowiedzione, ze wywotujgca
deformacje petli C mutacja w pozycji B.F200, zmienia wrazliwos¢ rekombinowanego receptora
na flurazepam.

W ostatniej z prac [manuskrypt A3] zaprezentowane zostaty z kolei wyniki wskazujgce
na kluczowa role peryferyjnych obszaréw domeny zewngtrzkomorkowej receptora GABAA w procesie
jego aktywacji. Przedstawione w omawianej pracy dane sg rowniez bardzo wartosciowe, poniewaz
wspomniany powyzej obszar biatka receptorowego jest stosunkowo stabo zbadany, a jego rola
w procesie aktywacji i bramkowaniu receptora GABA, nie do korica poznana. Doktorantka, wraz
ze wspofautorami pracy wykazata, ze mutacje zlokalizowanych w domenie zewngtrzkomdrkowej
fenyloalanin a;F14 i B.F31 uposledzajg w zasadzie wszystkie procesy zwigzane z aktywacja
i bramkowaniem receptora GABA,.

Podsumowujac opisane w monotematycznym cyklu publikacji wyniki badan wyrainie
wskazuja, ze mutacje kluczowych aminokwaséw aromatycznych, wystepujagcych w domenie
zewnatrzkomorkowej receptora GABA,, uposledzajg wiekszos¢ etapéw zwigzanych z jego aktywacja
oraz bramkowaniem kanatu jonowego. Co wiecej, dostarczaja nowych informacji na temat
zaleznosci migdzy wybranymi rejonami domeny zewnatrzkomérkowej i ich rolg w procesie aktywaciji
receptorow GABA,.

Chciatam podkredli¢, ze zawarte w rozprawie doktorskiej wyniki badarn poddane zostaty juz
ocenie merytorycznej przez ekspertéw podczas procesu ich publikacji w prestizowych czasopismach
naukowych, dlatego tez nie mam wigkszych uwag do zawartych w pracach danych
eksperymentalnych. Niemniej jednak chciatabym poprosi¢ Doktorantke, zeby podczas publicznej
obrony:

1/ odniosta sie do danych, ktére sugeruja, 7ze kwas y-aminomastowy w okreélonych warunkach
moze prowadzi¢, nie do zahamowania aktywnosci neuronu docelowego, lecz jego podbudzenia;
2/ przedstawita krétka charakterystyke pozostatych dwéch typéw receptoréw GABAergicznych
(receptoréw GABAg i GABAc) wskazujgc na podobieristwa oraz roéznice miedzy tymi receptorami,

a badanym przez siebie typem receptora (receptorem GABA).

Ocena formalna pracy

Tre$¢ rozprawy doktorskiej odpowiada tytutowi pracy oraz sformutowanym celom badawczym.

Dobor pismiennictwa jest poprawny, a zamieszczony w pracy wykaz bibliografii nie budzi zadnych



zastrzezen. Wszystkie pozycje posiadajg petne noty bibliograficzne oraz swoje odpowiedniki
w tekscie. Precyzyjnie wyselekcjonowane materiaty zrodtowe pozwolity na przygotowanie ciekawego
wstepu i umozliwity syntetyczne omdwienia uzyskanych wynikow.

Pod wzgledem jezykowym praca zostata napisana poprawnie. Chociaz nie ma w niej razacych
btedéw stylistycznych, ani niezgrabnosci jezykowych, to Doktorantce niestety nie udato sie unikngé
btedow interpunkcyjnych. Mam tez uwage, ktéra dotyczy obecnych w pracy sformutowar bedacych
»kalka jezykowsa” anglojezycznych zwrotéw. Sugerowatabym, aby w polskojezycznych opracowaniach
naukowych unika¢ tego typu sformutowan, tym bardziej, ze wiekszo$¢ z nich posiada swoje
odpowiedniki w jezyku polskim (i tak np. stowo ,inhibicja” mozna zastgpi¢ stowem ,hamowanie”).
Przedstawione powyzej drobne uwagi nie majg absolutnie zadnego wplywu na bardzo wysoka ocene

recenzowanej pracy.

Podsumowanie i ostateczne wnioski

Zastosowanie wiasciwych metod doswiadczalnych oraz prawidtowe wnioskowanie przyczynito
sie do uzyskania przez mgr Katarzyne Terejko wartosciowych wynikdw o nowatorskim charakterze.
Godny uwagi jest fakt, ze otrzymane przez Doktorantke rezultaty mogg wyznacza¢ nowe kierunki
badan farmakologicznych i przyczyni¢ sie do opracowania lekéw nowej generacji, ktére mogtyby
nie tylko w precyzyjny, ale takze pozadany z punktu klinicznego, sposéb modulowaé aktywnosé
receptorow GABA,. Zatem stwierdzam, Zze w mojej ocenie rozprawa doktorska Pani mgr Katarzyny
Terejko spetnia wszelkie wymogi okreslone w art. 13 ust. 1 Ustawy 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 pdziniejszymi zmianami). Z zwigzku z powyzszym wnioskuje do Rady Dyscypliny Nauki
Medyczne Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu o dopuszczenie mgr Katarzyny Terejko
do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Jednocze$nie zwazywszy na ciekawe koncepcje badawcze
zawarte w pracy doktorskiej, potencjat aplikacyjny uzyskanych wynikéw, forme przedstawionej
rozprawy doktorskiej (3 publikacje w czasopismach o stosunkowo wysokich wspotczynnikach
oddziatywania) wnioskuje do Rady Dyscypliny Nauki Medyczne Uniwersytetu Medycznego
we Wroctawiu o wyréznienie zaréwno recenzowanej rozprawy doktorskiej, jak i Doktorantki,

stosowng nagroda.
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