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Streszczenie

Zmiany wartosci napigcia blonowego i st¢zenia jondw wodorowych to
Jedne z najbardziej powszechnych czynnikéw modulujacych uklady biologiczne,
szczegblnie komodrki nerwowe. Wiele doniesien literaturowych wskazuje, ze
zaréwno potencjat blonowy jak i zmiana stgzenia jonow wodorowych wplywaja
na kinetyke pradow GABAergicznych, ale zagadnienie réwnoczesnej modulacji
Przez oba te czynniki nie zostalo zbadane. W niniejszej pracy dokonalismy opisu
wplywu napigcia blonowego i zewnatrzkomorkowego pH w zakresie od 6.0 do
8.0 na kinetyke receptora GABA,. Otrzymane wyniki wskazuja na brak
istotnego wplywu napigcia na kinetyke odpowiedzi pradowych mierzonych
W kwagnym pH, natomiast silna modulacja przez napigcie dotyczyla odpowiedzi
Pradowych rejestrowanych w pH=7.2 1 8.0.

Stowa kluczowe: receptory GABA 5, patch-clamp, napigcie blonowe, protony

Lokalne zmiany pH i napigcia blonowego sa jednymi z podstawowych
i uniwersalnych czynnikéw modulujacych kanaly jonowe. Receptory GABA,
W warunkach fizjologicznych dobrze przepuszczaja jony wodoroweglanowe,
ktérych przeptyw zmienia lokalne wartosci pH w bezposrednim otoczeniu
receptora [3]. Szczegdlnie w stanach patologicznych takich jak niedotlenienie
€zy udar mozgu, moze doj$¢ do wahain w pobudliwosci blony komérkowej
i istotnych zmian w wartosci zewnatrzkomorkowego pH. Doniesienia
literaturowe wskazuja, ze receptory GABA, czule sa zarowno na zmiany pH
roztworu zewnatrzkomérkowego [3-6, 11,12, 14] i wartosci potencjatu
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blonowego [9, 13]. Badania przeprowadzone ostatnio w naszym laboratorium
wskazuja, ze protony [11] i napigcie blonowe modelujg bramkowanie receptora
GABA, [13], przy czym w obydwu przypadkach mechanizm modulacji,
zwigzany byt z wplywem na Kinetyke desensytyzacji i wiazania agonisty.
Zagadnienie réwnoczesnej modulacji kinetyki receptora GABA, przez te
czynniki jest o tyle ciekawe, ze zaréwno w warunkach fizjologicznych, jak
i patologicznych dochodzi do réwnoczesnych zmian napigcia blonowego
i stezenia jondw wodorowych, a nie jest jasne czy te efekty modulacyjne sa
addytywne czy tez modulacja przez jeden z tych czynnikéw jest uzalezniona od
dzialania drugiego. Zeby udzieli¢ odpowiedzi na to pytanie, przeprowadzono
badania nad réwnoczesnym wplywem napigcia blonowego i zmian stgzenia
jonéw wodorowych w roztworze zewnatrzkomorkowym na kinetyke receptora
GABAA,.

Wszystkie pomiary wykonane byly na hodowli komorek nerwowych
z hipokampa szczura przy uzyciu techniki patch-clamp i systemu ultraszybkiej
perfuzji. Do opisu zmian konformacyjnych zastosowano model Jonesa
i Westbrooka, ktory zaklada istnienie dwoch identycznych i niezaleznych miejsc
wiazacych na receptorze oraz stany konformacyjne zamknigty (A,R), otwarty
(A,R*) i zdesensytyzowany (A,D). Szybkos¢ przejs¢ pomigdzy stanami opisana
jest przez odpowiednie stale kinetyczne [2].

Jak to wykazali Pytel i wsp. [13], wielkosci amplitud odpowiedzi
pradowych wywotanych nasycajagcym stezeniem GABA (10 mM) mierzonych
przy pH=7.2, wykazuja silng zalezno$¢ od napigcia na blonie, przy czym
zaleznos$é ta ma charakter dokomérkowego prostowania (nachylenie wykresu
I-V przy potencjatach dodatnich jest mniejsze niz przy potencjatach ujemnych).
W celu sprawdzenia w jaki sposob zmiany w wartosci pH wplywaja na
prostowniczy charakter zaleznosci pradowo-napigciowej, wyznaczono zaleznosé
I-V dla odpowiedzi pradowych mierzonych przy pH=6.0, 7.2 i 8.0. Jako st¢zenia
nasycajacego dla pH=7.2 i 8.0 uzyto 10mM GABA, natomiast dla pH=6.0 uzyto
30 mM GABA [11]. Pomiary odpowiedzi pradowych na ultraszybkie aplikacje
GABA zostaly wykonane w zakresie pH od 6.0 do 8.0, przy potencjalach
blonowych z przedziatu od -70 do 70mV. Przeprowadzone badania pozwolity
stwierdzi¢, ze zalezno$¢ pradowo-napigciowa dla pH=6.0 byla bliska liniowej
(ryc. 1A), natomiast zarowno w pH=7.2 i 8.0 (ryc. 1B) zaleznos¢ wykazywata
wlasciwosci dokomorkowego prostowania, przy czym efekt ten byl silniejszy w
przypadku pH=8.0. Wyznaczony potencjal odwrdcenia dla catego zakresu pH
byt bliski 0 mV, co zwiazane jest z faktem, Ze stezenie jonéw chlorkowych w
roztworach wewnatrz- i zewnatrzkomorkowym jest bardzo zblizone. Dla kazdej
komorki z osobna wyliczono stosunek kata nachylenia charakterystyki I-V
otrzymanej dla potencjatéw dodatnich do nachylenia zaleznosci pradowo-
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napigciowej dla potencjaléw ujemnych. Srednie wartosci wzglednego
nachylenia zalezno$ci wyniosty odpowiednio: 0.96 + 0.04 (n=3, p>0.05) dla
PH=6.0, 0.71 + 0.04, (n=7, p<0.05) dla pH=7.2 i 0.59 + 0.08 (n=4, p<0.05) dla
pH=8.0 (rys. 1C). Wyniki te wskazuja na monotoniczng zaleznoéé wielkosci
dokomérkowego prostowania od wartoéci pH (Rye. 1C).
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Rye. 1. Przykiadowe wykresy zaleznosci amplitudy odpowiedzi pradowej na nasycajace stezenie
GABA od wartosci potencjatu blonowego dla pH=6.0 (A) i pH=8.0 (B). C — Srednie wartosci
nachylenia zaleznosci pradowo-napi¢ciowych mierzonych dla potencjaléw dodatnich wzgledem
potencjalow ujemnych przy wartosciach pH z zakresu od 6.0 do 8.0. Gwiazdki wskazujg na istotng
Statystycznie réznicg w odniesieniu do wartosci otrzymanych dla potencjaléw ujemnych.

Prostowniczy charakter zaleznosci pradowo-napigciowej odpowiedzi
pradowych mierzonych dla pH=7.2, wedlug Pytel i wsp. [13] byt konsekwencja
modulowania procesu desensytyzacji. Ponadto Mozrzymas i wsp. [11] wskazali,
ze kinetyka desensytyzacji jest w duzym stopniu modulowana przez zmiany
Stezenia jonow wodorowych. Zatem zaleznos¢ zjawiska dokomoérkowego
prostowania od wartosci pH moze by¢ spowodowana zmianami w Kkinetyce
desensytyzacji odpowiedzi pradowych mierzonych przy roznych wartosciach pH
I napigcia blonowego.

Pamigta¢ nalezy, ze w stanie zdesensytyzowanym receptor jest
Nieprzepuszczalny dla jonéw i rownoczesnie jest nieczuly na dziatanie agonisty.
W warunkach do$wiadczalnych proces desensytyzacji ujawnia si¢ podczas
dtugiej (np. 100 ms) ekspozycji receptora na nasycajace stezenic GABA.
Odpowiedzi pradowe wywolane 100 ms aplikacja nasycajacego stgzenia GABA
charakteryzowaly si¢ szybkim czasem narastania (aktywacja receptorow)
i powolnym zanikiem (zwigzanym z desensytyzacja) az do osiagnigcia wartosci
Stacjonarnej (stedy-state). Kinetyka zaniku odpowiedzi pradowych miala
dwufazowy charakter, co mozna opisaé przy uzyciu dwoch stalych czasowych,
Szybkiej (Trg) i wolnej (Tgow). Dla odpowiedzi pradowych mierzonych
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w warunkach kontrolnych (pH=7.2) stale czasowe szybka i wolna wyniosty
odpowiednio Tp=2.41%0.17ms i Tyew=126%7.5ms. W skali czasowej zdarzen
synaptycznych powolna sktadowa desensytyzacji (Tqow) nie wplywa na kinetyke
zaniku pradéw synaptycznych, dlatego analiz¢ procesu desensytyzacji
ograniczono do szybkiej skladowej (Trq), ktora jest dominujaca w czasie do 50
ms po osiagnigciu przez odpowiedz pradowa maksymalnej amplitudy.
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Ryec. 2. Znormalizowane odpowiedzi pradowe wywolane 100 ms aplikacjg nasycajacego stg¢zenia
GABA rejestrowane przy potencjale blonowym -70 i 70 mV dla pH=6.0 (A) i pH=8.0 (B).
Poniewaz przebiegi pradowe mierzone dla pH=6.0 (Ryc. A) nie r6znig si¢ znaczaco, dla uzyskania
wigkszej przejrzystosci zostaly przesunigte wzglgdem siebie. C — Poréwnanie $rednich warto$ci
statych czasowych desensytyzacji odpowiedzi pradowych mierzonych przy potencjale -70 i 70 mV
dla pH z zakresu od 6.0 do 8.0. Gwiazdki wskazuja na istotng statystycznie réznicg w odniesieniu
do wartosci otrzymanej dla potencjalu ujemnego.

W celu zbadania réwnoczesnego wpltywu pH i napigcia na kinetyke
desensytyzacji, odpowiedzi pradowe wywolane 100 ms aplikacja nasycajacego
stezenia GABA w pH=6.0, 7.2 i 8.0 mierzone byly przy potencjatach -70 i 70
mV. Kinetyka desensytyzacji odpowiedzi pradowych mierzonych przy
potencjale blonowym -70 mV wykazywala monotoniczng zaleznos¢ od pH -
w kwasnym $rodowisku zewnatrzkomoérkowym doszlo do spowolnienia stalej
czasowej desensytyzacji (Tps), natomiast w srodowisku zasadowym Ty, zostata
przyspieszona w poroéwnaniu z warto$ciqg mierzong dla warunkéw kontrolnych
(pH=7.2, podobnie jak donosi Mozrzymas i wsp. [11]). Zmiana napigcia
blonowego na dodatnie spowodowala przyspieszenie stalej czasowej
desensytyzacji (Ty) W catym zakresie badanych wartosci pH, ale przyspieszenie
istotne byto tylko dla odpowiedzi pradowych mierzonych dla pH=7.2 i 8.0 (ryc.
2C). Srednie wartosci stalych czasowych desensytyzacji odpowiedzi pradowych
mierzonych przy potencjale -70 i 70 mV wyniosty odpowiednio: dla pH=6.0 Tg
=5.1+203msdlaVy,=-701Tgs =4.3 0.1 ms dla V,,=70 mV (n=3, P>0.05;
ryc. 2C), dla pH=7.2 Tt =2.6 £ 0.1 msdla V;, =-701i 1,4 = 1.9 £ 0.1 dla V, =
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70 mV (n=9, P<0.05) i dla pH=8.0 Tgg = 2.3 £ 0.2 ms dla V,, = -70 i T = 1.6 +
0.1 ms dla V,, = 70 mV (n=8. p<0.05; ryc. 2C).

Poniewaz proces desensytyzacji wplywa na kinetyk¢ narastania
odpowiedzi pradowych, mozna przypuszczaé, ze obserwowana przy
potencjatach dodatnich zmiana kinetyki desensytyzacji odpowiedzi pradowych
mierzonych w pH=7.2 i 8.0, znajdzie swoje odzwierciedlenic w zmianie
szybkosci narastania odpowiedzi pradowych. Zmierzono odpowiedzi pradowe
na krétkie (5 ms) aplikacje nasycajacego stezenia GABA w pH=6.0, 7.2 i 8.0
przy potencjale blonowym -70 i 70mV. W pH=6.0 doszlo do znacznego
spowolnienia szybko$ci narastania odpowiedzi pradowych w poréwnaniu
z warunkami kontrolnymi (pH=7.2) [11], ale jednoczesnie zmiana potencjatu z
-70 na 70 mV nie wptyneta na szybko$¢ narastania odpowiedzi pradowych (ryc.
3A i 3C). Odpowiedzi pradowe rejestrowane w pH=7.2 i 8.0 wykazywaly
natomiast rézng kinetyk¢ narastania przy potencjale ujemnym i dodatnim.
Szybkos¢ narastania mierzona pomiedzy 10-90% maksymalne; amplitudy
Wynosita w pH=7.2 dla potencjatu -70 mV 0.24 = 0.015 ms i 0.20 % 0.015 ms
dla potencjatu 70 mV (n=11, p<0.05; ryc. 3C), natomiast w pH=8.0 dla napigcia
=70mV 0.22 + 0.013 ms i dla napigcia 70 mV 0.16 + 0.023 ms (n=4, P<0.05;
ryc. 3C).
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Ryc. 3. Znormalizowane przebiegi pradowe rejestrowane w odpowiedzi na 5 ms aplikacje
nasycajacego stgzenia GABA przy potencjale blonowym -70 i 70 mV dla pH=6.0 (A)
i pH=8.0 (B). Poniewaz odpowiedzi pradowe rejestrowane dla pH=6.0 nie réznia si¢ znaczaco, dla
uzyskania wigkszej przejrzysto$ci zostaty przesunigte wzglgdem siebie. C — Poréwnanie szybkosci
Narastania odpowiedzi pradowych mierzonych dla pH=6.0, 7.2 i 8.0 przy potencjale blonowym
=70 i 70 mV. Gwiazdki wskazuja na istotng statystycznie réznicg w odniesieniu do wartosci
Otrzymanej dla potencjatu ujemnego.

Zaprezentowane wyniki wskazuja, Ze napigciowa zaleznos¢ receptora
GABA, silnie zalezy od wartosci pH roztworu zewnatrzkomoérkowego, ale
efekty te nie sa addytywne. Doniesienia literaturowe wskazuja, ze zaréwno
napigcie jak i pH wplywaja znaczaco na kinetyke desensytyzacji i wigzania
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agonisty [11, 13]. Fakt ten moze sugerowac, ze protony moga wplywaé¢ na
struktur¢ kanalu odpowiedzialng za wrazliwo$¢ receptora GABA, na zmiany
napigcia. Wyzej przedstawione dane do$wiadczalne wskazujg na brak istotnego
wplywu napigcia na kinetyke odpowiedzi pradowych mierzonych w kwasnym
pH. Natomiast silna modulacja przez napigcie dotyczyta odpowiedzi pradowych
rejestrowanych w pH=7.2 i 8.0. Przy alkalizacji $rodowiska doszlo do
wzmocnienia  zjawiska  dokomérkowego  prostowania  skorelowanego
z przyspieszeniem kinetyki desensytyzacji. Jak zaproponowal Mozrzymas i wsp.
[11] amplitudy odpowiedzi pradowych rejestrowanych w pH=8.0 sa silnie
zredukowane w poréwnaniu z odpowiedziami mierzonymi w pH=7.2 przy
analogicznej wartosci sily elektrycznej napgdzajacej. W obecnosci nasycajacych
stezen GABA stan w pelni zwigzany zamknigty osiggany jest bardzo szybko
i zgodnie z przewidywaniami modelu Jones i Westbrooka [2], kanal ze stanu
zwigzanego  zamknigtego moze wej$¢ do stanu  otwartego lub
zdesensytyzowanego. Proporcje obsadzenia tych standw okre$lone sq przez
relacje pomigdzy statymi kinetycznymi otwarcia (f3;) i desensytyzacji (d,).
Mozrzymas i wsp. [l11] wskazali, ze obserwowane w pH zasadowym
zmniejszenie wielkosci amplitudy odpowiedzi pradowych jest prawdopodobnie
wynikiem zwigkszenia szybkosci wejscia do stanu zdesensytyzowanego (d,),
w ktorym to stanie receptor nie przewodzi jonéw. Odnoszac te¢ obserwacje¢ do
zaleznosci pradowo-napigciowej mozna przypuszczaé, ze wzrost wilasciwosci
prostowniczych wiaze si¢ ze wzmocnieniem procesu desensytyzacji przy
wzro$cie pH. Argumentem przemawiajacym za takim mechanizmem modulacji
jest fakt, ze przy kwasnym pH zaleznos¢ napigciowo-pradowa jest bliska
liniowej i modulacja procesu desensytyzacji przez napigcie blonowe jest staba,
podczas gdy przy pH zasadowym stwierdzono wystegpowanie efektu
dokomorkowego prostowania zaleznosci  pradowo-napigciowej i silnej
zaleznosci kinetyki desensytyzacji od napigcia. Prezentowane powyzej dane
moga wskazywac, ze wejscie do stanu zdesensytyzowanego moze wymagacd
deprotonacji makromolekuly kanalu, stad stabszy wplyw napigcia na kinetyke
desensytyzacji w kwasnym pH. Alternatywnym mechanizmem pozwalajacym
wytlumaczy¢ prezentowane obserwacje moglby by¢ wplyw rozwazanych
czynnikow (napigcia i pH) na przewodnictwo pojedynczych kanalow. Wydaje
si¢ to jednak malo prawdopodobne, poniewaz wiele badai wskazuje na brak
wplywu pH [6] i napigcia blonowego [1, 7, 8, 10, 15] na przewodnictwo
pojedynczych kanatow.

Fizjologiczne znaczenie zmiany napigciowej zaleznosci kinetyki receptora
GABA, przy réznych wartosciach nie jest jasne. Mozna przypuszczaé, ze
mechanizm modulacji kinetyki receptora GABA, jednoczesnie przez napigcie
i pH dziala na zasadzie ujemnego sprzgzenia zwrotnego. Przy kwasnym pH
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Sprzgzenie ulega ostabieniu czyniac transmisje¢ GABAergiczng bardziej
efektywna w dodatnich potencjatach (co moze mie¢ korzystny wplyw w stanach
Patologicznych, takich jak epilepsja czy niedotlenienie, ktérym towarzyszy
zakwaszenie srodowiska zewnatrzkomérkowego [3]).
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