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Streszczenie

Stezenie jonéw wodorowych (pH) i benzodiazepiny (BDZ) sa czynnikami
Modulujacymi receptory GABA,. W szczegolnosci, wartos¢ pH srodowiska
Zewngtrzkomérkowego moze  zmienia si¢ W zaleznosci od  stanu
ﬁzJ010gicznego lub patologicznego. W niniejszej pracy przedstawiono wyniki
badan wplywu flurazepamu (benzodiazepiny) przy réznych wartosciach
zewnatrzkomérkowego pH (z zakresu 5.5 — 7.2) na amplitude miniaturowych
‘?’ABA-ergicznych inhibujacych pradéw synaptycznych (mIPSCs). Stwierdzono,
Ze obecnos¢ flurazepamu prowadzi do zwigkszenia amplitudy mIPSCs, ale efekt
ten zalezy od pH i jest najwigkszy przy silnie kwasnych wartosciach. Wplyw
ﬂurazepamu na amplidude mIPSC osiaga nasycenie przy stezeniu ok. 1 uM dla
Wszystkich badanych wartosci pH. Wyniki te wskazuja na to, ze modulacja
Pradow GABAergicznych przez benzodiazepiny jest zalezna od odczynu
Srodowiska.
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Benzodiazepiny sa zwiazkami, ktore wspomagaja aktywnos¢ receptoréw
GABA, (4,9, 14]. Do tej grupy zwiazkéw naleza substancje stosowane jako leki
Przeciwepileptyczne (AED), przeciwkonwulsyjne, leki nasenne i uspokajajace.
ReCeptor GABA, zawierajacy podjednostke Y2 posiada miejsce wigzace dla
benzodiazepin, ktére znajduje si¢ na interfejsie pomigdzy podjednostka Y2 i o
912, 13], co pozwala na bezposrednia modulacj¢ dzialania receptora przez
te zwigzki. Gléwnym efektem oddziatywania benzodiazepin na receptor GABA
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Jest zwigkszenie powinowactwa GABA do receptora GABA, (GABALR) [1].
W praktyce, najczgéciej opisywanym efektem benzodiazepin jest zwickszenie
amplitud i wydltuzenie czasu deaktywacji pradéw GABAergicznych [4, 2].

Innym czynnikiem, ktéry silnie moduluje funkcjonowanie GABAR jest
stezenie jonéw wodorowych w bezposrednim otoczeniu receptora [3, 8, 10].
Zakwaszenie roztworu powoduje redukcje amplitudy (przy b. niskich stezeniach
GABA). pH jest jednym z parametréw, ktéry moze ulec zmianie w stanach
chorobowych, patologicznych ukladu nerwowego, co z kolei moze wplywaé na
efektywnosé¢ dziatania lekow, zwigzkow modulujacych dzialanie receptora
GABA, [14]. Praca ta stara si¢ odpowiedzie¢ na pytanie, jaki wplyw na
modulacje synaptycznych pradow GABAergicznych przez benzodiazepiny maja
zmiany pH w srodowisku zewnatrzkomérkowym.,

Badania przeprowadzono na hodowlach komérek nerwowych,
pochodzacych z hipokampa szczura (2-3 dni po urodzeniu). Procedura preparacji
hodowli zostala przedstawiona w szczegétach w pracy [7]. 2-3 dniowe szczury
zostaly  zdekapitowane, hipokamp zostal wyekstrahowany, pocigty,
potraktowany enzymami trawigcymi i zdysocjowany na pojedyncze komérki,
ktére wysiane zostaty na ptytkach Petriego i pozostawione w inkubatorze przez
przynajmniej tydzien. W tym czasie, dochodzi do wytworzenia duzej ilosci
funkcjonalnych polaczen synaptycznych. Pomiary wykonano przy uzyciu
techniki patch-clamp, w konfiguracji whole-cell, rejestrujac miniaturowe,
inhibujace prady postsynaptyczne (mIPSCs), przy obecnosci blokerow:
tetrodotoksyny (TTX, 1 uM) blokujacej napigciowozalezne kanaly sodowe,
i kwasu kinurynowego (1 mM) blokujacego transmisje glutamatergiczng
(AMPA i NMDA). Rejestracje wykonano przy statym, ustalonym na -70 mV
napigciu blonowym.

Roztwér zewnatrzkomérkowy miat nastgpujacy skiad: NaCl 137 mM,
KCl'5 mM, CaCl, 2 mM, MgCl, 1 mM, D-glukoza 20 mM, HEPES 10 mM, pH
roztworu doprowadzone do odpowiedniego pH (6.0 — 7.2) przy uzyciu NaOH.
Dla pH = 5.5, zamiast buforu HEPES uzyty zostal bufor MES 15 mM. Pipeta
pomiarowa wypeiniona byla roztworem o skladzie: CsCl 137 mM, CaCl, | mM,
MgCl, 2 mM, BABTA 11 mM, ATP 2 mM, pH = 7.2 miareczkowane przy
uzyciu CsOH.

Roztwor standardowy, o danym pH i ustalonym stezeniu flurazepamu,
podawano w bezposrednie otoczenie badanej komérki. Prady synaptyczne
wykazywaly bardzo duze zréznicowanie zaréwno jesli idzie o amplitude jak
i przebieg czasowy (Ryc. 1A) dlatego tez w celu ich opisania kazdorazowo
dokonano ich algebraicznego usrednienia (Ryc. 1B). Do akwizycji i analizy
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danych wykorzystano pakiety programowe clampex 9.2 i clampfit 9.2 (Axon
Instruments).
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Ryc. 1. Przykladowe rejestracje mIPSC dla r6znych wartosci pH (A) oraz usrednione wartosci
pradéw mierzonych w danych warunkach (B). Wartosei wzglgdnej amplitudy miniaturowych
pradow  synaptycznych dla r6znych wartosci pH  zewnatrzkomérkowego (zmierzone
Z przynajmniej n = 3 komorek) (C).

Stosujac wyzej opisana metodologig, dokonano analizy zaleznosci amplitudy
miniaturowych pradéw synaptycznych od zewnatrzkomérkowego pH i stezenia
flurazepamu. Warto$¢ $redniej amplitudy dla kontrolnego pH = 7.2 wyniosta
448 + 1.3 pA (n = 50). Stwierdzono, ze zmniejszajace si¢ pH powoduje
poczatkowo wzrost amplitudy mIPSC (dla pH = 6.5), ale dalsze zmniejszanie
warto$ci pH prowadzi do zmniejszenia tego parametru [Ryc. 1C]. Wyniki te
potwierdzaja efekt jonéw wodorowych na prady GABAergiczne opisany
W pracach [3, 8]. Flurazepam zwigkszal amplitude mIPSCs, ale efekt ten byl
zalezny od wartoéci pH. Ryc. 2A-D przedstawia wzgledne zmiany amplitud
(wzgledem sredniej amplitudy mIPSCs zmierzonej przy pH = 7.2 na tej samej
koméree) przy roznych wartosciach pH i stezeniach flurazepamu,
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Ryc. 2. Wykres zaleznosci wzglednej amplitudy mIPSC od stezenia flurazepamu (przerywang
linig zaznaczono poziom odpowiadajacy wartosci wzglednej amplitudy [Ipti+ furazepam/ Tpn=7.2] dla
pH = 7.2) dla (A) pH = 5.5, (B) pH = 6.0, (C) pH = 6.5 i (D) pH = 7.2, (E) wzgledna wartosé
amplitudy (mierzone wzgledem pH kontrolnego = 7.2), (F) warto$¢ wzglednej amplitudy [I
furazepam/ Ip] 0dniesionej do danej wartosci pH.

PH +

Najwigkszy wptyw flurazepamu na amplitude stwierdzono przy wartosci pH =
5.5: choé $rednia amplituda mIPSCs przy pH = 5.5 i nieobecnosci flurazepamu
ulegla zmnigjszeniu do 0.75 £ 0.05 (n = 5, wzgledem amplitud przy pH
kontrolnym réwnym 7.2) to przy stezeniu 3 pM flurazepamu amplituda
wzrastala do 1.45 £ 0.02 ( n = 3) (Ryc. 2A). Dla poréwnania, przy pH = 7.2
i stgzeniu flurazepamu 3 uM wystapit wzrost amplitudy do 1.21 + 0.09 (n = 4)
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[Ryc. 2D]. Wyniki te wskazuja na bardzo wazng obserwacje, ze wplyw
flurazepamu na amplitudy mIPSCs jest uzalezniony od warto$ci pH
w Srodowisku zewngtrzkomérkowym. Zaleznos¢ efektu flurazepamu od pH jest
Jeszcze lepiej widoczna na [Rye. 2E] przedstawiajacym wplyw flurazepamu na
amplitudg mIPSCs mierzong i odnoszong do wartosci amplitud dla okreslonego
PH (przy nieobecnosci flurazepamu). Wzrost amplitudy przez flurazepam
zalezal monotonicznie od pH i dla 1 pM flurazepamu przy pH = 5.5 wzgledna
amplituda wyniosta 1.81 £ 0.06 (n = 3), przy pH=6.0 1.34 * 0.09 (n = 3),
przy pH=6.51.22 + 0.03 (n=3)iprzy pH7.2 1.20 * 0.02 (n = 5).

Stezenie 1 uM flurazepamu okazato si¢ by¢ wystarczajace do nasycenia
efektu wzrostu amplitudy — jak wida¢ na (Ryc. 2A-D) dalsze zwigkszanie
stezenia nie wywoluje znaczacych zmian w wartosci amplitudy.

Przedstawione wyniki pokazuja, ze flurazepam wplywa na zwigkszenie
amplitudy mIPSC, a efekt oddziatywania flurazepamu jest zalezny od wartosci
PH przy jakim to oddzialywanie zachodzi. Bardzo wyraznie widoczne jest, ze
zmniejszenie stezenie protondéw (zakwaszenie roztworu), powoduje silne
zwigkszenie wplywu flurazepamu, co moze sugerowaé, ze W nizszych
wartosciach pH nastepuje latwiejsze wigzanie si¢ tego zwiazku do receptora
GABA i przez to silniejsza modulacje jego funkcjonowania. Efekt ten moze by¢
takze zwigzany z przyjmowaniem przez flurazepam réznych wilasciwosci
zaleznych od pH np. uprotonowania, dimeryzacji, wplywajacych na mozliwosé
Wigzania si¢ zwiazku oraz jego wiasciwosci modulacyjne. Ta mozliwos¢ jest
jednak mato prawdopodobna ze wzgledu na to, ze wartos¢ pK, dla flurazepamu
wynosi 8.16, co sugeruje iz zakwaszanie roztworu ponizej wartosci kontrolnej
(7.2) nie powinno istotnie wpltywa¢ na uprotonowanie flurazepamu. Jest
mozliwe, ze rézny wplyw flurazepamu na amplitudy mIPSCs przy réznych
warto$ciach pH jest konsekwencja nakladania si¢ wplywu tych dwoch
czynnikéw w warunkach bardzo krétkiej ekspozycji receptoréw na synaptycznie
wydzielony GABA. Przy silnie kwasnych pH, stala wiazania staje si¢ tak
powolna, ze bardzo krétkotrwala ekspozycja receptorow synaptycznych na
neuroprzekaznik (czas przebywania neuroprzekaznika w synapsie jest
szacowany na ok. kilkaset mikrosekund, [15]) jest niewystarczajaca by doszlo
do aktywacji receptoréw w takim stopniu jak ma to miejsce w warunkach
kontrolnych. Pojawienie si¢ flurazepamu przy kwasnym pH odwraca efekt
zakwaszenia $rodowiska na stalq wiazania. Nalezy jednak podkresli¢, ze niska
wartos¢ pH wplywa ponadto na zmniejszenie desensytyzacji [3]. A zatem,
sumaryczne dzialanie obnizonego pH i flurazepamu moze doprowadzi¢ do
zmniejszenia desensytyzacji przy niezmienionym lub nawet zwigkszonym
powinowactwie receptora GABA4 do jego agonisty (wplyw pH i flurazepamu na
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stala wigzania si¢ kompensuja). W tej sytuacji, wydzielony synaptycznie
agonista, przy niskim pH i w obecnosci flurazepamu, moze doprowadzi¢ do
znacznego wzrostu amplitudy mIPSCs, gdyz wigksza proporcja zwiazanych
receptorow przejdzie do stanu konformacyjnego otwartego kosztem stanu
zdesensytyzowanego (patrz dyskusja o mechanizmie wptywu pH na receptory
GABAA w parcy [3]).

Konkludujac, najwazniejszym wnioskiem z niniejszej pracy jest to, iz
flurazepam silnie moduluje GABAergiczne prady synaptyczne i efekt ten jest
bardzo istotnie modulowany przez zmiany warto$ci pH $rodowiska
zewnatrzkomorkowego. Obserwacja ta wydaje si¢ bardzo wazna, gdyz jak juz
wspomniano we wstepie, wartos¢ pH roztworéw zewnatrzkomérkowych moze
ulega¢ istotnym zmianom w réznych stanach fizjologicznych i patologicznych.
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