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Streszczenie

Cyklodekstryny (CD) sa szeroko stosowanymi nanostrukturami,
zawierajacymi w swojej budowie elementy hydrofobowe i hydrofilowe, dzigki
czemu mogg silnie oddziatywaé ze sktadnikami blon biologicznych.

W prezentowanej pracy zbadany zostal wptyw BCD na receptory GABA
w hodowanych neuronach hipokampalnych szczura. W tym celu zmierzono
odpowiedzi pradowe na ultraszybkie aplikacje GABA. Analiza danych
pomiarowych wykazala, ze PCD silnie wplywa na Kkinetyk¢ 2zmian
konformacyjnych receptora GABA, gléwnie poprzez modulacje procesu
desensytyzacji i wigzania agonisty. Niniejsze wyniki wskazuja na to, ze fCD
moze silnie modulowaé biatka blonowe, przez co nie powinna by¢ uwazana jako
obojetny nosnik substancji hydrofobowych.
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Cyklodekstryny  (CD)  (weglowodany z  grupy dekstryn) sa
nanoczasteczkami, ktérych pierscien ma ksztalt lekko stozkowatego cylindra
okre$lany czesto mianem torusa. Wnetrze takiego stozka ma charakter
hydrofobowy, natomiast zewngtrze hydrofilowy. Taka budowa czasteczek CD
nadaje im zdolno$ci do rozpoznawania innych czasteczek w wyniku tworzenia
z nimi komplekséw inkluzyjnych (typu  ,gospodarz-gos¢”) [4, 7, 16].
Powinowactwo czasteczek substratow do wneki uwarunkowane jest przede
wszystkim wzajemnym dopasowaniem si¢ ich rozmiaréw. W wyniku utworzenia
takich kompleksow zmieniajg si¢ w bardzo istotny sposob whasciwosci
chemiczne i fizyczne (rozpuszczalnosé, toksycznos¢, zdolnos¢ utleniania i inne)
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czasteczek ,,zamknigtych” w CD. Zdolno$¢ tworzenia przez CD kompleksow
inkluzyjnych pozwala na ich szerokie zastosowanie m. in. w przemysle
chemicznym, spozyweczym, produkcji nawozow sztucznych, a co najwazniejsze
w przemysle farmaceutycznym — jako no$nikow roéznych lekéw.

Istnieje wiele doniesien literaturowych, w ktérych opisany zostal fakt
oddziatywania CD z r6znymi skladnikami blon komoérkowych. Najczesciej
badanym aspektem, przez co i najlepiej poznanym, jest wplyw oddziatywania
CD na lipidy blon komérkowych. Opisano réwniez oddziatywanie CD
z bialkami [9, 15]. Stwierdzono, ze CD blokujg koneksyny przez bezposrednie
oddziatywanie z porem kanatu [11]. Stwierdzono réwniez, ze CD moduluja
blony komérkowe w wyniku absorpeji cholesterolu z blony [10, 19]. Wiadomo,
ze cholesterol zwigksza stabilno$é blony, poprzez kontrolowanie jej sztywnosci
i plynnosci (2, 5]. Zmiana jego poziomu w blonie wplywa na funkcjonowanie
bialek membranowych m.in. kanaléw jonowych, co wskazuje na to, ze
mikro$rodowisko lipidowe odgrywa znaczaca rolg w regulowaniu funkcji biatek
blonowych [1, 6, 17, 20].

W osrodkowym ukfadzie nerwowym dorostych osobnikéw podstawowym
neurotransmiterem hamujacym jest kwas y-aminomastowy (GABA), ktory to
aktywuje jonotropowe receptory GABAs. W obrebie kompleksu receptora
GABA, wyréznia si¢ wiele miejsc wigzacych rézne zwiazki [12, 18]. Zwiazki,
ktérych dzialanie powoduje badz bezposrednio aktywacje receptora badz
wzmocnienie lub ostabienie jego aktywnosci w obecnosci GABA (m. in.
benzodiazepiny, pochodne kwasu barbiturowego, etanol). Zwiazki te majq
dzialanie przeciwlgkowe, przeciwdrgawkowe, uspokajajace i zwiotczajace
migsnie  szkieletowe. Natomiast zablokowanie receptora GABA, (np.
pochodnymi (-karbolinowymi, bikukuling lub pikrotoksyna) powoduje
wystapienie lgku, drgawek, pobudzenia oraz zwigkszenie napigcia migsni
szkieletowych, a przy wyzszych dawkach konwulsje i kryzysy epileptyczne.

Tak jak wczesniej zostalo wspomniane CD sa szeroko stosowane
w przemysle farmaceutycznym. Dlatego wazne jest zbadanie wplywu tego
czynnika na kinetyke receptora GABA,, ktorego dysfunkcja moze prowadzi¢ do
wielu groznych patologii.

Do tej pory zagadnienie to nie bylo dogl¢bnie badane, jedynie zesp6t Shu
[18] przy uzyciu powolnych systeméw perfuzji pokazal, ze CD nie wplywa na
odpowiedzi pradowe wywolane egzogenna aplikacja GABA, ale moduluje
powolng aktywacj¢ pradéw aktywowanych przez neurosteroidy.

Cheae jednak dokfadnie opisa¢ mechanizm dzialania CD na kinetyke
receptora. GABA, w warunkach zblizonych do transmisji synaptycznej,
nalezaloby przeprowadzi¢ pomiary z rozdzielczoscia czasowq adekwatng do
zdarzen synaptycznych [3, 12, 14]. Umozliwia to system ultraszybkiej perfuzji,
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dzigki ktéremu czas wymiany roztworu wokot fatki blonowej wynosi od 40 do
200us. Ponizej prezentowane badania przeprowadzone byly przy uzyciu takiego
systemu, dzigki czemu mozliwe bylo precyzyjne opisanie mechanizmu
modulacji bramkowania receptora GABA, przez f-cyklodekstryng BCD.
Do$wiadczenia przeprowadzono w konfiguracji tatki blonowej outside-our.
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Ryc.1. Model kinetyczny Jonesa i Westbrooka: A — agonista, k,, — stala szybkosci wiazania,
ko — stala szybkosci dysocjacji, o — stala szybkodci otwarcia, B — stala szybkosci zamknigcia,
d - stala szybkosci desensytyzacji, r — stala szybkosci resensytyzacji, A,R — stan zwigzany
zamknigty, A;R* - stan zwiazany otwarty, A,D stan zwigzany zdesensytyzowany i
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Ryc. 2. A — Przykladowe odpowiedzi pradowe (zarejestrowane na tej samej latce blonowej)
wywolane aplikacja nasycajacego stezenia GABA w warunkach kontrolnych i w obecnosci fCD.
B — Poroéwnaniec wzglednych wartosci odpowiedzi pradowych rejestrowanych przy réznym
stezeniu BCD.
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Do opisu kinetyki zmian konformacyjnych receptora postuzono si¢
modelem Jonesa i Westbrooka (Ryc. 1) [8, 13]. Model ten zaklada dwa
identyczne i mezalezne miejsca wigzace oraz istnienie stanu w pelni zwigzanego
otwartego (AzR ) i stanu zdesensytyzowanego (A;D).

Aby precyzyjnie okreslic wplyw PCD na amplitude odpowiedzi
pradowych wywolanych egzogennymi aplikacjami nasycajacego stezenia
GABA, zarejestrowano szereg odpowiedzi pradowych w warunkach
kontrolnych i w obecnosci BCD z tej samej latki blonowej. Jako stezenie
nasycajgce zastosowano 10mM GABA. Tak jak pokazano na rycinie 2,
amplituda monotonicznie wzrastala po dodaniu odpowiednio wigkszych dawek
BCD. Efekt ten byl w peni odwracalny w catym zakresie stosowanych stezen
BCD.

Jako miarg szybkosci aktywacji odpowiedzi pradowej zastosowano czas
jej narastania od 10% do 90% amplitudy. Czas narastania odpowiedzi
pradowych wywolanych przez aplikacj¢ nasycajacego stezenia GABA byt
spowalniany przez BCD, ale réznica w szybkos$ci byla znaczaca dopiero przy
wysokich stezeniach BCD (1.5mM) (Ryc.3).
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Rye. 3. A — Przykladowe znormalizowane przebiegi odpowiedzi pradowych rejestrowanych

w warunkach kontrolnych i w obecnosci 1500uM BCD B — Poréwnanie szybkosci narastania
odpowiedzi pradowych wywolanych nasycajacym stezeniem GABA przy réznym stgzeniu BCD.

Zanik GABAergicznej odpowiedzi pradowej (deaktywacja) wywolanej
krotka (3ms) aplikacjq nasycajacego stezenia GABA (Ryc. 4A) ma charakter
dwufazowy, ktéry moze by¢ opisany za pomocg sumy dwoéch funkeji
eksponencjalnych o réznych statych czasowych:
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y(t) = A exp(-t/T,,)+ A exp(-t/7,,,),

Analiza fazy zaniku odpowiedzi pradowych wykazata, ze odpowiedzi Erqdowe
rejestrowane w obecnosci PCD, charakteryzowaly si¢ wolniejsza kinetyka
zaniku w poréwnaniu z odpowiedziami pradowymi otrzymanymi w warunkach
kontrolnych (Ryc. 4). Zaleznoé¢ wielkosci powolnej sktadowej deaktywacji
(Ty0w) od stezenia BCD mial charakter niemonotoniczny (Ryc. 4D).
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Ryc. 4. A - Przykladowe przebiegi odpowiedzi pradowych wywolanych 3ms aplikacja
nasycajacego stezenia GABA i w obecnosci 500uM BCD. Poréwnanie wartosci $rednich: B —
$rednich stalych czasowych Tpew, C — szybkich statych czasowych Tgq, D — powolnych stalych
czasowych Ty, E — udzialéw procentowych powolnej skladowej Agow, F — Srednich wielkosci
przewodzonego fadunku; mierzonych pry réznych stezeniach BCD.

Silny wzrost warto$ci Tgew Obserwowany byt dla stezen BCD do 500uM,
natomiast w wyzszych stezeniach, warto$¢ Tsow zmalata. Zaskakujace jest to, ze
rownoczeénie udzial procentowy tej skladowej wykazywal monotoniczna
zalezno$¢ od stezenia PCD (Ryc. 4E). Zaleznos$¢ Sredniego czasu zaniku
odpowiedzi pradowej (Tmew) od stezenia PCD  wykazywala podobny
niemonotoniczny charakter jak w przypadku zaleznosci dla Tyow. Znaczacy
wzrost amplitudy oraz przedtuzona deaktywacja odpowiedzi pradowych
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rejestrowanych w obecnosci BCD wplynely na zwigkszenie iloé¢ tadunku
przenoszonego przez prady wywolane nasycajacym stezeniem GABA
w obecnosci fCD do 500 uM. Przy wyzszych stezeniach BCD trend wzrostu
ladunku przenoszonego przez odpowiedzi pradowe na nasycajace stezenie
GABA ulegt odwréceniu (Rye. 4F), co jakosciowo odzwierciedla zaleznoéé
powolnej sktadowej deaktywacji od fCD (Ryc. 4E).

Kinetyka deaktywacji jest silnie ksztaltowana przez proces
desensytyzacji. W celu zbadania procesu desensytyzacji zastosowano dlugie
(100ms) aplikacje nasycajacego stezenia GABA, proces ten byl wyraznie
dwufazowy. Poniewaz usunigcie neurotransmitera ze szczeliny synaptycznej
nastgpuje w ciggu kilkuset mikrosekund [14], pozwala to przypuszczaé, ze
powolna skltadowa nie ma istotnego wplywu na ksztaltowanie pradéow
synaptycznych. Wobec powyzszego, badanie desensytyzacji ograniczone bylo
jedynie do analizy szybkiej sktadowej desensytyzacji, ktéra w odpowiedzi
pradowej na 50ms impulsy GABA, byla dominujaca. Proces desensytyzacji
mozna wigc opisa¢ jako sume funkcji jednoeksponencjalnej oraz stalej wartosci
reprezentujacej amplitude pradowa w stanie stacjonarnym:

y@)=A,, exp(-t/T,)+ss

Dodanie BCD do roztworu kontrolnego wplyneto na spowolnienie stalej
czasowej desensytyzacji (Tqs) 1 zwigkszenie warto$ci parametru ss/peak —
reprezentujacego cze$¢ receptoréw, ktore to nie weszly do stanu
zdesensytyzowanego. Charakter obu zaleznosci byl monotoniczny w funkeji
stezenia BCD (Ryc. 5).
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Rye. 5 A - Przykladowe znormalizowane odpowiedzi pradowe wywolane 100ms aplikacjg
nasycajacego stezenia GABA i w obecno$ci S00uM BCD. B — por6wnanie $rednich wartosci
stalych czasowych desensytyzacji dla réznych stezei CD. C — poréwnanie parametru ss/peak dla
roznych stezen BCD.
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W celu okreslenia zdolno$ci kanatu do ponownej aktywacji zastosowano
krotkie (3ms) sparowane impulsy nasycajacego GABA aplikowanego w réznych
odstgpach czasu. Na podstawie uzyskanych przebiegéw pradowych wyznaczana
Jest warto$¢ parametru R (ang. recovery) — bedaca stosunkiem wzrostu natezenia
pradu w odpowiedzi na drugi impuls agonisty do amplitudy pierwszej
odpowiedzi

R=""5 1009

1_13

gdzie: 1, i I, sa amplitudami odpowiedzi na pierwszy i drugi impuls agonisty,
a I3 jest natgzeniem pradu zarejestrowanego bezposrednio przed drugg aplikacja.

Stopien powrotu receptoréw do stanu niezwigzanego, mierzony
parametrem R, byl znacznie zwigkszony dla pradow mierzonych w obecnosci
BCD (Ryc. 6).
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Ryc. 6. A - Przykladowe znormalizowane odpowiedzi pradowe rejestrowane w warunkach
kontrolnych i w obecnosei 500uM BCD. B — Wykres zaleznosci wielkosci parametru recovery od
dlugodci interwalu czasowego pomigdzy pulsami dla odpowiedzi pradowych rejestrowanych
w warunkach kontrolnych i w obecnos$ci BCD.

W celu wyznaczenia wplywu BCD na szybkos$¢ wigzania zarejestrowano
odpowiedzi pradowe wywolane niskim st¢zeniem GABA — 10uM. W calym
zakresie badanych stezen PCD, jej wplyw byl wigkszy niz w przypadku
nasycajacego stezenia GABA (Ryc. 7). Ponadto w przypadku nienasycajacego
[GABA] efekt wydaje si¢ by¢ bliski nasycenia juz dla 500 pM BCD. Silniejszy
wzrost amplitudy przy 10uM GABA w poréwnaniu z odpowiedziami na
nasycajace stezenia wskazuje, ze BCD moze wplywa¢ na kinetyke wiazania
agonisty.



Analiza odpowiedzi pradowych na dlugie aplikacje nasycajacego
[GABA] (Ryc. 5), wykazala, ze fCD wyraznie spowolnila wejscie do stanu
zdesensytyzowanego sugerujgc zmniejszenie wartoSci d,. Model Jonesa
i Westbrooka wskazuje, ze desensytyzacja w zasadniczym stopniu moze
wplywaé na amplitude i kinetyke odpowiedzi pradowych. Zatem spadek
wartosci stalej d, moze objawiaé si¢ jako wzrost wartosci ss/peak (Ryc. 5C)
oraz jako wzrost amplitudy odpowiedzi pradowych dla nasycajacego st¢zenia
agonisty (Ryc. 2).
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Ryc. 7. A — Przykladowe przebiegi pradowe zarejestrowane w odpowiedzi na aplikacj¢ 10uM
GABA i koaplikacj¢ 500uM BCD. B — Poréwnanie wzglednych wartosci amplitud odpowiedzi
pradowych rejestrowanych dla réznego stezenia BCD.

Amplitudy odpowiedzi pradowych wywolane niskim stegzeniem GABA
(10pM) byly wzmacniane w obecnoéci BCD w znacznie wigkszym stopniu, niz
amplitudy odpowiedzi pradowych wywolanych nasycajacym [GABA] (Rye. 2
i Ryc. 7), co moze wskazywaé na wzrost powinowactwa GABA do receptora
przez BCD. Wzrost amplitudy odpowiedzi pradowych na 10uM GABA osiaga
maksimum nasycenia juz przy 500uM BCD, podczas gdy wplyw BCD, na
kinetyke desenytyzacji byl monotoniczny w calym przedziale st¢zen. Taka,
zaleznoé¢ moze by¢ wytlumaczona wigzaniem PCD do réznych
allosterycznych ~ miejsc ~ wigzacych  charakteryzujach  si¢  réznym
powinowactwem. Nasze wyniki wskazuja na to, ze powinowactwo BCD do
miejsca wigzacego modulujacego wigzanie agonisty do receptora GABA, jest
wigksze niz w przypadku miejsca modulujacego jego desensytyzacje. Taki
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mechanizm wplywu BCD na proces wigzania agonisty i desensytyzacji moze
tlumaczy¢ niemonotoniczny charakter modulacji powolnej skladowej
deaktywacji (Tgo) przez BCD (Ryc. 4D). Jednoczesne wzmocnienie etapu
wigzania i spowolnienie kinetyki desensytyzacji przy stezeniach BCD do
500uM, jest przyczyng zaobserwowanego wyraznego spowolnienia wartosci
Taow- Natomiast obserwowalne przyspieszenie powolnej sktadowej procesu
deaktywacji (Ryc. 3D) przy zwigkszonych stezeniach PCD, jest skutkiem
dalszego spowalniania procesu desensytyzacji, podczas gdy etap wiazania
agonisty nie ulega dalszym zmianom (efekt BCD na ten proces ulegl wysyceniu
przy nizszym stezeniu). Pomimo, ze prezentowane wyniki wskazuja na silny
wplyw BCD na bramkowanie receptora GABA, to jednak molekularny
mechanizm wplywu BCD na strukturg tego receptora pozostaje niewyjasniony
i wymaga¢ bedzie dodatkowych badan nad relacjq struktura-funkcja tej
makromolekuty(np. technikami ukierunkowanej mutacji).
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