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Poznanie mechanizméw funkcjonowania biatek to jedno z najwiekszych wyzwan wspétczesnej biologii. Biatka spetniajg swoje
funkcje zmieniajac pod wptywem r6znych czynnikéw swojg strukture i wkasciwosci funkcjonalne, przy czym okreslone
makromolekuty, w zaleznosci od warunkéw, moga przyjmowac ograniczong liczbe precyzyjnie okreslonych stanéw zwanych
konformacjami. O ile wystepowanie standw konformacyjnych poszczeg6lnych biatek jest rzecza znang i mocno ugruntowang, to
opis molekularnych zmian jakie towarzysza okreslonym przejsciom konformacyjnym pozostaje ciagle, dla bardzo wielu biatek,
bardzo niepetny. Niezwykle interesujaca grupa biatek sg kanaty jonowe, ktérych zadaniem jest przewodzenie poszczegélnych
jonéw w celu kontroli napiecia elektrycznego na btonie komérkowej. Dzieki zastosowaniu techniki patch-clamp mozemy
precyzyjnie mierzy¢ prady przeptywajace przez pojedyncze kanaty w zywych komérkach. Co ciekawe, prady te w sposéb
dostowny odzwierciedlajg zmiany konformacji kanatu, gdyz funkcjonujg najczesciej w formie zero-jednykowej (stan zamkniety i
otwarty), przy czym w stanie otwartym przewodnictwo charakteryzuje sie statg wartoscig. Warto zaznaczy¢, ze wysoka precyzja
pomiaréw z zastosowaniem tej techniki dostarcza bardzo szczegdtowych informacji na temat zmian konformacyjnych tych
makromolekut. O ile obserwacja i opis konsekwencji zmian konformacyjnych w postaci otwar¢ i zamknie¢ kanatéw nalezy juz do
klasyki neurofizjologii komérkowej, to zrozumienie mechanizméw molekularnych lezacych u podstaw zmian konformacyjnych
tych biatek jest bardzo niepetne. Poznanie tych mechanizméw ma kluczowe znaczenie, gdyz nie tylko pozwala na petniejszy opis
funkcjonowania biatek, ale réwniez moze utatwic projektowanie i synteze lekdw, ktorych efekty terapeutyczne wiazg sie z
oddziatywaniem na receptory. Niniejszy projekt stawia sobie za cel petniejsze zrozumienie mechanizméw molekularnych zmian
konformacyjnych jonotropowego receptora GABA, ktdry w dojrzatym mdzgu petni kluczowa role w procesach hamowania.
Aktywacja (otwarcie) tego receptora jest konsekwencjg zwigzania dwoch molekut agonisty (GABA) w miejscach wigzacych. Co
ciekawe, miejsca wigzace w tym receptorze zlokalizowane sg na styku podjednostki gtownej i uzupetniajacej w duzej odlegtosci
od poru kanatu (ok. 5 nm), gdzie ostatecznie dokonuje sie zmiana konformacji z zamknietej do otwartej. Oznacza to, ze
zaindukowane przez wigzanie agonisty zmiany mechaniczne w makromolekule tego receptora dotycza duzych fragmentéw tego
biatka i ze proces ten jest najprawdopodobniej niezwykle ztozony. Aby sprosta¢ ambitnemu zadaniu opisania tych mechanizméw,
proponujemy interdyscyplinarne podejscie bazujace na zaawansowanych badaniach elektrofizjologicznych (zaréwno na poziomie
makroskopowym jak i pojedynczych kanatéw), na wykorzystaniu technik biologii molekularnej w celu wprowadzania $cisle
okreslonych mutacji (mutageneza) oraz na modelowaniu strukturalnym opartym o modele homologii i dynamike molekularng. W
praktyce, pozwoli to na, przyktadowo, wprowadzenie mutacji w okreslonym miejscu biatka i stwierdzenie przy pomocy technik
elektrofizjologicznych jaki efekt wywarla ta mutacja na kinetyke zmian konformacyjnych tego kanatu. Modelowanie z
zastosowaniem dynamiki molekularnej pozwoli nam na wskazanie najbardziej prawdopodobnych scenariuszy zmian
molekularnych towarzyszacych poszczegélnym przejsciom konformacyjnym w r6znych fragmentach tego biatka. Nasze niedawno
przeprowadzone badania z zastosowaniem tej metodologii pozwolity na wskazanie, iz proces przejscia z konformacji zamknietej
do otwartej odbywa sie za posrednictwem stanu posredniego zwanego preaktywowanym (Szczot et al. 2014, Journal of
Neuroscience). Odkrycie to pozwolito na petniejsze zrozumienie funkcjonowania receptora GABA,, jak rowniez na
dokfadniejszy opis mechanizméw jego modulacji przez rozne czynniki farmakologiczne. Niniejszy projekt badawczy skiada sie z
szeregu szczegOtowych zadan badawczych, ktdre jednak sprowadzajg sie do weryfikacji centralnej hipotezy, ze oddziatywania
molekularne czasteczek agonisty z poszczegdlnymi elementami strukturalnymi w miejscach wigzacych prowadza do przesunieé
sztywnych elementdw o strukturze beta kartek w segmencie zewnetrznym makromolekuty prowadzac do kooperatywnego ruchu
tych elementéw zaréwno w podjednostce gtéwnej jak i uzupetniajacej, co z kolei, za posrednictwem oddziatywan z odpowiednimi
petami miedzy helisami tramsmembranowymi prowadzi do kolektywnej rearanzacji struktury poru kanatu skutkujgc jego
otwarciem. Postulujemy, ze zainicjowany przez wigzanie agonisty w miejscu wigzacym ruch mechaniczny elementéw
makromolekuty ulega rozdzieleniu na dwa "strumienie" w podjednostce gtéwnej i uzupetniajacej. Ze wzgledu na asymetrie
strukturalng tych dwdch podjednostek, zmiany molekularne towarzyszace tym "strumieniom™ najprawdopodobniej wykazujg
roznice. Z drugiej strony, wspomniane wyzej oddziatywania za posrednictwem dhugich i sztywnych beta-kartek sprawiaja, ze
"strumienie" te sg ze sobg silnie funkcjonalnie sprzezone. W celu uzyskania informacji o sekwencyjnym ruchu poszczeg6inych
elementdw strukturalnych biatka zastosujemy tzw. analize REFER (od strony technicznej wymaga ona precyzyjnych pomiarow
aktywnosci pojedynczych kanatdw), ktora zostata juz z sukcesem zastosowana dla innego receptora jonotropowego (AChR) oraz
dynamike molekularng. Spodziewamy sie, ze wyniki realizacji tego projektu w sposob znaczacy poszerzg nasza wiedze na temat
molekularnych mechanizméw aktywacji receptora GABA 5. Wiedza ta bedzie bardzo pomocna przy opisie modulacji funkcji tego
receptora pod wptywem szeregu endogennych i egzogennych czynnikdw (w tym wspomnianych juz lekéw).



