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STRESZCZENIE 

Receptory GABAA to kanały chlorkowe o pentamerycznej budowie do których wiążą 

się cząsteczki neuroprzekaźnika – kwasu γ-aminomasłowego (GABA) i które pełnią kluczową 

rolę w szybkiej synaptycznej transmisji hamującej w mózgach dorosłych ssaków. Zaburzenia 

transmisji GABA-ergicznej mogą prowadzić do poważnych schorzeń neurologicznych, m. in. 

padaczki, autyzmu, zaburzeń lękowych oraz schizofrenii. Ponadto, aktywność receptorów 

GABAA modulowana jest przez związki farmakologiczne takie jak benzodiazepiny, anestetyki 

i barbiturany, powszechnie stosowane w praktyce klinicznej. Transdukcja sygnału, który 

prowadzi do aktywacji, obejmuje duże obszary makromolekuły i jest indukowana przez 

wiązanie agonisty do miejsc wiązania w domenie zewnątrzkomórkowej. Stamtąd dociera do 

zlokalizowanej w domenie transbłonowej bramki kanału jonowego, powodując jej otwarcie. 

Co interesujące, sygnał aktywacji rozprzestrzenia się nie tylko wzdłuż osi receptora, lecz 

również lateralnie – pomiędzy podjednostkami poprzez występowanie lokalnych oddziaływań 

w strukturze. Jednakże molekularne mechanizmy leżące u podstaw procesu aktywacji receptora 

GABAA oraz jego modulacji przez związki farmakologiczne wciąż nie są w pełni poznane.  

Niniejsza rozprawa doktorska dotyczy określenia funkcji wybranych aminokwasów 

zlokalizowanych w obrębie szczytu domeny zewnątrzkomórkowej receptora GABAA: α1F14 i 

β2F31 oraz w miejscu wiązania: β2F200, we wspomnianym procesie aktywacji, ze szczególnym 

uwzględnieniem ich udziału w etapach wiązania neuroprzekaźnika i bramkowania kanału 

jonowego. Zbadana została także wrażliwość receptorów GABAA zmutowanych w pozycjach 

α1F64 i β2F200 na modulację przez benzodiazepinę, flurazepam. Poprzez zastosowanie 

punktowej mutagenezy oraz wykorzystanie techniki elektrofizjologicznej patch-clamp, 

możliwe było rejestrowanie prądów przewodzonych przez rekombinowane receptory GABAA 

ekspresjonowane w komórkach linii HEK 293. Analiza oraz modelowanie kinetyczne 

uzyskanych przebiegów prądowych dostarczyły jednoznacznej informacji na temat roli 

badanych aminokwasów w wyżej opisanych procesach. Wykazano także w ten sposób 

występowanie dalekozasięgowych oddziaływań pomiędzy różnymi rejonami struktury 

receptora, ale także istnienie funkcjonalnego oddziaływania o krótkim zasięgu pomiędzy 

sąsiadującymi podjednostkami α1 i β2. Badanie wpływu flurazepamu na proces aktywacji 

wskazało na mechanizm działania tego związku poprzez modulację kluczowego etapu 

bramkowania, zwanego preaktywacją. Uzyskane wyniki dostarczyły nowych informacji z 

zakresu relacji pomiędzy strukturą i funkcją receptora GABAA, które potencjalnie mogą mieć 

zastosowanie w projektowaniu nowych leków oddziałujących z tym receptorem.  
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ABSTRACT 

GABAA receptors are pentameric chloride channels that bind the neurotrasmitter 

molecules – γ-aminobutric acid (GABA) and play a key role in fast synaptic inhibitory 

transmission in the adult mammalian brain. Disfunction of the GABA-ergic drive leads to 

severe neurological disorders such as epilepsy, autism, anxiety and schizophrenia. Moreover, 

the activity of GABAA receptors is modulated by many pharmacological compounds, such as 

benzodiazepines, anestetics and barbiturates, that are commonly used in the clinical practice. 

The activation process is initiated with agonist binding to the binding sites located in the 

extracellular domain. Transduction of the activation signal comprises the whole receptor 

structure and eventually leads to the opening of channel gate in the transmembrane domain. 

Additionally, the activation signal can also spread in the lateral direction, between the adjecent 

receptor subunits due to some local interactions within the structure. However, molecular 

mechanisms of the GABAA receptor activation process, as well as the mechanisms of its 

modulation by pharmacological compounds, remain elusive.  

The present doctoral thesis concerns determination of the function of selected amino 

acid residues, localized at the top of the GABAA receptor extracellular domain: α1F14 and 

β2F31, or in the binding site region: β2F200, in the aforementioned processes, with emphasis 

on their specific role in binding of the neurotransmitter and gating of the ion channel. Sensitivity 

to benzodiazepine, flurazepam, of GABAA receptors mutated in the positions α1F64 and β2F200  

was also investigated. Using site-directed mutagenesis and electrophysiological technique 

patch clamp, current traces mediated by recombinant GABAA receptors expressed in HEK 293 

cells were recorded. Kinetic analysis and modeling of the experimental data provided 

unequivocally the information about the role of the considered residues in the studied processes. 

Long-distance interactions between different protein regions were proved but also a short-range 

functional intersubunit interaction between the α1 and β2 subunits was also discovered. The 

investigation of the impact of flurazepam on the GABAA receptor activation indicated a 

mechanism of action of this compound that largely modulated a crucial step of gating, known 

as preactivation. The results shed new light on the issue of the relationship between the structure 

and the function of GABAA receptor, an insight that could potentially be relevant in designing 

new drugs that target the receptor.   
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WPROWADZENIE 

1. Receptory GABAA w układzie nerwowym dorosłych ssaków 

W układzie nerwowym dorosłych ssaków niezwykle ważna jest równowaga pomiędzy 

pobudzeniem i hamowaniem jego aktywności. Za możliwość szybkiego i precyzyjnego 

hamowania w mózgu odpowiadają przede wszystkim jonotropowe receptory GABAA 

(GABAAR), poprzez uczestnictwo w szybkiej hamującej transmisji synaptycznej (Cherubini i 

Conti, 2001; Farrant i Nusser, 2005), podczas gdy w rdzeniu kręgowym dominują receptory 

glicyny (Du i wsp., 2015; Rajendra i wsp., 1997). Receptory GABAA to pentameryczne kanały 

jonowe bramkowane ligandem (pLGICs – ang. „pentameric Ligand-Gated Ion Channels”), 

które należą do rodziny receptorów pętli cysteiny (ang. „Cys-loop”) wraz z receptorami 

acetylocholiny typu nikotynowego (nAChR), receptorami serotoniny typu 3 (5-HT3R) i 

receptorami glicyny (GlyR) (Cederholm i wsp., 2009; Miller i Smart, 2010; Thompson i wsp., 

2010), z którymi łączy je także wysokie podobieństwo strukturalne. Receptory GABAA 

charakteryzują się niezwykłą różnorodnością funkcjonalną, co spowodowane jest 

występowaniem aż 19 typów różnych podjednostek (α1 – 6, β1 – 3, γ1 – 3, δ, ε, θ, π, ρ1 – 3), które 

mogą wchodzić w skład pentameru i tym samym determinować jego właściwości (McKernan 

i Whiting, 1996; Sieghart, 2000; Sieghart i Savić, 2018). Przykładowo, receptory GABAA o 

składzie α1βγ2, α2βγ2, α3βγ2 w przeważającym stopniu są zlokalizowane synaptycznie i 

uczestniczą w inhibicji fazowej, czyli hamowaniu aktywności sieci neuronalnej poprzez szybką 

aktywność synaps chemicznych, podczas gdy receptory o składzie α4βγ2, α5βγ2, α6βγ2 lub αβε 

mogą znajdować się także pozasynaptycznie i uczestniczyć dodatkowo w tonicznej formie 

inhibicji, która działając w dużo wolniejszej skali czasowej, powoduje obniżenie pobudliwości 

błony neuronu (Chen i wsp., 2017; Glykys i Mody, 2007; Mody i Pearce, 2004). Jednakże 

najczęściej występującą postacią receptora w ośrodkowym układzie nerwowym jest forma o 

składzie podjednostkowym α1β2γ2 i receptor ten zlokalizowany jest głównie synaptycznie. Na 

dwóch stykach podjednostek α i β są zlokalizowane odpowiednio dwa miejsca wiązania dla 

agonisty, kwasu γ-aminomasłowego (GABA). Podjednostka β określana jest mianem 

podjednostki głównej, natomiast podjednostka α określana jest jako uzupełniająca (Farrar i 

wsp., 1999; Sieghart i Savić, 2018; Smith i Olsen, 1995). 

Obecność konkretnych typów podjednostek w danym receptorze GABAA określa także 

jego podatność na modulację przez związki farmakologiczne oddziałujące na układ nerwowy 

(Brickley i Mody, 2012; Jacob i wsp., 2012; Rudolph i Mohler, 2014). Do takich związków 

należą benzodiazepiny, wykorzystywane w leczeniu epilepsji, bezsenności i zaburzeń 
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lękowych, barbiturany, dożylne anestetyki i neurosteroidy (Rudolph i Möhler, 2004, 2006; 

Berezhnoy i wsp., 2004). Możliwość modulacji receptorów GABAA przez związki 

farmakologiczne wynika przede wszystkim z występowania w ich strukturze odpowiednich 

miejsc wiązania, z którymi się mogą wiązać. Miejsce wiązania dla benzodiazepin znajduje się 

na styku podjednostek α i γ w domenie zewnątrzkomórkowej receptora (Berezhnoy i wsp., 

2004; Hanson i Czajkowski, 2008), pozostałe miejsca wiązania dla barbituranów, anestetyków 

i neurosterydów znajdują się w domenie transbłonowej (Kim i wsp., 2020; Seljeset i wsp., 

2015).  

2. Struktura receptora GABAA 

Jak zostało już wspomniane, receptory GABAA są kanałami jonowym zbudowanym z 

pięciu różnych podjednostek (heteropentamery), ale mogą składać się także  z podjednostek 

tego samego rodzaju (homopentamery). Są to duże białka, w których wyodrębnia się kilka 

domen. Domenę zewnątrzkomórkową stanowi ok. 200-250 aminokwasów przyjmujących 

formę 10 łańcuchów o strukturze β-kartki. Natomiast strukturę miejsc wiązania znajdujących 

się w tej domenie tworzą fragmenty białka zwyczajowo określane mianem pętli. Pętle A, B i C 

formujące miejsce wiązania pochodzą od jednostki głównej β, podczas gdy pętle D, E i F od 

podjednostki komplementarnej α (Ryc. 1A).  

Ryc. 1 Wizualizacja wybranych elementów strukturalnych receptora GABAA typu α1β2γ2.  

A. Łańcuchy białkowe numerowane 1-10 od N-końca, odpowiednio w podjednostce α1 i β2, wraz z 

zaznaczeniem pętli A-F tworzących miejsce wiązania w domenie zewnątrzkomórkowej. B. Fragment 

struktury receptora obrazujący wnętrze poru w domenie transbłonowej. Opracowano na podstawie 

Michałowski i wsp., 2017.  

A B podjednostka α1 podjednostka β2 
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Domenę transbłonową stanowią cztery α-helisy M1, M2, M3 i M4. Helisy M2 tworzą 

wnętrze poru jonowego, a jego bramkę stanowi przewężenie utworzone przez pięć reszt 

leucynowych w pozycji 9’, gdzie numeracja pozycji odnosi się do kolejności poszczególnych 

reszt aminokwasowych tworzących por jonowy (Ryc. 1B; Michałowski i wsp., 2017; Miller i 

Aricescu, 2014; Sigel i Steinmann, 2012). Receptory GABAA posiadają także niewielką 

domenę wewnątrzkomórkową, która z reguły jest pomijana w badaniach strukturalnych z uwagi 

na trudność obrazowania i brak jednoznacznych informacji na temat funkcji w procesie 

aktywacji.  

3. Proces aktywacji receptorów GABAA 

Proces aktywacji receptorów GABAA oparty jest na sprzężeniu przyłączenia cząsteczki 

agonisty do miejsc wiązania, z otwarciem bramki kanału jonowego, które umożliwia transport 

bierny ujemnie naładowanych jonów do wnętrza komórki nerwowej i obniżenie napięcia 

błonowego (Cederholm i wsp., 2009; Mortensen i wsp., 2004). Jak już wspomniano, receptory 

GABAA w swojej strukturze posiadają dwa miejsca wiązania i w warunkach niewysycających 

mogą pozostawać w stanie nie w pełni związanym, podczas gdy obsadzenie obu tych miejsc 

określane jest jako stan podwójnie związany. Cząsteczkę agonisty stabilizują w miejscu 

wiązania głównie oddziaływania π-kationowe, powstające w kontakcie z resztami 

aminokwasowymi tworzącymi miejsce wiązania (Padgett i wsp., 2007) pochodzące od pętli A-

C, z dodatnio naładowanymi grupami aminowymi neuroprzekaźnika (Corringer i wsp., 2012; 

Nemecz i wsp., 2016). W doświadczeniach z wykorzystaniem dynamiki molekularnej 

obserwuje się, że pod wpływem związania agonisty, pętla C wykonuje obszerny ruch w 

kierunku do wnętrza struktury. Z tego powodu opisana zmiana położenia pętli C nazywana jest 

„nakrywaniem” miejsca wiązania (ang. „capping”) (Cheng i wsp., 2006; Michałowski i wsp., 

2017; Venkatachalan i Czajkowski, 2008; Wagner i Czajkowski, 2001).  

Po związaniu agonisty, receptor GABAA ulega złożonym zmianom strukturalnym 

skutkującym ostatecznie otwarciem poru jonowego. Jednym ze wstępnych etapów tego procesu 

jest tak zwana preaktywacja. (Gielen i wsp., 2012; Kisiel i wsp., 2018; Lape i wsp., 2008; Szczot 

i wsp., 2014). W jej przebiegu, pomimo wcześniejszego przyłączenia neuroprzekaźnika, 

bramka kanału jonowego pozostaje zamknięta jednakże zachodzące zmiany konformacyjne w 

obrębie obszernych fragmentów struktury czynią aktywację receptora bardziej prawdopodobną. 

Jest to istotne ze względu na fakt, że miejsca wiązania agonisty w domenie 

zewnątrzkomórkowej znajdują się w znaczącej odległości (ok. 50 Å; Miller i Smart, 2010) od 

bramki kanału jonowego w domenie transbłonowej, zatem ostateczne otwarcie się bramki 
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kanału umożliwiające transport jonów, determinowane jest przez skuteczne zajście 

poprzedzających je zdarzeń – etapu preaktywacji. Jednakże molekularne mechanizmy leżące u 

podłoża tych zjawisk wciąż nie zostały w pełni poznane.  

Rosnąca liczba badań dowodzi, że różne obszary struktury receptora GABAA mogą być 

zaangażowane w procesy zachodzące w znacznie oddalonych rejonach białka, np. reszta 

aminokwasowa α1F64 znajdująca się w pętli D i bezpośrednio w miejscu wiązania, bierze 

udział w wiązaniu agonisty ale pełni także kluczową rolę w procesie preaktywacji (Szczot i 

wsp., 2014). Podobnie mutacja w pozycji α1F45 w pętli G powoduje zmianę powinowactwa 

kwasu γ-aminomasłowego do receptora GABAA ale także wpływa na jego zdolność do 

otwierania i zamykania się (Brodzki i wsp., 2020). Przykłady te świadczą o występowaniu 

długodystansowych oddziaływań funkcjonalnych pomiędzy różnymi obszarami struktury tego 

receptora. 

Nie są to jednak jedyne rodzaje oddziaływań zachodzących podczas procesu aktywacji 

receptorów pLGIC. Wspomniane wcześniej zmiany konformacyjne mogą obejmować także 

skoordynowaną czwartorzędową rotację położenia podjednostek, prowadzącą do zmiany 

objętości struktury receptora (ang. „un-blooming”, Althoff i wsp.,  2014; Martin i wsp., 2017; 

Nemecz i wsp., 2016; Sauguet i wsp., 2014). Tego rodzaju mobilność podjednostek musi 

wymagać występowania oddziaływań pomiędzy nimi, które także mogą pełnić istotne funkcje 

w samym procesie aktywacji. Przykładowo, oddziaływanie pomiędzy α1Arg120 i  β2Asp163 u 

szczytu miejsca wiązania powoduje stabilizację stanów zamkniętych receptorów GABAA po 

związaniu agonisty (Laha i Wagner, 2011).  

4. Kinetyka procesu aktywacji receptorów GABAA 

Jak wspomniano, wyróżnia się dwie formy inhibicji GABA-ergicznej opartej na 

działaniu jonotropowych receptorów GABAA: inhibicję fazową, czyli synaptyczną oraz 

toniczną. Obie formy regulują pobudliwość sieci neuronalnej, jednakże zachodzą w różnych 

skalach czasowych i przestrzennych. Inhibicja fazowa związana jest bezpośrednio z szybką 

aktywnością synaps chemicznych. Uwolnione do szczeliny synaptycznej wysokie stężenie (do 

1 mM) neuroprzekaźnika GABA prowadzi do przyłączenia tych cząsteczek do receptorów 

zlokalizowanych w błonie postsynaptycznej neuronu, co z kolei powoduje otwarcie  kanałów 

jonowych i tym samy wzrost przepuszczalności błony dla jonów chlorkowych Cl- oraz 

wodorowęglanowych HCO3
-. W neuronach w dojrzałym układzie nerwowym ssaków 

dokomórkowy napływ ujemnie naładowanych jonów powoduje powstawanie 

postsynaptycznych prądów hamujących (IPSCs, ang. „Inhibitory Post-Synaptic Currents”). 
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Czas przebywania GABA w synapsie po wydzieleniu jest krótki (ok. 100 μs), co spowodowane 

jest szybką dyfuzją neuroprzekaźnika ze szczeliny synaptycznej. Niskie stężenie 

dyfundujących cząsteczek GABA z przestrzeni synaptycznej do przestrzeni 

zewnątrzkomórkowej może natomiast aktywować pozasynaptyczne receptory GABAA w 

błonach okolicznych neuronów, co stanowi podstawę mechanizmu wolniejszej i mniej 

ograniczonej przestrzennie inhibicji tonicznej (Mody i Pearce, 2004; Farrant i Nusser, 2005; 

Cherubini, 2012).  

Przebieg czasowy postsynaptycznych prądów hamujących IPSCs, wynikających z 

zachodzenia szybkiej inhibicji fazowej, zależy od właściwości kinetycznych receptorów 

GABAA znajdujących się w błonie postsynaptycznej neuronów (Mozrzymas i wsp., 2003, 

1999). Szczegółowe badanie mechanizmów zachodzących podczas przebiegu IPSCs możliwe 

jest dzięki zastosowaniu modelu eksperymentalnego jakim jest sterowany przez piezoelektryk 

system do ultraszybkiej perfuzji w połączeniu z techniką elektrofizjologiczną – patch clamp. 

Technika pozwala na bezpośrednią rejestrację przewodzonych przez receptory jonotropowe 

prądów, które zostały wywołane podaniem roztworu agonisty (Jonas, 1995; Mozrzymas i wsp., 

2003, 2007; Szczot i wsp., 2014). Rozdzielczość czasowa badanych w ten sposób zjawisk w 

bardzo dobrym przybliżeniu naśladuje warunki występujące w synapsie. Kinetyka wywołanych 

odpowiedzi prądowych przewodzonych przez rekombinowane receptory GABAA została 

przedstawiona na  Rycinie 2.  

 

Ryc. 2 Przykładowe przebiegi czasowe prądów przewodzonych przez receptory GABAA typu α1β2γ2, 

wywołane podaniem wysycającego stężenia agonisty (10 mM GABA) A. Długie podanie agonisty 

pokazujące poszczególne fazy kinetyki receptora B. Krótkie podanie wysycającego stężenia agonisty, 

w którym widoczna jest jedynie faza narostu prądu i kinetyka deaktywacji. 
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Analiza kinetyczna przebiegów czasowych prądów rejestrowanych techniką patch 

clamp pozwala na precyzyjne badanie etapów procesu aktywacji związanych z przyłączaniem 

neuroprzekaźnika, jego dysocjacją oraz bramkowaniem, które obejmuje preaktywację, otwarcie 

się receptora i desensytyzację.  Podstawę analizy kinetycznej stanowi wykorzystanie 

teoretycznych modeli kinetyki I rzędu dla procesów odwracalnych, które zostały opracowane 

na podstawie danych eksperymentalnych.  (Colquhoun, 1998; Jones i Westbrook, 1995; 

Mozrzymas i wsp., 1999, 2003). Receptor GABAA może występować w różnych stanach 

konformacyjnych, natomiast model kinetyczny aktywności kanału jonowego opiera się na 

schemacie procesu Markova - połączonych między sobą oddzielnych stanach, a szybkości 

przejść pomiędzy poszczególnymi stanami opisywane są za pomocą kinetycznych stałych 

czasowych. Tak oto wiązanie agonisty A do receptora R opisuje schemat:  

 

Ryc. 3 Schemat opisujący wiązanie cząsteczki agonisty do receptora. Przedstawione są dwa stany w 

procesie wiązania agonisty A do receptora w stanie spoczynkowym R, drugi stan to związany stan 

receptora AR oraz przejścia pomiędzy nimi: stała szybkości wiązania, kon oraz stała szybkości 

oddysocjowania agonisty, koff . Stałą równowagi (K) dla tej reakcji opisuje relacja: K = kon/koff 

Dla opisu aktywacji kanału jonowego, najprostszy scenariusz przejścia z konformacji 

stanu zamkniętego związanego w konformację stanu otwartego zaproponowany został w 1957 

roku przez del Castillo i Katz,  równocześnie po raz pierwszy postulował wyraźne oddzielenie 

procesu wiązania agonisty od następującej po nim zmiany konformacyjnej związanej z 

otwarciem poru (Ryc. 4). W procesach Markova, efektywność obsadzania wybranych stanów 

konformacyjnych zależy od szybkości wszystkich przejść pomiędzy pozostałymi stanami 

konformacyjnymi w modelu oraz od stopnia obsadzenia tych stanów. Oznacza to, że ponieważ 

wszystkie stany w modelu są funkcjonalnie powiązane, dowolna cecha kinetyczna prądu 

makroskopowego (odzwierciedlającego niejako statystykę obsadzenia poszczególnych stanów 

konformacyjnych przy wielu jednocześnie funkcjonujących kanałach), będzie kształtowana 

przez skomplikowany proces na przebieg którego wpływ mają wszystkie występujące w nim 

stany konformacyjne (Kisiel i wsp., 2018; Mozrzymas i wsp., 2003).  
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Ryc. 4 Schemat klasycznego mechanizmu aktywacji receptora, proponowany przez del Castillo i Katz 

(1957). Oprócz omówionego na Ryc. 2 etapu wiązania, schemat został rozbudowany o stan otwarty AO 

receptora oraz odpowiednio przejścia pomiędzy stanami: otwarcie β oraz zamknięcie α. Zdolność 

agonisty do otwarcia receptora jest charakteryzowana jako jego efektywność (ang. „efficacy”), która 

określana jest poprzez stałą równowagi E dla przejść: E = β/α . 

Jak prezentuje Rycina 2A, wydłużone podanie agonisty (500 ms) charakteryzuje się 

stopniowym zanikiem prądu po osiągnięciu maksymalnej amplitudy, co określane jest jako 

makroskopowa desensytyzacja. W przypadku kanałów jonowych związane jest to z 

fizjologicznym stanem nieprzewodzącym po przyłączeniu agonisty, będącym konsekwencją 

wydłużonej stymulacji tego receptora. (Papke i wsp., 2011). W 1995 roku Jones i Westbrook, 

badali wpływ makroskopowej desensytyzacji na kinetykę fazy relaksacji prądu po zakończeniu 

podania agonisty, zwanej deaktywacją i dokonali ważnej obserwacji świadczącej o tym, że 

deaktywacja jest kształtowana poprzez zachodzenie kilku procesów: oddysocjowywanie 

agonisty, desensytyzację/resensytyzację oraz otwieranie/zamykanie. Wynika to z faktu, że 

desensytyzacja jest stanem utrzymującym kanał jonowy w warunkach wysokiego 

prawdopodobieństwa przejścia w ponowne otwarcie, nim nastąpi odłączenie się agonisty od 

miejsca wiązania. Tym samym badacze udowodnili, że proces desensytyzacji receptorów 

GABAA pełni ważną rolę w kształtowaniu postsynaptycznych prądów IPSCs poprzez 

wydłużenie ich trwania. Zaproponowano również uwzględnienie stanu pojedynczo związanej 

desensytyzacji (AD) w obowiązującym ówcześnie modelu kinetycznym dla receptora GABAA 

(Jones i Westbrook, 1995). 

Kolejnym krokiem w pogłębianiu wiedzy w zakresie procesu aktywacji receptora 

GABAA było wyodrębnienie i scharakteryzowanie stanu zwanego preaktywacją (również 

określanej przez D. Colquhouna, odkrywcy zjawiska, ang. „flipping”). Informacja o tym, że stan 

związany zamknięty receptora, który wykazuje zwiększone prawdopodobieństwo przejścia do 

stanu związanego otwartego, to także odrębny i funkcjonalnie istotny stan konformacyjny, 

niejako zrewolucjonizowała dotychczasowe założenia (Plested, 2014). Występowanie stanu 

preaktywacji dowiedziono początkowo dla receptora glicyny (Lape i wsp., 2008), jednak jego 

obecność potwierdzono także w pozostałych receptorach z rodziny pętli cysteiny 

(Mukhtasimova i wsp., 2009; Plested, 2014), w tym również receptorze GABAA (Gielen i wsp., 

2012) poprzez przeprowadzenie badań wykorzystujących zjawisko częściowego agonizmu 

(Colquhoun i Lape, 2012; Zhu i wsp., 2019). Początkowo sądzono, że częściowi agoniści 
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wykazują obniżoną zdolność do zmiany równowagi przejścia receptora w stan otwarty na rzecz 

stanu zamkniętego, udowodniono jednak, że różnica ta dotyczy zmiany efektywności wejścia 

w stan preaktywowany (AF). Ponieważ preaktywacja opisuje przejściowy stan zamknięty 

związanego receptora o wyższym prawdopodobieństwo otwarcia się poru lub wejścia receptora 

w stan desensytyzacji, pełni kluczową rolę w przebiegu procesu bramkowania. Uwzględnienie 

tego etapu w schemacie modelu kinetycznego dla aktywności receptora GABAA (Kisiel i wsp., 

2018; Szczot i wsp., 2014) doprowadziło to powstania współcześnie stosowanych modeli. W 

warunkach wysycenia, gdy oba miejsca wiązania są obsadzone cząsteczkami agonisty, proces 

aktywacji w najprostszej postaci opisuje schemat: 

 

Ryc. 5 Schemat modelu kinetycznego uwzgledniający wszystkie kluczowe stany, w których może 

przebywać receptor GABAA podczas procesu aktywacji w warunkach wysycenia, wraz ze stałymi 

kinetycznymi definiującymi szybkości przejść pomiędzy nimi. Po etapie wiązania wyróżnia się stan A2F 

preaktywację/”flipping” wraz ze stałymi: δ2 - stała szybkości wejścia w preaktywację, γ2 - stała 

szybkości wyjścia z preaktywacji oraz następujące stany, które mogą być równoczesne: stan 

zdesensytyzowany A2D ze stałymi kinetycznymi wejścia w desensytyzację d2 oraz wyjścia, czyli 

resensytyzację r2, a także opisane poprzednio na Ryc. 3 i 4 stany związane i stan otwarty. Indeks dolny 

„2” dla stałych kinetycznych odnosi się do receptorów podwójnie związanych. Schemat uwidacznia 

złożoność procesów kształtujących kinetykę odpowiedzi prądowych. 

Do opisanej powyżej analizy opartej na modelach kinetycznych wykorzystuje się także 

rejestracje stacjonarnej aktywności pojedynczych kanałów jonowych (ang. „single-channel 

recordings”), uzyskane wspomnianą wcześniej techniką elektrofizjologiczną patch clamp. W 

warunkach wysycenia rejestrowana aktywność dotyczy wyłącznie receptora w stanie 

podwójnie związanym, zatem stany R oraz A1R nie są uwzględniane w schemacie. Ze względu 

na specyfikę danych, estymacja stałych kinetycznych w analizie kinetycznej aktywności 

pojedynczych kanałów jonowych uważana jest za bardziej wiarygodną, nawet w przypadku 

modeli o wysokim stopniu złożoności (Kisiel i wsp., 2018; Colquhoun i Lape, 2012). 

Wykorzystywanie modelowania kinetycznego, pomimo dostępności nowych rozwiązań 

badawczych takich jak obrazowanie struktury receptora GABAA metodami 

krystalograficznymi lub mikroskopii krioelektronowej (Kim i wsp., 2020; Laverty i wsp., 2019; 
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Masiulis i wsp., 2019; Miller i Aricescu, 2014), ma wciąż duże uzasadnienie, ponieważ wiele 

konformacji jest zbyt niestabilnych, by możliwe było ich zobrazowanie wspomnianymi 

metodami. Ponadto, opracowanie wszechstronnego modelu pozwala na symulowanie 

odpowiedzi receptora w dowolnych warunkach aktywacji oraz także z uwzględnieniem 

efektów wywołanych przez modulację związkami farmakologicznymi (Jatczak-Śliwa i wsp., 

2018; Rüsch i Forman, 2005; Terejko i wsp., 2020) 

5. Modulacja aktywności receptorów GABAA przez benzodiazepiny 

Benzodiazepiny to grupa związków farmakologicznych uważanych za pozytywne 

modulatory aktywności receptora GABAA, które są powszechnie wykorzystywane w 

psychiatrii i neurologii w leczeniu m.in. autyzmu lub zaburzeń lękowych (Möhler, 2015; 

Rudolph i Möhler, 2014). Badania elektrofizjologiczne pokazują, że obecność benzodiazepiny 

powoduje istotny wzrost amplitudy prądów wywołanych podaniem niskiego stężenia agonisty 

GABA. Nie obserwuje się tego efektu w przypadku prądów wywołanych w warunkach 

wysycającego stężenia GABA. Z tego powodu początkowo sądzono, że mechanizm działania 

benzodiazepin opiera się zasadniczo na modulacji wiązania cząsteczek agonisty do receptora 

GABAA (Krampfl i wsp., 1998; Lavoie i Twyman, 1996). Jednakże dalsze badania wykazały, 

że mechanizm ten obejmuje także bramkowanie receptora (Downing i wsp., 2005; Rüsch i 

Forman, 2005; Mercik i wsp., 2007) i dotyczy zarówno fazowej jak i tonicznej aktywności 

hamującej receptorów GABAA (Mozrzymas i wsp., 2007). Co istotne, jak pokazują wyniki 

badań prezentowanych także w tej rozprawie, wykazano również, że mechanizmowi modulacji 

przez benzodiazepiny podlega etap preaktywacji (Jatczak-Śliwa i wsp., 2018; Terejko i wsp., 

2020; Dixon i wsp., 2015). Ponadto, związki te mają zdolność modulowania także aktywności 

spontanicznej w niezwiązanych receptorach, co zostało zaobserwowane w badaniach z użyciem 

punktowej mutacji receptora GABAA, powodującej wzrost amplitudy prądów wywołanych 

zachodzeniem spontanicznych otwarć (Jatczak-Śliwa i wsp., 2018).  
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CEL I ZAŁOŻENIA PRACY 

Publikacje naukowe, które są podstawą niniejszej pracy doktorskiej stanowią spójny 

cykl badań realizowanych w celu zgłębienia tytułowego zagadnienia: wpływu wybranych 

mutacji w domenie zewnątrzkomórkowej na wiązanie neuroprzekaźnika i bramkowanie 

rekombinowanego receptora GABAA typu α1β2γ2. Przeprowadzone badania miały na celu 

weryfikację hipotezy mówiącej o tym, że aminokwasy zlokalizowane w różnych rejonach 

domeny zewnątrzkomórkowej receptora GABAA, tj. kluczowe aminokwasy aromatyczne: 

α1F14, β2F31 i β2F200, są zaangażowane zarówno we wczesny etap aktywacji – wiązanie 

neuroprzekaźnika, jak i etap bramkowania – preaktywację, otwarcie i zamknięcie kanału 

jonowego oraz desensytyzację. Założeniem projektu badawczego była również ocena wpływu 

benzodiazepin (flurazepamu) na bramkowanie receptora GABAA, na przykładzie mutacji 

aminokwasów zlokalizowanych  w miejscu wiązania dla agonisty: α1F64 i β2F200. 

Celem pierwszej publikacji z cyklu, zatytułowanej „Distinct Modulation of Spontaneous 

and GABA-Evoked Gating by Flurazepam Shapes Cross-Talk Between Agonist-Free and 

Liganded GABAA Receptor Activity” (Frontiers in Cellular Neuroscience 12:1–18, 2018) było 

zbadanie wpływu modulacji przez flurazepam zmutowanych receptorów GABAA w pozycji 

α1F64 w warunkach wysycenia, ze względu na poznaną wcześniej rolę tego aminokwasu w 

kluczowym etapie aktywacji receptora, jakim jest preaktywacja. Badania miały na celu 

weryfikację hipotezy dotyczącej bezpośredniego wpływu tego związku nie tylko na wiązanie 

neuroprzekaźnika, ale także na różne etapy bramkowania receptora.  

Celem drugiej publikacji z cyklu, zatytułowanej „The C loop at the orthosteric binding 

site is critically involved in GABAA receptor gating” (Neuropharmacology 166:107903, 2020) 

było precyzyjne określenie roli pętli C, znajdującej się w miejscu wiązania receptora, w 

poszczególnych etapach jego aktywacji, poprzez zastosowanie mutacji reszty aminokwasowej 

β2F200 w obrębie tej pętli. Założeniem pracy było również wykazanie zmiany wrażliwości 

badanych receptorów na modulację przez flurazepam pod wpływem wprowadzonych mutacji. 

Celem trzeciej publikacji z cyklu, zatytułowanej „Interaction between GABAA receptor 

α1 and β2 subunits at the N-terminal peripheral regions is crucial for receptor binding and 

gating” (Biochemical Pharmacology 183:114338, 2021) było wykazanie oddziaływania 

pomiędzy podjednostkami, obserwowane pomiędzy resztami aromatycznymi α1F14 i β2F31 u 

szczytu domeny zewnątrzkomórkowej receptora GABAA, powyżej miejsca wiązania. Celem 

badań było ponadto zbadanie funkcji tego oddziaływania w procesach wiązania 

neuroprzekaźnika i bramkowania kanału jonowego.  
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Szczegółowe cele projektu:  

„Distinct Modulation of Spontaneous and GABA-Evoked Gating by Flurazepam Shapes 

Cross-Talk Between Agonist-Free and Liganded GABAA Receptor Activity” 

1. Zbadanie wpływu flurazepamu na aktywność spontaniczną receptorów GABAA typu 

dzikiego oraz receptorów zmutowanych w pozycji α1F64 

2. Ocena wpływu flurazepamu na makroskopowe odpowiedzi prądowe przewodzone przez 

zmutowane receptory w warunkach wysycającego stężenia agonisty  

3. Zbadanie wpływu flurazepamu na makroskopowe odpowiedzi prądowe przewodzone przez 

receptory typu dzikiego wywołane poprzez podanie częściowego agonisty receptorów GABAA, 

kwasu piperydyno-4-sulfonowego (P4S) 

4. Zaproponowanie mechanistycznej interpretacji uzyskanych wyników poprzez zastosowanie 

modelowania kinetycznego dla makroskopowych odpowiedzi prądowych 

„The C loop at the orthosteric binding site is critically involved in GABAA receptor gating” 

1. Zbadanie wpływu mutacji receptora GABAA w pozycji β2F200 na krzywe „odpowiedź-

dawka” oraz kinetykę prądów przewodzonych przez te receptory w warunkach wysycenia oraz 

porównanie uzyskanych efektów z odpowiedziami prądowymi dla receptorów typu dzikiego 

2. Weryfikacja hipotezy udziału aminokwasu β2F200 w etapie preaktywacji receptora GABAA 

poprzez analizę makroskopowych odpowiedzi prądowych przewodzonych przez zmutowane 

receptory w obecności flurazepamu, w warunkach wysycenia 

3. Określenie precyzyjnej funkcji aminokwasu β2F200 w bramkowaniu receptora GABAA 

poprzez analizę aktywności pojedynczych kanałów jonowych  

4. Określenie wpływu zastosowanych mutacji na strukturę badanej pętli C poprzez 

modelowanie strukturalne metodami in silico 

5. Ocena i interpretacja obserwowanych efektów przy użyciu modelowania kinetycznego dla 

makroskopowych odpowiedzi prądowych oraz dla aktywności pojedynczych kanałów 

jonowych 

„Interaction between GABAA receptor α1 and β2 subunits at the N-terminal peripheral 

regions is crucial for receptor binding and gating” 

1. Wykazanie metodami in silico powstawania mostka disiarczkowego pomiędzy resztami 

α1F14 i β2F31 w warunku substytucji obu tych aminokwasów resztą cysteinową  
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2. Określenie wpływu dwóch pojedynczych mutacji α1F14C i β2F31C oraz podwójnej mutacji 

α1F14Cβ2F31C na krzywe „odpowiedź-dawka” oraz na przebiegi czasowe makroskopowych 

prądów przewodzonych przez zmutowane receptory GABAA, wywołane podaniem 

wysycającego stężenia agonisty 

3. Zbadanie efektów zerwania mostka disiarczkowego na kinetykę makroskopowych 

odpowiedzi prądowych  uzyskanych dla podwójnego mutanta α1F14Cβ2F31C poprzez podanie 

wysycającego stężenia agonisty oraz ditiotreitolu (DTT) a także sprawdzenie specyficzności 

obserwowanych efektów poprzez przeprowadzenie analogicznych eksperymentów dla 

receptorów GABAA typu dzikiego 

4. Zbadanie i porównanie wpływu pojedynczych oraz podwójnej mutacji na rejestrowaną 

aktywność pojedynczych kanałów jonowych. 

5. Zaproponowanie mechanistycznej interpretacji uzyskanych wyników poprzez zastosowanie 

modelowania kinetycznego makroskopowych odpowiedzi prądowych oraz dla aktywności 

pojedynczych kanałów jonowych, a także obliczenie metodą „double-mutant cycle analysis” 

zmiany energii swobodnej ΔΔG na podstawie uzyskanych stałych kinetycznych dla 

zmutowanych receptorów α1F14C i β2F31C 
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MATERIAŁY I METODY 

Hodowle komórkowe i ekspresja rekombinowanych receptorów GABAA 

Wszystkie zawarte w rozprawie eksperymenty zostały przeprowadzone na komórkach 

linii HEK 293, hodowanych w sposób szczegółowo opisany w publikacjach. 48 h przed 

eksperymentami elektrofizjologicznymi, komórki były poddawane procedurze transfekcji 

przejściowej przy użyciu komercyjnego odczynnika FuGene (Promega, Madison, USA) lub 

metodą precypitacji fosforanów wapnia. Wykorzystano adenowirusowy wektor plazmidowy z 

promotorem pCMV, zawierający cDNA szczura dla poszczególnych podjednostek natywnych 

i zmutowanych receptora GABAA oraz dla białka zielonej fluorescencji (EGFP) lub antygenu 

CD4, dla późniejszej detekcji komórek z ekspresją rekombinowanych receptorów GABAA. 

Pomiary elektrofizjologiczne 

W rejestracjach prądów wywołanych podaniem agonisty wykorzystano technikę patch-

clamp. Do pomiarów makroskopowej aktywności receptorów GABAA rejestrowanych z  całej 

komórki (konfiguracja „whole-cell”) lub z oderwanej łatki błonowej (konfiguracja „excised 

patch”) użyto w przeważającej większości przypadków systemu do ultraszybkiej perfuzji lub 

w części eksperymentów systemu do szybkiej perfuzji BioLogic (część eksperymentów w 

pracy „Distinct Modulation of Spontaneous and GABA-Evoked Gating by Flurazepam Shapes 

Cross-Talk Between Agonist-Free and Liganded GABAA Receptor Activity”). W czasie 

pomiarów, komórki przebywały w roztworze Ringera, a pipeta pomiarowa wypełniona była 

roztworem odpowiednim do wprowadzenia do wnętrza komórki.  Roztwory zawierające 

agonistę i/lub modulator podawane były na powierzchnię komórki przez dwukanałową kapilarę 

z szybkością wymiany roztworów 100-300 μs. Rejestracje prowadzono przy ustalonym 

napięciu -40 mV. Aktywność pojedynczych kanałów jonowych (ang. „single channel 

recordings”) rejestrowano w konfiguracji pipety pomiarowej w kontakcie z błoną komórkową 

(konfiguracja „cell-attached”). Roztwór agonisty znajdował się w pipecie pomiarowej, a 

rejestracje prowadzono w sposób ciągłego nagrania przy zadanym napięciu 100 mV. Do 

akwizycji badanych sygnałów prądowych wykorzystano oprogramowanie Clampex 10.7 firmy 

Molecular Devices (Sunnyvale, USA).  

Analiza rejestrowanych prądów 

Uzyskane w pomiarach elektrofizjologicznych dane przeanalizowano w programie 

Clampfit 10.7 (Molecular Devices) pod kątem wpływu badanych mutacji receptora GABAA na 
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kinetykę przebiegu prądowego, wywołanego w odpowiedzi na długie (500 ms) lub krótkie (2 – 

15 ms) podanie agonisty i/lub modulatora. Analiza kinetyczna zawierała ocenę długości trwania 

narostu prądu (ang. „rise time”), szybkości poszczególnych składowych makroskopowej 

desensytyzacji, wyrażanych w postaci stałych kinetycznych: τszybkie i τwolne (ang. „τfast” i „τslow”) 

poprzez dopasowanie do przebiegów prądowych funkcji eksponencjalnych, wraz z obliczeniem 

udziału procentowego poszczególnych składowych oraz stacjonarnej wartości amplitudy prądu 

(ang. „steady-state-to-peak”). W przypadkach nagrań o powolnym, nieosiągającym fazy 

stacjonarnej przebiegu desensytyzacji, stosowano parametry FR (ang. „fraction remaining”) 

opisujące stosunek wartości amplitudy w wybranych punktach czasowych do amplitudy 

całkowitej, której ubytek nastąpił pod wpływem desensytyzacji, np. FR10 po 10 ms i FR500, 

po 500 ms. Analiza kinetyki deaktywacji również polegała na dopasowaniu funkcji 

eksponencjalnych do tej części przebiegów prądowych, a otrzymana średnia wartość stałej 

kinetycznej τdeactywacji (ang. „mean τdeact”) opisywała szybkość zachodzenia deaktywacji. W 

eksperymentach służących ocenie wpływu modulatora lub w celu uzyskania krzywej „dawka-

odpowiedź” mierzona była także maksymalna wartość amplitudy badanego prądu.  

Nagrania ciągłe aktywności pojedynczych kanałów jonowych poddane były idealizacji 

w programie SCAN z pakietu oprogramowania DCProgs (uzyskanego dzięki uprzejmości prof. 

D. Coulqhouna z University College London). Przetworzone w ten sposób dane z informacją o 

długości trwania otwarć i zamknięć kanału jonowego wykorzystano do wygenerowania 

rozkładów dla czasów zamkniętych (ang. „shut times”) i czasów otwarć (ang. „open times”), na 

postawie których przeprowadzano dopasowanie składowych komponent, określanych stałą 

czasową długości trwania τ i jej udziałem procentowym P% w całym rozkładzie, przy użyciu 

programu EKDIST (DCProgs). 

Modelowanie kinetyczne 

Modelowaniu kinetycznemu poddano zarówno nagrania makroskopowych prądów jak 

i aktywności pojedynczych receptorów GABAA, w oparciu o najbardziej aktualne schematy 

modeli kinetycznych opracowanych w Katedrze i Zakładzie Biofizyki i Neurobiologii na 

przestrzeni ostatnich lat (Brodzki i wsp., 2020; Kisiel i wsp., 2018; Szczot i wsp., 2014). 

Modelowanie makroskopowe przy użyciu programu ChannelLab 2.0 (Synaptosoft, Decatour, 

USA) miało charakter trendowy i stanowiło symulacje odpowiednich wartości dla stałych 

kinetycznych przejść pomiędzy stanami w przypadku receptorów zmutowanych, na bazie 

modeli kinetycznych uzyskanych wcześniej dla receptorów typu dzikiego. Formalne 

modelowanie aktywności pojedynczych kanałów jonowych przeprowadzono przy użyciu 
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oprogramowania HJCFIT (DCProgs), które zostało oparte na metodzie modelowania poprzez 

najwyższe podobieństwo (ang. „maximum likelihood method”) i pozwalało na optymalizację 

stałych kinetycznych z korektą dla pominiętych zdarzeń z tytułu ograniczonej rozdzielczości 

pomiarowej.  

Zmiany energii swobodnej ΔΔG dla stałych kinetycznych uzyskanych w procesie 

modelowania kinetycznego aktywności pojedynczych kanałów jonowych dla wybranych 

zmutowanych receptorów GABAA, uzyskano wykorzystując schemat obliczeniowy metody 

„double-mutant cycle analysis” (Horovitz, 1996). 

Analiza statystyczna 

Do analizy istotnych statystycznie różnic pomiędzy badanym parametrem dla receptora 

zmutowanego względem tego parametru dla receptora typu dzikiego lub dla porównania efektu 

modulatora względem pomiarów kontrolnych zastosowano test t Studenta lub dla danych nie 

wykazujących rozkładu normalnego, test U Manna-Whitneya, przy użyciu programu SigmaPlot 

11.0 (Systat Software, San Jose, USA). Wyniki wartości średnich dla badanych parametrów 

zostały przedstawione jako średnia ± SEM. Przyjęty poziom istotności wynosił p<0.05.  
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PODSUMOWANIE I WNIOSKI 

 

Domena zewnątrzkomórkowa (ang. „extracellular domain”, ECD) to, jeśli idzie o 

statyczną strukturę, jeden z lepiej poznanych fragmentów receptora GABAA ze względu na 

dobrą rozdzielczość przestrzenną uzyskanych struktur dla tego obszaru (Kim i wsp., 2020; 

Masiulis i wsp., 2019; Zhu i wsp., 2018). Jednakże sama wiedza na temat struktury nie 

dostarcza odpowiedzi na temat konkretnej roli poszczególnych jej elementów w 

funkcjonowaniu receptorów. Wyniki zaprezentowane w niniejszej rozprawie doktorskiej 

dostarczają nowych informacji na temat relacji między wybranymi rejonami ECD a ich funkcją 

w procesie aktywacji receptorów GABAA, który pełni kluczową rolę w kształtowaniu kinetyki 

prądów hamujących IPSCs i przez to w procesach hamowania w ośrodkowym układzie 

nerwowym. 

Zarówno reszty aromatyczne α1F14 i β2F31 w okolicy N-końca łańcucha aminokwasów 

u szczytu ECD, jak i pętla C, na przykładzie reszty β2F200, są zaangażowane w procesy 

odbywające się w znaczącej odległości, czyli wiązanie neuroprzekaźnika w miejscu wiązania, 

preaktywację a także bramkowanie kanału jonowego w oddalonej o ok. 50-75 Å domenie 

transbłonowej (ang. „transmembrane domain”, TMD). Ma to szczególnie istotne znaczenie w 

przypadku pętli C, o wysoce konserwatywnej strukturze w receptorach pLGIC, dla której 

postulowano przede wszystkim rolę ograniczoną jedynie do wiązania agonisty, ze względu na 

jej lokalizację w miejscu wiązania (Pless i Lynch, 2009; Purohit i Auerbach, 2013), chociaż 

istniały także wczesne przesłanki sugerujące inne funkcje pętli C w receptorze acetylocholiny 

nAChR (Mukhtasimova i wsp., 2009). Przedstawione w rozprawie wyniki wykazują 

jednoznacznie, że w przypadku receptora GABAA, zasadniczo wszystkie etapy aktywacji są 

zależne od skuteczności „nakrywania” (ang. „capping”) miejsca wiązania przez pętlę C. 

Podobnie mutacje fenyloalanin α1F14 i β2F31 upośledzają większość etapów aktywacji, 

pomimo peryferyjnej lokalizacji na szczycie ECD, który jest obszarem dotychczas bardzo mało 

poznanym w receptorze GABAA. Dowiedziona istotna rola tych aminokwasów, ale także 

znaczenie oddziaływania zachodzącego pomiędzy nimi na styku dwóch podjednostek w 

funkcjonowaniu receptora, może w przyszłości wyznaczyć nowe kierunki badań 

farmakologicznych. Jak wykazano dla receptora glicyny, w analogicznym obszarze P10 i F32 

rozpoznano miejsce wiązania dla nowej klasy związków farmakologicznych o działaniu 

analgetycznym (Huang i wsp., 2016). 
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Przedstawione wyniki wskazują na to, że transdukcja sygnału prowadzącego do 

aktywacji jest zatem zjawiskiem niezwykle złożonym i nie należy przyjmować, że odbywa się 

w jednym kierunku od miejsca wiązania do bramki kanału jonowego. Dodatkowo, 

oddziaływanie pomiędzy α1F14 i β2F31 dowodzi, że sygnał ten rozchodzi się także lateralnie w 

obrębie różnych podjednostek. Zastosowanie punktowej mutagenezy badanych aminokwasów 

pozwoliło jednoznacznie wykazać, że prawidłowe funkcjonowanie receptora zależy od wielu 

czynników, a pojedyncza reszta aminokwasowa nie pełni wybiórczej roli w aktywacji, może 

natomiast dotyczyć różnych aspektów tego procesu. 

Drugim zagadnieniem poruszanym w niniejszej rozprawie jest mechanizm modulacji 

aktywności receptora GABAA przez benzodiazepiny. Jak wykazuje stanowiący niniejszą 

rozprawę cykl publikacji, flurazepam w wysokim stopniu moduluje etap preaktywacji, czego 

dowodzą zarówno eksperymenty z użyciem agonisty GABA jak i częściowego agonisty, kwasu 

piperydyno-4-sulfonowego (P4S). Zastosowane mutacje kluczowej dla preaktywacji reszty 

fenyloalaninowej w miejscu wiązania α1F64, spowodowało zmianę wrażliwości badanych 

receptorów na flurazepam poprzez zwiększenie amplitudy wywołanych prądów w warunkach 

wysycenia. Mechanizm działania benzodiazepin obejmuje przyspieszenie wejścia w stan 

preaktywacji, które w przypadku receptorów typu dzikiego dzieje się na tyle szybko, że 

opisywany efekt nie jest możliwy do zaobserwowania. Benzodiazepiny powodują zatem 

większą stabilizację dalszych etapów aktywacji poprzez przyspieszenie spowolnionych na 

skutek mutacji kinetycznych stałych czasowych desensytyzacji i resensytyzacji, co wykazano 

zarówno dla α1F64 i wspomnianej wcześniej β2F200.  

Zaprezentowane badania stanowią potwierdzenie postawionej we wstępie hipotezy: 

wybrane mutacje kluczowych aminokwasów aromatycznych w domenie zewnątrzkomórkowej 

receptora GABAA wykazują istotny wpływ zarówno na wiązanie agonisty i na bramkowanie 

kanału jonowego. Interpretacja mechanistyczna, która tłumaczyłaby molekularne mechanizmy 

tego zjawiska nie została jeszcze w pełni opracowana i wymaga dalszych szczegółowych badań 

nad procesem aktywacji receptora. Można przypuszczać jednak, że zastosowanie mutacji 

poprzez substytucję pojedynczych aminokwasów powoduje lokalne zaburzenia 

trzeciorzędowej struktury białka, wynikające z zerwania występujących tam licznych 

oddziaływań elektrostatycznych lub π-kationowych. Tego typu oddziaływania w strukturze 

mają na celu zapewnienie prawidłowej orientacji aminokwasów względem siebie w łańcuchu 

oraz stabilizację wiązania cząsteczek do receptora. 
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Podsumowując, otrzymane wyniki w znacznym stopniu przyczyniły się do rozwoju 

wiedzy na temat aktywacji receptorów GABAA w kontekście relacji pomiędzy jego strukturą i 

funkcją wraz z uwzględnieniem modulatorowych mechanizmów działania benzodiazepin, 

istotnych w dziedzinie badań nad inhibicją GABA-ergiczną. Uzyskane wyniki oparto na 

rozległych badaniach obejmujących wysokiej rozdzielczości techniki elektrofizjologiczne 

poparte metodami in silico, m. in. modelowaniem kinetycznym, wykorzystując tym samym 

najnowsze metody badawcze. Zdobyta wiedza może w przyszłości zostać wykorzystana 

podczas projektowania nowych związków farmakologicznych oddziałujących z receptorem 

GABAA lub także w medycynie i fizjologii do zrozumienia mechanizmów patofizjologicznych 

niektórych chorób układu nerwowego.    
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