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Streszczenie pracy doktorskiej

Kwas y-aminomastowy jest najwazniejszym neuroprzekaznikiem hamujagcym
osrodkowego uktadu nerwowego dojrzatych ssakow. W warunkach fizjologicznych aktywuje
on m. in. heteropentameryczne receptorow jonotropowe GABA typu A (GABAARs).
Receptory GABAA w czes$ci zewnatrzkomorkowe] wigzg agoniste, przy czym dwa miejsca
wiazace znajduja sie na styku podjednostek B(+)/a(-). Por przewodzacy aniony CI" i HCO;™
znajduje si¢ w czeSci transblonowej receptora. Zwigzanie agonisty wywotuje szereg zmian
konformacyjnych postgpujacych z miejsca wigzania do poru kanalu jonowego. Receptor
GABA, jest wrazliwy na szereg modulatorow w rdézny sposob wplywajacych
na poszczeg6lne etapy aktywacji receptora. Wiele z nich pelni wazna role w farmakologii
bezsennosci, epilepsji, nerwic, a takze w anestezji.

Kluczem to projektowania substancji o okreSlonym profilu dziatania w stosunku
do receptorow GABA, jest poznanie mechanizmow aktywacji tych receptorow oraz
strukturalnych determinant poszczegdlnych jej etapow. Przeprowadzone do$wiadczenia
1 analiza miaty na celu mozliwie pelne scharakteryzowanie kinetyki proceséw zwiazanych
z aktywnoscig receptora. SzczeglOlne zainteresowanie kierowano w stron¢ procesu
preaktywacji, a wigc szeregu zmian konformacyjnych nast¢pujacych po zwigzaniu agonisty
1 poprzedzajacych bramkowanie kanalu jonowego. Poprzednio postulowano, ze w przypadku
pokrewnych receptorow nAChR 1 GlyR preaktywacja (ang. priming, flipping) wigze si¢
transferem energii do poru kanalu (Lape i wsp., 2008; Mukhtasimova 1 wsp., 2009; Jadey
1 Auerbach, 2012). Dotychczas preaktywacja w receptorach GABA 4 byta stabo poznana.

Niniejsza rozprawa doktorska oparta zostala na pomiarach elektrofizjologicznych
z uzyciem techniki patch-clamp w konfiguracji ustalonego napigcia, przy czym pomiary
dotyczyly 1) makroskopowych pradow wywotanych z uzyciem systemu do ultraszybkiej
wymiany roztwordw oraz 2) pradow ptynacych przez pojedyncze kanaty (single-channel).
Pomiary dotyczyly rekombinowanych receptoréw takze zmutowanych (o F64L/F64Cp.y2,
a1B2/E155C) ekspresjonowanych w komoérkach linit HEK293. Uzupekieniem pomiarow byty
symulacje kinetyczne z zastosowaniem programow ChannelLab i HICFIT.

Zaobserwowano, ze wysycajace stezenia czeSciowego agonisty P4S wywotywaty
prady makroskopowe o mniejszej amplitudzie, szybszej deaktywacji oraz wolniejszej
makroskopowej desensytyzacji niz prady wywolane przez wysycajace [GABA]. Analogiczne
obserwacje dotyczyly poréwnania pradéw wywotanych przez GABA w odniesieniu
do receptorow a;B,E155C do tych wywolanych w o;B,. Ponadto mutacje a;F64L/C
1 B,E155C sprawiaty, ze muscimol, ktory w receptorach typu dzikiego (odpowiednio a;f;y2
1 a1f2) r6znit si¢ od GABA jedynie kinetyka deaktywacji, stat si¢ superagonista, wywotujac
prady o wyzszej amplitudzie niz GABA. Rejestracje aktywnos$ci pojedynczych kanatow



wykazywaty bardzo silng zalezno$¢ st¢zeniowa kinetyki receptorow o;f»y2, ktora byta
zdecydowanie stabsza w przypadku mutantow o, F64CByy,. W szczegdlnosci, w przypadku
stezen wysycajacych GABA w receptorach niezmutowanych dominowaty otwarcia w dtugich
seriach, ktorych w tym mutancie nie obserowano. Dodatkowo w przypadku receptorow o, ,y>
protony powodowaly wzrost prawdopodobienstwa otwarcia kanatu, spowolnienie
makroskopowej desensytyzacji, narostu 1 deaktywacji. Jednocze$nie, mutacja o;F64C
przesuwata wrazliwos¢ receptora w kierunku pH zasadowego. Nastepowalo rowniez
odwrocenie kierunku zmian kinetyki deaktywacji w stosunku do tego, co obserwowano
w receptorach kontrolnych.

W niniejszej rozprawie badano rozne aspekty funkcjonowania GABAARs — zjawisko
czgsciowego agonizmu, role wybranych reszt aminokwasowych — a;F64 1 B,E155, aktywacje
receptora pojedynczo- 1 niezwigzanego, kooperatywnos¢ miejsc wigzacych oraz mechanizm
modulacji receptora przez protony. Ponadto przedstawiono aktywacje receptora GABA,
w roznych warunkach — pod wptywem agonistow o rdznej efektywnosci dziatania i pozornym
powinowactwie, a takze po jej spowolnieniu badz uposledzeniu za pomocg mutacji o, F64L,
a1 F64C oraz B,E155C. Takie potaczenie do§wiadczen elektrofizjologicznych, mutagenezy oraz
symulacji in silico pozwolito dostarczy¢ mocnych dowodoéw wskazujacych na to, ze receptor
po zwigzaniu agonisty nie otwiera si¢ od razu, a przechodzi szereg zmian konformacyjnych,
ktore dopiero przygotowuja kanat do otwarcia. Nasze do§wiadczenia z uzyciem cze$ciowego
agonisty P4S sugeruja, Ze roznice migdzy nim a GABA da si¢ wyttumaczy¢ r6zna szybkoscia
tych przejsciowych zmian konformacyjnych stanowigcych proces nazywany preaktywacja.

Te wnioski zostaly wzmocnione dodatkowo przez wyniki eksperymentow z uzyciem
mutacji w pozycjach a;F64 oraz B,E155 potozonych w miejscu wigzacym agoniste. Udato
nam si¢ pokazaé, ze pozycje te ksztaltujg preaktywacje. W ten sposob lezac tak daleko
od poru kanatu jonowego (okoto 5 nm), mogg one wpltywaé¢ na jego bramkowanie.
Co ciekawe, do$wiadczenia z mutantami w wymienionych pozycjach pokazaty rowniez, ze
preaktywacja decyduje nie tylko o tym, czy mamy do czynienia z pelnym czy czg$ciowym
agonista, ale tlumaczy rowniez roznice miedzy agonistami pozornie rdéznigcymi si¢
powinowactwem do receptora — GABA 1 muscymolu.

Uwzglednienie preaktywacji w opisie kinetycznym aktywacji receptora GABAj
(takze z mutacja o;F64C) pozwolilo takze na zweryfikowanie dotychczasowych hipotez
na temat modulacji przez protony i zaproponowanie dwdch prawdopodobnych mechanizmow,
zgodnie z ktorymi ta modulacja moze zachodzi¢. Mechanizmy te oprocz procesu preaktywacji
(a w zasadzie wyjScia ze stanu preaktywowanego) miatyby obejmowa¢ komponenty
bramkowania poru kanatu jonowego — jego otwieranie 1 zamykanie lub desensytyzacje.
W tym kontekscie wydaje si¢ by¢ ciekawym stwierdzenie, ze protony wplywaja na kazdy etap
aktywacji receptora.

Mocng strong niniejszej rozprawy jest fakt, Ze wnioski ptyngce z pomiaréw
makroskopowych, ktére dostarczaja jedynie posrednich informacji na temat kinetyki
receptora, zostaty zweryfikowane w oparciu o wyniki pomiarow pradow z pojedynczych
kanatéw. To pozwolito na szersze spojrzenie na aktywacje receptora GABA,. Symulacje
kinetyczne oparte na wynikach tych pomiaréw wskazuja na to, ze aktywacja receptora
pojedynczo zwigzanego podobnie jak receptora podwojnie zwigzanego zachodzi z udziatem
preaktywacji. Natomiast w opisie spontanicznej aktywnosci receptora GABA A uwzglednienie
tego procesu nie byto konieczne. Udato nam si¢ rowniez potwierdzi¢ role reszty o F64
w preaktywacji receptora podwojnie, ale juz nie pojedynczo zwigzanego, co sugeruje, ze
reszta ta moze pelni¢ pewng role w kontaktowaniu si¢ podjednostek receptora. Dodatkowo,
catosciowe podejscie do procesu aktywacji GABAAR pozwolito nam wykluczy¢
kooperatywnos$¢ miejsc wigzacych.

Potaczenie pomiar6w makro- i mikroskopowych umozliwito nam skonstruowanie
najpetniejszego modelu aktywacji receptora GABA 4, jaki dotychczas opublikowano.



