Streszczenie

Receptory GABAA sg anionoselektywnymi kanatami jonowymi aktywowanymi kwasem y-
aminomastowym (GABA). Sa to heteropentameryczne biatka, powszechnie wystepujace w
osrodkowym uktadzie nerwowym, gdzie pelnia wiodaca rolg w inhibicji neuronalnej. Z uwagi na
ogromng 1lo$¢ réznorakich proceséw zachodzacych w moézgu, dopasowanie sity hamowania do
konkretnych potrzeb jest kluczows kwestig dla prawidtowego rozwoju i funkcjonowania organizmu.
Dysfunkcje inhibicji moga skutkowaé wystgpowaniem takich schorzen jak epilepsja, stany lekowe
lub bezsennoé¢. Regulacja aktywnosci receptoréw GABAA w méozgu odbywa si¢ na drodze ekspresji
réznych podjednostek tworzacych pentamery w zalezno$ci od potrzeb lokalnej sieci neuronalnej.
Znanych jest réwniez wiele endogennych modulatoréw aktywno$ci tych bialek, takich jak
podjednostki pomocnicze, lub modulatoréw egzogennych, w tym §rodkéw stosowanych klinicznie,
jak benzodiazepiny czy barbiturany. Zwigzanie neuroprzekaznika przez receptor w miejscu wigzania,
znajdujacym si¢ w domenie zewnatrzkomérkowej prowadzi do otwarcia oddalonej o ok. 50 A bramki
kanalu w domenie transblonowej, lecz dokladne mechanizmy aktywacji receptora oraz jego
modulacji przez egzogenne czynniki nie zostaly dostatecznie poznane. Celem ponizszej rozprawy
doktorskiej jest zbadanie regulacji aktywnosci receptorow GABAAa na drodze istotnej zmiany
stechiometrii podjednostkowej w postaci braku kluczowej podjednostki B oraz wplywu
benzodiazepiny flurazepamu na spontaniczng aktywno$¢ receptorow GABAAa. Ponadto, w rozprawie
podjgto si¢ wyjasnienia roli elementu strukturalnego domeny zewngtrzkomérkowej - petli G, w
procesie aktywacji. Dzigki zastosowaniu metody patch-clamp do pomiaru pradéw przewodzonych
przez receptory ekspresjonowane w linii komérkowej HEK-293 udato si¢ opisa¢ wlasciwoscei
kinetyczne i farmakologiczne kanalow skladajacych si¢ wylacznie z podjednostek o i y i ukazaé
zaskakujacy poziom podobiefistwa miedzy receptorami typu dzikiego i tymi pozbawionymi
podjednostki . Analiza przebiegdéw pradowych z pojedynczych kanaléw pozwolita na wyjadnienie
natury wptywu flurazepamu na spontaniczng aktywno$é, ktéry znacznie wydhuza otwarcia kanatu
przy nieobecnoéci agonisty. Pomiary mikro- i makroskopowe na receptorach zmutowanych w
kluczowym locus petli G ukazaty istotne zmiany w kinetyce mierzonych pradéw, zas modelowanie
kinetyczne ujawnilo efekty mutacji w przejsciach konformacyjnych zawiadujacych otwieraniem
bramki kanatu. Wskazuje to na istotng rolg p¢tli G w koncowych fazach procesu aktywacji. Wyniki
ukazane w niniejszej rozprawie istotnie poszerzyly wiedze dotyczaca regulacji i relacji struktura-
funkcja receptoréw GABAA4 1 w przyszlosci moga przyczyni€ si¢ do projektowania nowych terapii

schorzen zwigzanych z inhibicjg neuronalng.



Abstract

GABA 4 receptors are anion-selective ion channels activated by y-aminobutyric acid (GABA).
They are heteropentameric proteins, ubiquitously expressed in the central nervous system where they
have a major role in neuronal inhibition. Due to the enormous amount of various processes occurring
in the brain, fine-tuning of inhibitory strength to the specific needs is of utmost importance for proper
development and functioning of the organism. Inhibitory deficiencies may result in the development
of such illnesses as epilepsy, anxiety or insomnia. Regulation of GABA4 receptor activity in the
brain occurs by means of regulation of expression of subunits forming pentamers according to the
needs of the local neural network. Additionally, there are multiple known endogenous modulators of
GABA s receptor activity such as auxiliary subunits, as well as exogenous modulators, including those
used clinically such as benzodiazepines or barbiturates. Binding of the neurotransmitter by the
receptor in the binding site, located in the extracellular domain leads to opening of the channel gate,
situated ca. 50 A away in the transmembrane domain, but precise mechanisms governing receptor
activation and modulation by exogenous factors have not been fully elucidated. The aim of this
dissertation was to examine the regulation of GABA receptor activity through a significant alteration
of subunit stoichiometry, namely the absence of crucial B subunit as well as the influence of the
benzodiazepine flurazepam on spontaneous activity of GABAAa receptors. Additionally, it has been
undertaken to explain the role of a structural element of the extracellular domain — loop G in the
activation process. The use of the patch-clamp method enabled measuring of currents mediated by
channels expressed in HEK-293 cell line and allowed for a description of kinetic and pharmacological
properties of receptors assembled only from a and y subunits which showed a surprising level of
similarity between wild-type receptors and those lacking the B subunit. The analysis of single-channel
currents enabled the elucidation of influence of flurazepam on spontaneous activity, which
significantly prolongs channel openings in the absence of the agonist. Micro- and macroscopic current
measurements of receptors mutated in a crucial Jocus of loop G showed significant changes in
receptor Kinetics, while kinetic modelling revealed effects of mutations on conformational transitions
governing opening of the channel gate. This indicates an important role of loop G in final stages of
the activation process. Results presented in this dissertation have broadened the existing knowledge
on regulation and structure-function relationship of GABAAa receptors and may contribute to the

design of new therapies against illnesses related to neuronal inhibition in the future.



