Streszczenie pracy doktorskiej

Wstep

Najwazniejszym neuroprzekaikiem hamujcym w mobzgu dorostych ssakéw jest
kwas y-aminomastowy (GABA). Neuroprzekaik ten aktywuje receptory metabotropowe i
jonotropowe. Te ostatnie (GAB#RS), zbudowane agsz 5 podjednostek otacaaych
anionoselektywny por. GABARs charakteryzgjsic duwzym zr@nicowaniem strukturalnym
oraz funkcjonalnym. & one modulowane przez szereg czynnikdw egzo- i genwoych.
Rozr&nia st dwie formy inhibicji GABAergicznej: fazowi toniczrg. Hamowanie fazowe
(synaptyczne) odpowiada za szylikansmis¢ sygnatu z jednego neuronu do drugiego oraz
zachodzi za pwednictwem receptorow zlokalizowanych w etie synapsy i zbudowanych
gldwnie z podjednostekiauBzy2. Hamowanie toniczne reguluje pobudlgg&o sieci
neuronalnej poprzez wptyw na opér waa btony komorkowej i zwizane jest z receptorami
zlokalizowanymi pozasynaptycznie, o sktadzif; aspi/2/3y2 orazoy/aeB /2.
Cel pracy

Badania nad nowymi modulatorami, gtéwnie selektymnypodjednostkowo, gs
obecnie jednym z kluczowych zagadnidarmakologii GABARs. Obfitym zrodiem
zwigzkow oddziatujcych z GABARS g rosliny. Celem rozprawy doktorskiej byta analiza
wptywu dwoéch zwizkow pochodzenia naturalnegetujonu (@-tj) oraz falkarinolu (faOH)
na GABAisRs. Wczéniejsze déwiadczenia wykazaly,ze epileptogenne dziatanie-j
(wystepujacego m.in. w bylicy piotun) jest zezane z blokowaniem GAB#RS. Jednak brak
bylo danych na temat selektywstd tego zwizku wzgkdem poszczegolinych typow
receptorow, odpowiadggych za inhibigg fazowy i toniczry oraz specyficzrii jego
wigzania z GABAR. Specyficzn& oddziatywanian-tj z GABAAR postanowiono sprawdzi
poprzez porOwnanie wplywu zyaku o zblkonej budowie strukturalnej -
dihydroumbellulonu (2H-umb) na gty GABAergiczne, mierzone w hodowli neuronalnej.
FaOH jest zwjzkiem wystpujagcym w m.in. marchewce i nalg do grupy alkoholi
poliacetylenowych. Zwizki wchodace w sktad tej grupy as silnymi modulatorami
GABAARs (np. oenantotoksyna) i z tatéety przekraczaj bariee krew-moézg. FaOH ma
szerokie prozdrowotne wdeiwosci, lecz jego wptyw na transmishamugca nigdy nie byt
badany. Co ciekawe, zyzaek o zblzonej strukturze — falkarindiol — moduluje odpowiedz
GABAergiczne. Dlatego tepostanowiono zbadadolnag¢ faOH do modulacji GABARS.
Materiaty i metody

Pomiary elektrofizjologiczne wykonywano z zastosoigan techniki patch-clamp
(pomiar padu przy ustalonym nagiu) z zastosowaniem szybkiej perfuzji, pozwagdaj na
efektywry aplikacg agonisty i badanych zwikéw. Pomiary pydow przeprowadzano w
hodowli neuronalnej z hipokampu szczura, jak rowriezastosowaniem rekombinowanych
receptoréw dcisle okre&lonym skiadzie q1f2yaL, 012, 0120 orazasf20), ekspresjonowanych
w linii komorkowej HEK293.
Wyniki

We wszystkich badanych typach receptorawujon redukowat amplitug pradow
wywotanych egzogennaplikach GABA oraz spowalniat kinetyk odpowiedzi pgdowych.
Najwickszy efekt obserwowano w przypadku receptordfré. Prd toniczny mierzony w
hodowli neuronalnej rowniebyt w znacznym stopniu zredukowany przetjon. Natomiast
2H-umb nie wptywat na odpowiedzi GABAergiczne. Faikol w przypadku receptorow



a1B2y2 powodowat zwgkszanie odpowiedzi pdowej, czemu towarzyszyt blok zaftey od
dawki. W przypadku receptorowmif3> odpowiedzi pgdowe byty redukowane, a w przypadku
receptorow aif20 nastpowato nieodwracalne, wielokrotne wzmocnienie odigo\i
pradowych, czemu towarzyszyto pojawienieg siieobecnego w warunkach kontrolnych
ubytku padu w czasie aplikacji agonisty z faOH — parameimiigzanego z desensytyzacj
receptora.

Whioski

Mechanizm modulacji receptoréw GARArzeza-tujon jest zblkony dla wszystkich
badanych typow receptorowifzyzr, 02, 0120 oraz asf20), lecz stwierdzono tdice
ilosciowe. Opiera si on na allosterycznym oddziatywaniu z miejscem (lalejscami)
wigzacymi, co skutkuje zmniejszeniem aktywgooreceptora (uwidocznionym jako redukcja
amplitudy pgdow wywotanych), wynikajcej z updledzenia procesu bramkowania receptora
(zmiany w kinetyce narostu gitu i jego ubytku w czasie aplikacji agonisty), lmenak tzw.
bloku otwartego kanatu. Ze wzglu na fakt,ze a-tujon i dihydroumbellulon (zwizek o
bardzo podobnej budowie strukturalnej ce-tujon) dzieh wspolne wihaciwosci
fizykochemiczne 1 sposOb oddziatywania z kbjonkomorkowy, obserwacja, ze
dihydroumbellulon praktycznie nie wplywat na GABR, wskazuje na specyficzéio
oddziatywaniaa-tujonu z GABAR, chocia miejsce (miejsca) jego dziatania pozaostaj
nieznane. Faktze receptorynif20 byty modulowane przeaz-tujon w wickszym stopniu ri
a1P2y2L czy asaP20, wskazujeze na wraliwos¢ danego receptora na ten zgek wptywa nie
tylko obecné¢ podjednostkb, ale rownie rodzaj podjednostki. Pomiar pgdu tonicznego w
hodowli neuronalne] potwierdza jego ekszz wrazliwos¢ na a-tujon, niz w przypadku
pradow synaptycznych i odpowiedzigolowych wywotanych wiszymi stzeniami GABA.
Co wiecej, wptyw a-tujonu na pgd toniczny byt poréwnywalny z tym, wywieranym na
receptory aif20. Warto podkréi¢, ze receptory te wyspuja w interneuronach
hippokampalnych i zwizane g z inhibicg toniczry. Calcgciowy efekt wywierany przez ten
zwigzek na transmigj hamujca polega na jej zmniejszaniu poprzez znaczadukcp
hamowania tonicznego oraz poprzez redgikpfadow przewodzonych przez receptory
zwigzane z fazow (synaptycza) forma inhibicji.

Efekt modulacji receptorow GABAprzez falkarinol jest rtny w zalenosci od typu
receptora z jakim oddziatujeuf32y2, 01B2, lub a1p2d) i silnie zaley od podjednostkiff, v, 6)
dopetniagcej pentametr, w sktad ktdrego wchadiwvie podjednostki i dwie podjednostki
B2. Falkarinol wptywa na wgizanie agonisty jak rOwniena procesy bramkowania receptorow
a1B2y2L, przy czym w wyszych sgzeniach zwazek ten jest dodatkowo blokerem otwartego
kanatu tyche receptoréw (pogpujaca redukcja amplitudy zatlea od dawki i liczby aplikaciji
falkarinolu). W przypadku receptorOowip> otrzymane wyniki sugergj ze mechanizm
dziatania falkarinolu jest oparty na modulacji etapigzania agonisty oraz proceséw
bramkowania, lecz blok otwartego kanatu nie wysfe. W przypadku receptordowaf.3,
falkarinol w srednich i wysokich steniach, poza wielokrotnym zgkszaniem amplitudy
pradow wywotanych, powodowat ujawnianie¢smakroskopowej desensytyzacji. Jest to
bardzo interesgga obserwacja ze wzglu na faktze w warunkach kontrolnych, w gatach
przewodzonych przez ten typ receptorow, makroskepa&sensytyzacja nie wygplije.
Otrzymane wyniki sugergj ze poza wpltywem na wkanie agonisty, falkarinol ma rowuie
dwzy wptyw na procesy bramkowania receptaifizd. Ze wzgkdu na zranicowany wptyw



tego zwizku na rane typy receptorow GABA cataciowy efekt falkarinolu jest trudny do
okreslenia. Przy niskich dawkach falkarinol wzmacniady synaptyczne, a przy wysokich
prowadzi do ich zmniejszania w wyniku bloku otwgdeanatu. Wysokie dawki falkarinolu
zmniejszaj prad toniczny przewodzony przez receptosyp., ale za to wielokrotnie
zwiekszap prad toniczny przewodzony przez receptor2d (ktory to typ receptorow jest
bardziej dominujcy). Totez wyniki przeprowadzonych baflasugeruj, ze rownie przy
wyzszych sgzeniach GABA falkarinol bdzie per saldo wzmacniat aktywné&
GABAergiczmn.



