Rola oddzialywan w ortosterycznym miejscu wigzacym agonist¢ oraz pomigdzy podjednostkami w
aktywacji i modulacji receptora GABA,

Receptor GABA typu A (GABA,R) to receptor jonotropowy nalezacy do rodziny pentamerycznych
kanatéw jonowych bramkowanych ligandem. ZloZony jest z pigciu podjednostek, w kazdej z nich
mozna wyr6zni¢ trzy domeny: zewnatrzkomoérkowa (ECD), transmembranowa (TMD) oraz
wewngtrzkomérkows. Po zwigzaniu czasteczki agonisty (kwasu gamma-aminomastowego) w miejscu
wigzania zlokalizowanym w domenie ECD w obrebie receptora dochodzi do szeregu zmian
konformacyjnych prowadzacych do otwarcia bramki poru jonowego znajdujgcego si¢ w domenie TMD.
Umozliwia to przeplyw jonéw chlorkowych poprzez kanat receptora, a tym samym obnizenie potencjatu
transblonowego komoérki. Wynika stad rola jaka pelni GABALR - jest on jednym z gléwnych biatek
odpowiedzialnych za transmisj¢ hamujagcg w centralnym ukladzie nerwowym dorostych ssakow.
Zaburzenia jego funkcji zwigzane sa z chorobami takimi jak m. in. epilepsja, depresja, autyzm. Sam
receptor jest rowniez celem dla réznych lekéw, np. benzodiazepin, barbituranéw czy neurosteroidéw
oraz ulega modulacji poprzez zmian¢ poziomu pH. Dokladny molekularny mechanizm procesu
aktywacji receptora, czyli szeregu przej$¢ zapoczatkowanych zwigzaniem ligandu a kofczacy sig
otwarciem bramki poru nie jest znany, a jego cze$ciowe rozszyfrowanie jest celem niniejszej rozprawy
doktorskiej. W przedstawionych badaniach skupilem si¢ gtéwnie na obszarze powierzchni kontaktu
podjednostek tworzacych miejsca wigzania agonisty w domenie ECD, szczegolnie petli C, B, D, G oraz
helisy al. Wykorzystujac szereg narzedzi bioinformatycznych, takich jak modelowanie homologiczne,
dynamika molekularna, dokowanie ligandéw, estymacja pK, a takze modelowanie kinetyczne oparte na
pomiarach elektrofizjologicznych, przedstawilem szereg molekularnych mechanizméw zwigzanych z
procesem aktywacji receptora zwigzanych z rejonem styku jego podjednostek. Wykazatem rolg petli C
w sterycznym domykaniu miejsca wigzania oraz wpltyw petli B oraz D i G na ksztaltowanie
odpowiedniego §rodowiska elektrostatycznego niezbednego do zwigzania czasteczki GABA.
Przedstawilem réwniez wplyw poziomu pH na ten rejon biatka oparty na zmianie stanu protonacji jednej
z reszt ulokowanej na petli B, a takze wykazatem role rejonu N-kofica biatka (helisa 01) w domykaniu
powierzchni kontaktu podjednostek powyzej miejsca wigzania. Przedstawione wyniki w znaczacy
sposob przyczynily si¢ rozwoju dziedziny badan relacji struktura-funkcja GABA,R, umozliwiajac
pehiejsze zrozumienie funkcji receptora, a takze umozliwiajac w przyszloSci skuteczniejsze

projektowanie nowych lekéw wiazacych si¢ do tego receptora.
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Role of the interactions in the orthosteric binding site and between subunits in the activation and

modulation of the GABA, receptor.

GABA type A receptor (GABA,R) is an ionotropic receptor belonging to the family of pentameric
ligand gated ion channels. It is made of five subunits and within each of them three domains may be
distinguished: extracellular (ECD), transmembrane (TMD) and intracellular one. After the agonist
molecule is bound (gamma-aminobutyric acid) at the binding site located in the ECD, receptor
undergoes a series of conformational changes leading to the opening of the ion channel gated which is
situated in the TMD. It allows chloride ions to flow through the receptor’s channel, which causes the
reduction of the cell’s transmembrane potential. From this series of events the role of GABA,R arises —
the receptor is one of the key proteins responsible for inhibitory transmission in the central nervous
system of the adult mammalians. Disorders of its function are connected with diseases like e.g. epilepsy,
depression and autism. The receptor itself is also a target for various drugs, including benzodiazepines,
barbiturates, neurosteroids and is modulated by pH level. Exact molecular mechanism of the receptor
activation, that is of the series of conformational transitions started with ligand binding and ended with
channel gate opening, is not known. Its elucidation is a target of the research showed in the dissertation.
In presented research I have mainly focused on the region of the subunit interfaces forming the agonist
binding sites within ECD, particularly loops C, B, D, G and ol helix. With employment of numerous
bioinformatics tools such as homology modeling, molecular dynamics, ligand docking, pK, estimation
and kinetic modeling based on electrophysiological recordings I have formulated the series of molecular
mechanisms responsible for the receptor activation connected with the subunit interface region. I have
showed the role of loop C in the steric closure of the binding site and the influence of loops B, D and G
on shaping the optimal electrostatic environment necessary for the GABA molecule binding. I have also
presented how the pH level influences the subunits’ interface by changing the protonation state of the
one of loop B residues, and how the N-terminal region (al helix) is involved in the subunit interface
closure above the ligand binding site. Altogether, presented results significantly contributed to
development of the research on structure-function relationship of GABALR enabling more thorough
understanding of the receptor function and will allow more accurate design of the new drugs in the
future.
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