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Lucrarea de fata prezintd un studiu asupra efectelor a trei substante farmacologic active
(cumarina, quercetina si galantamina) asupra receptorilor nicotinici pentru acetilcolind, prin
prisma ideii generale ca interactiunea unui drog cu un receptor este un proces complex care
implica verigi de interferentd multiple cu sistemul reprezentat de receptorul membranar si
membrana lipidicd a celulei. Metodele experimentale pe care le-am ales au diferit in functie de
etajul de interferenta studiat. Astfel, interactiunile substantelor cu membranele lipidice celulare au
fost studiate prin metodele BLM (black lipid membranes) si SSM (solid supported membranes),
metode bazate pe masurdtori electrofiziologice realizate pe bistraturi lipidice artificiale.
Interactiunea drog-membrand a indus modificéri tranzitorii sau stationare ale parametrilor
electrici ai membranelor-model. Modificdrile tranzitorii au fost mai bine puse in evidenta prin
metoda SSM, in timp ce metoda BLM a fost mai adecvata pentru studiul modificérilor stationare
induse de interactiunea substantd — bistrat lipidic. Efectele substantelor studiate asupra
receptorilor nicotinici propriu-zisi au fost studiate prin metoda patch-clamp, metoda care a permis
studierea efectelor cumarinei, quercetinei si galantaminei asupra cineticii de activare si
desensibilizare a proteinei-receptor. Studiile experimentale au fost completate cu studii de
modelare, care au contribuit la elucidarea unor etape cinetice implicate in tranzitiile
conformationale asociate cu activarea — desensibilizarea receptorului nicotinic si au adus
argumente suplimentare in sprijinul mecanismelor de actiune propuse pe baza rezultatelor

experimentale.

Efectele cumarinei asupra bistraturilor lipidice artificiale

Prima substantd studiatd in cadrul acestei lucrdri a fost cumarina. Efectele cumarinei
asupra bistraturilor lipidice artificiale au fost studiate prin metoda SSM, prin prisma actiunii
modulatoare a cumarinei asupra modificérilor induse de anioni ai seriei Hofmeister (perclorat
ClOy, tiocianat SCN". azotat NO;’, acetat CH;COO", sulfat SO,*, clorurd Cl')si de metale grele

(cadmiu).



Rezultatele noastre au pus in evidenta faptul ca semnalele tranzitorii induse de salturi de
concentratie de anioni Hofmeister la nivelul membranelor pe suport solid (SSM) nu sunt datorate
exclusiv potentialelor de jonctiune lichida (PJL) aparute la interfata dintre solutia activa si solutia
inactiva, ci implica si alte efecte ale acestor anioni asupra membranelor avand ca rezultat
modificari ale momentului de dipol membranar. Aplicarea de cumarind la nivelul SSM a exercitat
un efect protector asupra modificarilor induse de anionii seriei Hofmeister. Efectul cumarinei a
fost mai evident in cazul anionilor puternic chaotropi (perclorat, tiocianat), acolo unde s-au
evidentiat si cele mai mari diferente intre valoarea semnalului capacitiv masurat si valoarea
calculatd a potentialelor de jonctiune lichida. Prezenta cumarinei nu a influentat semnalele
obtinute de aplicarea de acetat, pentru care valoarea semnalului masurat a coincis cu valoarea
PJL, ceea ce a sugerat faptul cad mecanismul protector al cumarinei se manifesta in principal fata
de destabilizarea structurii membranei lipidice induse de interactiunea cu anionii Hofmeister.
Analiza variatiei amplitudinii semnalelor obtinute la salturi de concentratie ale anionilor studiati,
in functie de concentratia de cumarind, a evidentiat similitudinea profilelor de dependenta
semnal-concentratie, indiferent de anionul aplicat. Acest aspect a reprezentat un argument pentru
faptul ca mecanismul protector al cumarinei se manifesta prin insertia acesteia in bistratul lipidic
si a permis determinarea unei constante aparente de legare a cumarinei la membrana lipidica pe
suport solid, in valoare de 2.346 pM.

Prezenta cumarinei exercitd un efect protector si asupra destabilizirii bistratului lipidic
indusa de salturi de concentratie de cadmiu, aspect pus in evidentd de grupul de experimente pe
care l-am efectuat in prezenta acestui metal greu, care a aratat scdderea afinitétii aparente pentru
cadmiu a membranei lipidice tratatd cu cumarind. Mecanismele de actiune propuse s-au bazat atat
pe insertia cumarinei in membranele lipidice artificiale cat si pe posibila formare a unor structuri

complexe cumarind-cadmiu, cu cineticd de interactiune cu bistratul lipidic diferita.

Efectele cumarinei asupra receptorului nicotinic pentru ACh

La nivelul receptorului nicotinic propriu-zis exprimat de celule ale liniei TE 671,
cumarina aplicatd in baia de celule a indus atat modificari ale cineticii de Inchidere a receptorilor
cat si ale gradului de desensibilizare a acestora la stimuldri repetate cu acetilcolind intr-o maniera
dependenta de doza si de timpul de aplicare. Profilul de scadere a constantei de timp de inchidere
a receptorului nicotinic in functie de concentratia de cumarind a sugerat o interactiune de tip
Michaelis-Menten, substrat-ligand, fard a fi insd posibila determinarea unei constante de legare a
cumarinei datoritd protocolului experimental utilizat (parametrul studiat fiind un indicator indirect

al interactiunii cumarina-receptor). In ceea ce priveste desensibilizarea receptorului nicotinic,



efectele cumarinei s-au manifestat doar in conditiile aplicérii substantei in baia de celule si nu a
aplicarii in pulsuri, o datd cu acetilcolina (agonistul receptorilor nicotinici). Modificarile
profilului de desensibilizare au fost vizibile la expuneri pentru perioade de timp mai mari de 30
de minute, si s-a observat o grupare a curbelor de desensibilizare in prezenta a concentratii de
cumarina intre 0 — 50 uM in doua categorii. Acest lucru sugereaza un mecanism modulator de tip
treapta al cumarinei asupra desensibilizarii, care poate fi explicat prin existenta a doud situsuri de
legare a cumarinei la receptor cu afinitati diferite pentru cumarind, si a caror activare diferentiata
este corelatd cu un comportament de desensibilizare diferit al receptorului la stimulare repetitiva
cu ACh.

Efectul cumarinei asupra desensibilizarii receptorului nicotinic pentru acetilcolina s-a
manifestat la concentratia la care constanta de timp de inchidere a receptorilor a atins o valoare
platou, sugerand ca desi existd probabil mecanisme diferite prin care cumarina afecteaza cele
doud fenomene, aceste mecanisme sunt interdependente. Putem considera ci efectul cumarinei
asupra constantei de inchidere a receptorilor este datorat legdrii cumarinei de receptor /
membrana celulard, platoul observat corespunzand saturatiei. Efectele asupra desensibilizarii sunt
vizibile insa doar in momentul in care procesul de legare atinge starea stationara si este posibil sa
fie datorate stabilizérii de citre cumarind a unor stiri conformationale distincte a receptorului

nicotinic, diferite din punctul de vedere al desensibilizarii.

Efectele quercetinei asupra bistraturilor lipidice artificiale

Quercetina a fost cea de-a doua substantd de interes pentru studiul nostru. Efectele sale
asupra membranelor lipidice au fost studiate prin metoda BLM, prin prisma interferentei
quercetinei cu modificarile bistratului lipidic artificial induse de aplicarea a doud metale grele
(zincul si cadmiul) la nivelul membranei artificiale.

In absenta quercetinei, zincul a indus o scidere a concentratici §i o crestere a
conductantei membranare la concentratii mai mari de 300 pM, probabil prin insertia metalului in
membrand mai mult decat prin atagarea sa la suprafata membranei; atasarea zincului la
membrand, fard insertie, nu ar determina cresteri ale conductantei, datoritd pastrarii intacte a
stratului izolator din punct de vedere electric pe care il constituie fosfolipidele membranare.
Rezultatele noaste au aratat ca prezenta quercetinei interfera cu procesul de insertie zincului in
bistratul lipidic intr-o manierd dependentd de concentratie. La concentratia de 10 uM QUE,
principalele tipuri de mecanisme posibil implicate in modificarea parametrilor electrici ai
membranei expuse la QUE + Zn®" sunt insertia. QUE in membrand, cu efect protector al

flavonoidului impotriva insertiei zincului, modificarea permitivititii membranei lipidice



artificiale, si formarea unor complexe QUE-Zn*", cu cinetica de insertie diferitda de a QUE sau
Zn*" izolate. La 50 uM QUE, procesele de insertie a QUE si zincului sunt in echilibru relativ,
ceea ce explicd de ce capacitatea membranard rdmane constanta (in limitele fluctuatiilor statistice)
indiferent de concentratia de Zn>*; afinitatea QUE pentru bistratul lipidic este mai mare insa decat
a zincului, aspect rezultat din profilul conductantei membranare — cu o crestere initiald datorata
QUE, la concentratii mici de zinc, urmata de stabilizarea la o valoare de platou, cand insertia
zincului devine semnificativd din punct de vedere cantitativ. Saturatia bistratului lipidic din punct
de vedere al legarii QUE se atinge la concentratii mai mari de 50 pM, dar mai mici sau egale cu
100 uM, lucru rezultat din efectul identic al QUE 100 uM si 300 uM asupra parametrilor electrici
membranari. La concentratii mari de QUE (= 100 uM) este posibila formarea in solutia din cuvele
BLM a unor structuri care sa cuprinda mai multe molecule de flavonoid (n), structuri care sa nu
se poatd insera in membrand datoritd volumului molecular mare. Astfel, procesul de insertie a
zincului redevine fenomenul dominant, explicind scdderea capacititii membranare; scaderea
concomitentd a conductantei membranare poate fi consecinta unor fenomene la interfata lipid-
solutie electrolitica, induse de prezenta moleculelor complexe QUE,-Zn, cu hidrofobicitate
crescuta.

In ceea ce priveste interactiunea cadmiului cu membranele lipidice artificiale, datele
noastre indicd faptul cd aceasta presupune atit insertie in bistrat, predominanta la concentratii
mici de cadmiu, cat si atasare la suprafata bistratului, fenomen care intervine la concentratii mai
mari ale metalului greu, datorita saturarii in Cd*" a interiorului membranei. Mecanismele posibile
care stau la baza modificirile induse Cd*" asupra parametrilor electrici ai membranei, sunt (i)
modificarea geometriei membranare si (ii) modificarea organizirii interne a membranei, cu
alterarea consecutivd a momentului de dipol membranar. QUE 10 pM moduleazd interactiunea
cadmiului cu membranele artificiale, datele noastre indicand scaderea afinitatii membranei pentru
cadmiu in prezenta QUE.

Coroborand informatiile obtinute pentru ambele metale grele testate, am observat ca in
prezenta QUE 10 pM modificarea capacititii membranare este influentatd predominant de insertia
quercetinei si mai putin de prezenta metalelor grele, neexistdnd diferente semnificative statistic
intre profilele de capacitate obtinute la aplicarea de cadmiu si de zinc in aceste conditii. Efectele
protectoare ale QUE fata de actiunea metalelor grele studiate au fost evidente la concentratii mai
mici de QUE (10 — 50 uM), in timp ce la concentratii mai mari flavonoidul a exercitat el nsusi

efecte destabilizatoare membranare.



Efectele QUE asupra receptorilor nicotinici pentru ACh

In urma aplicarii QUE la nivelul receptorilor nicotinici pentru ACh am observat mai
multe efecte: (i) efecte asupra amplitudinii maxime a curentilor whole-cell determinati de
aplicarea de ACh 10 uM, (ii) efecte asupra cineticii de inchidere a receptorilor nicotinici si (iii)
efecte asupra desensibilizarii receptorilor nicotinici.

Aplicarea QUE a indus diferente semnificative ale amplitudinii curentilor whole-cell
comparativ cu situatia control (absenta QUE, aceeasi concentratie de ACh aplicata), efectul fiind
mai evident la 20 de minute de expunere. Profilul de dependentd al amplitudinii curentilor de
concentratia de QUE a fost insd similar, indiferent de timpul de aplicatie al QUE. Rezultatele
noastre sugereaza astfel doud mecanisme implicate in sciderea amplitudinii curentilor: un
mecanism nespecific si independent de QUE, raspunzitor pentru sciderea in timp a amplitudinii
curentilor observatd inclusiv In experimentul control (QUE absentd in baia de celule) si un
mecanism care implicd QUE, intr-o manierd dependentd de concentratie. Scaderea nespecifica a
amplitudinii curentilor este probabil datoratd conditiilor experimentale. Curentii indusi de
aplicarea de ACh, in conditiile experimentelor noastre, sunt curenti de sodiu si depind deci direct
de gradientul de concentratie de sodiu existent intre solutia de baie si solutia intracelulara —
solutia din pipetd. Mentinerea prelungitd a celulelor in solutia de baie duce la scaderea
gradientului de sodiu , astfel incét valoarea curentilor masurati scade in timp chiar daca receptorii
se deschid in aceeasi masura. O alta explicatie posibild este legata de existenta unei componente
de desensibilizare pe o scard de timp de ordinul minutelor, astfel incat chiar la 10 minute dupa un
tren de aplicatii de ACh (intervalul utilizat de noi intre trenurile de aplicatii) revenirea
receptorilor este incompleta.

Faptul ca existd insd si o dependentd a scdderii amplitudinii curentilor nicotinici de
concentratia de QUE utilizatd sugereazd un efect specific al QUE asupra celulelor. Metoda
noastra de studiu nu permite identificarea cu certitudine a mecanismului prin care QUE intervine
asupra deschiderii receptorilor; poate fi vorba atit de un efect nespecific prin modificarea
proprietatilor membranei celulare lipidice (mecanism sugerat si de datele obtinute prin metoda
BLM), dar si de un efect specific, prin legarea de receptorul nicotinic la nivelul unui situs
modulator a cdrui ocupare nu determina direct deschiderea receptorului, insd influenteaza cinetica
receptorului activat de un agonist. Existenta aceluiasi profil de dependenta a amplitudinii maxime
a curentilor de concentratia de QUE aplicata atat la 10 minute cat si la 20 de minute de la aplicare
sugereaza legarea QUE la membrana celulard / receptor in primele minute de la aplicare, astfel

incét starea stationard este atinsa inainte de 10 minute de la aplicarea QUE in baia de celule.



Cinetica de Inchidere a receptorilor devine bi-exponentiala la toate concentratiile testate
de QUE, ceea ce sugereazd cel putin doud tipuri de tranzitii ale proteinei receptor implicate in
inchiderea canalului ionic. Mai precis, In prezenta QUE este posibil sd existe cel putin doua stéri
conformationale diferite, deschise, ale receptorului nicotinic, ambele cu probabilitate mare de
existentd. Metoda experimentala utilizata in studiul nostru nu permite determinarea cu exactitate a
starii conformationale stabilizate de citre QUE si nici a locului precis de interactiune, putind fi
implicate atat o actiune nespecifica a QUE asupra membranelor celulare cat si legarea directd a
QUE de receptor la nivelul unui situs modulator. Stoechiometria legarii QUE la receptor nu poate
fi dedusa din datele pe care le avem la dispozitie; atat variatia valorilor maxime ale curentilor
whole-cell cat si variatia constantelor de timp de inchidere a receptorilor, in functie de
concentratia de QUE, sunt indicatori indirecti ai procesului de legare a substantei de receptor.

Indiferent de concentratia aplicata si de protocolul de stimulare utilizat (5 secunde sau
20 de secunde), QUE a indus o desensibilizare mai accentuatd a receptorilor nicotinici,
evidentiatd prin scaderea mai marcatd a amplitudinii curentilor in cadrul unui tren de stimulare
comparativ cu situatia control in care QUE este absentd din baia de celule. intre curbele de
desensibilizare obtinute la 10 si la 20 de minute de expunere la QUE (indiferent de concentratia
testatd) nu s-au observat diferente semnificative; acest aspect sugereaza stabilizarea receptorului
nicotinic legat de QUE intr-o stare cu profil de desensibilizare distinct, fenomen care atinge un
nivel stationar intr-un interval de timp mai mic decat 10 minute. Datele legate de desensibilizare
confirma astfel informatiile obtinute din studiul variatiei in timp a amplitudinii maxime a
curentilor nicotinici.

Efectele QUE asupra desensibilizarii receptorilor nicotinici nu depind liniar de
concentratia de QUE aplicata. Viteza de desensibilizare este mai mare la expunerea la QUE 1 pM
comparativ cu 4 uM, pentru aceeasi perioada de timp de expunere. Mai mult, valoarea stationara
a amplitudinii curentilor /; este mai micad In primul caz, ceea ce reflectd un grad mai mare de
desensibilizare a receptorilor in momentul atingerii unei stéri stationare. Constantele de timp ale
curbelor de desensibilizare, z,, cresc cu concentratia de QUE in cazul expunerii la QUE 10 uM si
50 uM, insa valoarea platoului curbei de desensibilizare (/) este mai mare la concentratia de
QUE 50 uM. Diferentele existd deci atdt in ceea ce priveste viteza de desensibilizare cét si
amplitudinea desensibilizarii. Neliniaritatea dependentei desensibilizarii receptorilor de
concentratia de QUE reprezintd un argument pentru un mecanism complex de interactiune al
QUE in neurotransmisia nicotinica, sugerand existenta mai multor niveluri la care QUE interfera.
Efectele QUE se manifestd probabil la nivelul sistemului membrana-receptori, si nu strict la

nivelul receptorului. Mai mult, este posibil ca substanta cercetatd sa determine efecte simultane



antagoniste prin afectarea unor verigi de control diferite, ceea ce ar putea reprezenta o explicatie

pentru neliniaritatea proceselor observate.

Efectele galantaminei asupra neurotransmisiei nicotinice

Cea de-a treia substantd studiatd in aceastd lucrare a fost galantamina. Datele noastre
confirma efectul de potentare alosterica raportat pentru GAL.

Atunci cand ACh este aplicatd singurd, farda GAL, indiferent de concentratie si de
protocolul de stimulare tendinta curentilor este de a scadea la aplicatii succesive (sau, daca
intervalul dintre aplicatii este mai mare de 20-30 de secunde, de a rdiméane neschimbati). Prezenta
GAL 1in coaplicatie modificd tiparul de rdspuns celular la stimulari repetate, indiferent de
protocolul de stimulare utilizat. Am identificat patru tipuri generale de raspuns la stimulare
simultand ACh + GAL, pentru diferite protocoale de stimulare, evaluate comparativ cu un traseu
control obtinut prin stimulare exclusiv cu ACh in aceeasi concentratie. Intr-un numar mic de
situatii, pentru concentratii mici de GAL (0.1 uM) si doar pentru anumite protocoale de stimulare
testate (5 secunde intre aplicatii) si anumite concentratii de ACh (10 pM si 20 uM), nu se observa
diferente semnificative intre traseele inregistrate in prezenta si in absenta GAL. In restul
situatiilor se observa fie desensibilizare mai putin accentuatd (ACh 20 uM si 30 uM + GAL 0.5
uM, interval de stimulare 5 sec respectiv 2.5 sec), fie desensibilizare mai accentuata (ACh 30 uM
+ GAL 0.1 uM, stimulare la 5 sec), fie chiar o crestere a amplitudinii maxime a curentilor whole-
cell la costimulare ACh+GAL (20 pM + 5 uM, interval de stimulare 15 sec), dupa o
desensibilizare initiald prin stimulare exclusiv cu ACh.

Am obtinut rezultate reproductibile cu urmatorul protocol de stimulare: aplicatii ale
ACh timp de 1 secundd, urmate de un interval de wash-out de 5 secunde, pentru toate
concentratiile testate.

In absenta GAL, ACh induce desensibilizare a receptorilor intr-o manierd dependenta
de concentratie. Amplitudinea maxima a curentilor nicotinici scade exponential intre aplicatii
succesive in cadrul aceluiasi tren de stimulare, observandu-se diferente la concentratii diferite de
ACh atat intre constanta de timp a exponentialei (1, s) cat si intre desensibilizarea stationara
(reflectatd de platoul exponentialei). Nu se observa diferente statistic semnificative intre curbele
obtinute pentru ACh 10 uM si pentru ACh 20 pM. La concentratii mai mari desensibilizarea
receptorilor este mai marcatd, insd nu depinde liniar de concentratia de ACh. Dacé pentru 30 uM
si 40 uM gradul de desensibilizare creste progresiv cu concentratia, comparativ cu curbele
obtinute la 10 uM, la 50 uM ACh valoarea platoului se inscrie in intervalul dintre curbele

obtinute pentru 10-20 uM si 30 pM. Crescand concentratia la 100 pM ACh, gradul de



desensibilizare creste din nou comparativ cu 50 pM, fara a depasi insa valoarea maxima observata
in intervalul de concentratii testat, obtinutad pentru 40 uM ACh.

Coaplicarea de GAL impreund cu ACh 10 pM nu induce diferente semnificative la
concentratia de 0.1 pM, pentru ca la 0.5 uM GAL sa notdm cea mai scizutd desensibilizare a
receptorilor nicotinici. Gradul de desensibilizare creste proportional cu concentratia de GAL
astfel incat la 5 uM desensibilizarea este mai accentuata fata de situatia control.

Comparativ cu rezultatele obtinute la 10 uM, in cazul ACh 20 uM modelul de raspuns
la cresterea concentratiei de GAL este inversat, efectul GAL de diminuare a desensibilizarii
receptorilor nicotinici fiind mai pronuntat la concentratii mai mari de GAL; este de notat relatia
inversa (relativ la concentratia de GAL) intre viteza de desensibilizare (reflectatd de constanta de
timp 1), care creste cu concentratia de GAL, si desensibilizarea stationard, care scade cu
concentratia de GAL.

Asemanator rezultatelor obtinute pentru 20 pM ACh, cresterea concentratiilor de GAL
duce la o desensibilizare mai putin accentuata a receptorilor ca raspuns la stimularea cu ACh 30
uM; viteza de desensibilizare (reflectata de 1) scade cu cresterea concentratiei de GAL pentru
toate concentratiile testate.

In coaplicare cu ACh 40 pM, GAL are efecte semnificative asupra desensibilizarii doar
la concentratia de 5 pM 1n timp ce curba de desensibilizare in prezenta a 1 uM GAL urmeaza
indeaproape raspunsul obtinut la aplicarea de ACh 40 uM singura (experimentul control).

Nici in prezenta ACh 50 uM, GAL 1 pM nu induce diferente semnificative fata de
control. Un raspuns de diminuare a desensibilizdrii se observa in prezenta GAL 5 uM. Este
evidentd 1nsd dependenta neliniard a desensibilizarii de concentratia de GAL, deoarece GAL 2.5
puM induce o desensibilizare mai accentuatd comparativ cu aplicatia de ACh singurd. Am testat o
singurd concentratie de GAL, 5 uM, in combinatie cu ACh 100 puM, fiind observatd din nou o
desensibilizare mai putin semnificativd comparativ cu traseul control.

Prezenta inhibitorului nicotinic competitiv metillicaconitina (MLA) determina, pe langa
efectul asteptat de scadere a amplitudinii curentilor whole-cell, doua rezultate interesante: (i)
coaplicarea de MLA a indus modificarea curbei de desensibilizare a receptorilor stimulati cu
pulsuri de ACh 20 uM si (ii) in prezenta a 100 nM MLA, GAL 5 uM nu a mai exercitat efectul de
preventie a desensibilizarii induse de 20 pM ACh. Presupunand ca MLA actioneaza exclusiv ca
inhibitor competitiv, prezenta sa in coaplicatie cu ACh ar trebui sa ducd la scaderea numarului de
canale ionice deschise la nivelul unei celule, deci la scaderea amplitudinii curentilor whole-cell,
fard a influenta insd curba de desensibilizare a acestora. Datele noastre indicd insd o diferenta

semnificativa intre curba de desensibilizare in prezenta inhibitorului comparativ cu ACh aplicata



singurd. Mai mult, prezenta MLA influenteaza si rdspunsul celular la coaplicarea de ACh si GAL.
Curbele de desensibilizare in prezenta MLA prezintd o tendintd de stabilizare la aceeasi valoare
platou (efect evident pentru combinatia ACh + GAL + MLA, mai putin evident pentru combinatia
ACh + MLA, datorita insuficientei datelor experimentale disponibile). In ipoteza acestei tendinte
de stabilizare a receptorilor la acelasi nivel de desensibilizare stationard, o explicatie posibild a
acestui efect ar fi cd MLA nu inhiba o anumita subpopulatie de receptori nicotinici din celulele
TE 671, subpopulatie care prezinti un model distinct de desensibilizare. In acest caz, diferenta
dintre curbele de desensibilizare in prezenta si in absenta GAL s-ar datora acestei subpopulatii de
receptori neinhibati. O alta ipoteza posibila ar fi o actiune directa a MLA asupra fenomenului de
desensibilizare prin legare la unul sau mai multe situsuri modulatoare, actiondnd competitiv cu
GAL si cu afinitate mai mare la nivelul acestor situsuri (ceea ce ar explica diferenta foarte mica
intre curbele de desensibilizare in prezenta MLA + GAL).

Rezultatele noastre confirma dependenta directd a desensibilizérii de concentratia de
agonist nicotinic pana la concentratia de 40 uM de ACh, pentru ca la valori mai mari (50 uM si
100 uM) sa se observe aparent surprinzator o desensibilizare mai putin pronuntatd a receptorului.
Aceastd variatie poate fi explicatd prin existenta mai multor stari de desensibilizare diferite,
determinate de existenta mai multor situsuri modulatoare prin care ACh reglementeaza tranzitia
proteinei receptor intre diferite stari conformationale cu comportament diferit din punctul de
vedere al desensibilizarii. Tipul de protocol pe care noi l-am utilizat aduce informatii
suplimentare asupra cineticii de tranzitie a receptorului intre starile desensibilizate si afinitatii
situsurilor modulatoare pentru ACh. Astfel, este posibil ca la concentratii mici de ACh sa fie
legate situsuri de legare cu afinitate mai mare, corelate cu un timp de viatd mai lung al
receptorului in stare desensibilizatd. Desensibilizarea observatd experimental ar fi deci
proportionald cu concentratia, pand la un anumit prag. La depasirea acestui prag de concentratie,
ACh se poate lega de alte situsuri modulatoare, cu afinitate mai mica pentru ACh si posibil
corelate cu un timp mai scurt de viatd a receptorului in stare desensibilizati. In conditiile unei
stimuldri continue, variatiile datorate timpilor diferiti de existentd a receptorilor in starile
respective de desensibilizare nu sunt vizibile datoritd existentei permanente de agonist disponibil,
si efectul observat este strict proportional cu concentratia de ACh. Dacd stimularea este
secventiald, cum este cazul protocolului nostru, intervalul liber intre aplicatii consecutive este
suficient de lung pentru a permite revenirea receptorilor aflati in stari de desensibilizare cu durata
de viatd mai scurtd, astfel incat efectul masurat se datoreaza doar unei subpopulatii de receptori
desensibilizati (cei cu timp de viatd mai lung) si poate sugera o desensibilizare aparent mai mica

la o concentratie mai mare de ACh. Variatiile cu concentratia de ACh ale constantelor de timp
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exponentiale 1, indicatori ai vitezei de desensibilizare, reprezintd un argument suplimentar pentru
implicarea mai multor mecanisme moleculare in fenomenul de desensibilizare a receptorilor.

Pe baza datelor noastre experimentale propunem un mecanism de actiune a GAL asupra
desensibilizarii receptorilor nicotinic care porneste de la ipoteza ca efectul de potentare alosterica
al GAL este probabil asociat cu stabilizarea receptorilor in stari diferite (corespunzatoare unor
conformatii diferite si profile conductive diferite), care probabil se comporta diferit si din punct
de vedere al desensibilizarii. In aceasta ipoteza, efectele GAL pot fi explicate printr-o actiune de
modulatoare a GAL exercitata predominant asupra populatiei de receptori cu afinitate mai mica
pentru ACh (care vor avea 1nsd o afinitate crescutd fatd de GAL). Consecutiv legérii GAL si in
concordantd cu efectul acesteia de potentare alostericd, aceastd populatie 1si va creste afinitatea
pentru ACh, iar afinitatea pentru ACh a acestei populatii de receptori depinde direct de
concentratia de GAL. La o concentratie micd de GAL, respectiv 0.1 puM, afinitatea celei de a doua
populatii pentru ACh nu creste suficient de mult astfel incat sid se inregistreze diferente
semnificative Intre desensibilizarea de stare stationard masuratd. Odata cu cresterea concentratiei
de GAL la 0.5 uM — 1 uM, legarea ACh la a doua populatie de receptori creste prin cresterea
afinitatii acesteia pentru ACh. Aceste efecte sunt cel mai evidente la concentratii de ACh 10 uM —
30 uM, unde cea de a doua populatic de receptori nu este activatd in absenta GAL datorita
afinitdtii sale scdzute pentru ACh, astfel incat in prezenta GAL prin protocolul nostru de
stimulare se mésoard o desensibilizare aparent mai mica la aceste combinatii de concentratii. La
concentratii de ACh mai mari (50 pM, 100 puM) diferentele nu mai sunt evidente, deoarece
aceasta a doua populatie era stimulata si in absenta GAL. Cresterea si mai mult a concentratiei de
GAL este corelatd probabil cu legarea GAL si de prima populatie de receptori, cu afinitate mai
mare pentru ACh si mai micd pentru GAL, crescand usor afinitatea acesteia pentru ACh. Acest
efect este insd semnificativ doar la concentratii mici de ACh (10-20-30uM), unde se traduce
printr-o desensibilizare aparentd, masuratd, mai accentuata.

Coreland observatiile asupra valorilor de desensibilizare stationard observate cu datele
asupra vitezei de desensibilizare, faptul ca tendinta vitezei de desensibilizare este de a se stabiliza
la un platou sugereaza ideea ca la concentratii mari se atinge un echilibru intre populatiile de
receptori implicate in desensibilizare, ceea ce concorda cu mecanismul propus de actiune a GAL.
Explicatia noastrd se bazeaza deci pe ideea existentei mai multor populatii de receptori nicotinici,
cu afinitati diferite pentru agonisti si modulatori si cu comportament de desensibilizare diferit,
consecintd a unei stéri initiale diferite, iar legarea GAL moduleaza contributiile relative ale

diferitor subpopulatii de receptori la fenomenul global de desensibilizare.
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Studii de modelare teoretica

Studiile de modelare pe care le-am efectuat au adus informatii suplimentare asupra
mecanismelor implicate 1n activarea si desensibilizarea receptorilor nicotinici pentru acetilcolina.
Astfel, intr-un model de activare a receptorului nicotinic cu 5 stari distincte (3 stari inchise:
receptor nelegat de molecule de ACh, receptor mono- si diligat, si 2 stari deschise,
corespunzatoare receptorului mono- si respectiv diligat) valorile maxime ale curentului
membranar simulat reproduc valorile maxime ale curentilor masurati prin whole-cell patch-
clamp, Insa atat curentul cét si tensiunea membranara ating o valoare de stare stationara diferita
de 0, situatie care contravine observatiilor experimentale (dupd o initiald crestere, curentii
experimentali whole-cell revin la 0 indiferent de timpul de aplicare al ACh si de persistenta ACh
in mediul extracelular — baia de celule). Luand in considerare o stare intermediard a tranzitiei de
la receptor monoligat inchis la receptor monoligat deschis intr-un model cu 6 stari
conformationale ale proteinei receptor, curentul whole-cell indus de o aplicare unica, prelungita, a
ACh este cel mai bine reprodus. Un model de activare cu 6 stari al receptorului nicotinic este in
concordantd cu teorii mai noi asupra mecanismelor implicate in deschiderea si inchiderea
canalului ionic al acestui receptor, bazate pe existenta a doud porti de activare a receptorului
nicotinic pentru ACh. Prin prisma acestor teorii, este posibil ca deschiderea fiecérei porti in parte
sa fie comandati prin legarea unei molecule de ACh. In cazul receptorului diligat, cele doua porti
se pot deschide simultan, astfel incat din punct de vedere cinetic nu se diferentiaza decat o
singurd etapd de tranzitie conformationald a proteinei-receptor intre starea inchisd si starea
deschisa. In cazul receptorului monoligat este posibil ca deschiderea receptorului si fie un proces
secvential; deschiderea uneia dintre porti este comandata de legarea unei molecule de ACh si este
un proces rapid, care induce apoi procesul mult mai lent de deschidere a celei de a doua porti a
receptorului. Astfel, dupd cum se evidentiazd si din modelul nostru, tranzitia receptor inchis
monoligat — receptor deschis monoligat are loc printr-o stare intermediard distincta,
corespunzatoare unei conformatii in care o singurd poartd de activare este deschisd, si cu
constante diferite de vitezd corespunzatoare celor doud etape. Teoria noastrd, rezultatd in urma
modelarii, este sustinutd si de studii asupra profilului energetic asociat activarii receptorului
nicotinic, studii care evidentiaza existenta unei plaje largi de energie in care au loc tranzitiile
proteinei-receptor. Aceastd plaja largd de energie sugercaza existenta a numeroase stari
conformationale diferite intre care au loc tranzitii induse de legare de agonist si justificd
includerea unor stari intermediare, cu caracteristici cinetice diferite, in modelele de activare a

receptorului nicotinic.
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Am modelat desensibilizarea receptorului nicotinic pentru ACh pornind de la o schema
cineticd simplificatd care include tranzitii ciclice intre starea inchisa, nelegatd de ACh a
receptorului, starea inchisa diligatd, starea deschisa diligatd si o stare desensibilizatd, in care
moleculele de agonist s-au desprins de situsurile de legare. Pentru concentratia de 10 uM ACh,
tendinta simulatd de scddere a amplitudinii curentilor coincide cu curba de desensibilizare
determinata experimental. La cresterea concentratiei, desensibilizarea simulatd este insd mai
rapida decat valoarea determinatd experimental. Simuldrile bazate pe modelul ciclic de
desensibilizare, efectuate in ipoteza sugerata de datele experimentale a existentei a doud populatii
diferite de receptori (din punctul de vedere al desensibilizdrii) au reprodus o dependentd
oscilatorie a gradului de desensibilizare al receptorilor nicotinici de concentratia de ACh, in
concordanta de principiu cu datele experimentale. Diferentele notate intre rezultatele simulérii si
rezultatele experimentale se pot datora pe de-o parte faptului cd modelul nu ia in considerare
afinitdti diferite ale celor doud populatii ci doar constante de desensibilizare diferite, dar si
posibilitdtii de existentd a mai mult decat doud populatii de receptori si a mai mult decat doua
stari desensibilizate. In aceste limite putem considera modelul nostru un punct important de
pornire pentru studii ulterioare referitoare la desensibilizarea receptorilor nicotinici §i asupra

efectelor unor substante farmacologice asupra activarii si desensibilizarii acestor receptori.

Concluzii globale ale studiilor experimentale si de modelare

Rezultatele prezentate in aceastd lucrare oferda o perspectivd asupra complexitatii
fenomenelor implicate in activarea si modularea activitdtii receptorului nicotinic pentru
acetilcolind. Este scos in evidentd faptul ca este posibil ca atat interferente la nivelul membranei
cat si activarea unor situsuri modulatoare ale proteinei-receptor sa conducd la modificari
functionale importante ale neurotransmisiei nicotinice. Se diferentiaza insa un element unitar si in
acelasi timp un element de noutate, sustinut de toate studiile experimentale prezentate. Este vorba
despre ideea ca activarea receptorului nicotinic presupune nu doar tranzitii intre diferite stari
conformationale, ci si un echilibru dinamic intre diferite populatii de receptori cu comportament
functional diferit, manifestat atidt in ceea ce priveste afinitatea pentru agonist si nivelul de
conductantd, cat si cinetica de dezactivare — desensibilizare. Unul din mecanismele posibile de
modulare a rdspunsului nicotinic, sugerat de rezultatele noastre, poate fi deci afectarea
echilibrului intre populatii diferite de receptori, prin stabilizarea conformationald a uneia sau mai
multora dintre starile posibile. Efectul de stabilizare se datoreaza legarii substantei modulatoare la
situsuri specifice sau nespecifice, consecinta directd fiind efecte masurabile, neliniare, asupra

comportamentului de dezactivare — desensibilizare a receptorului.

13



SINTEZA PRINCIPALELOR REZULTATE ALE STUDIULUI

CUMARINA:

e a prezentat actiune protectoare asupra membranelor lipidice artificiale fatd de efectele
destabilizatoare ale unor anioni din seria Hofmeister, iar efectul sdu a fost mai evident
pentru anionii puternici chaotropi (tiocianat, perclorat); efectul protector al cumarinei
(stabilizator al membranelor lipidice) s-a exercitat si in prezenta cadmiului, a carui legare
de bistrat a fost inhibata, efect pus in evidentad prin scaderea constantei aparente de legare
a cadmiului de membrana, in prezenta cumarinei. Mecanismul protector al cumarinei se

datoreaza probabil insertiei 1n bistratul lipidic cu stabilizarea consecutiva a acestuia.

e Cumarina aplicatd in baia de celule a determinat modificarea cineticii de inchidere (in sensul
scaderii constantei de timp) a receptorului nicotinic stimulat de ACh 10 uM, intr-o
manierd dependenta de concentratie si de timpul de expunere; aplicatia de cumarind in
pulsuri nu a determinat aparitia acestor modificari. Aplicata pentru o perioadd mai mare
de 30 de minute a indus modificdri ale profilului de desensibilizare a receptorului
nicotinic exprimat de linia celulara TE 671. La concentratii de cumarina variind intre 0 si
50 uM s-au inregistrat doar doud tipuri de raspuns de desensibilizare, ceea ce sugereaza
un mecanism de actiune a cumarinei tip treaptd, posibil pe baza afinititii dependente de
concentratie pentru unul sau altul dintre doud situsuri modulatorii diferite la nivelul
receptorului nicotinic a céror activare (posibil secventiald) este corelatd cu un anume

comportament de desensibilizare.

QUERCETINA:
e Prezenta quercetinei interfera cu procesul de insertie a metalelor grele in bistratul lipidic
artificial Intr-o manierd dependentd de concentratie prin mai multe mecanisme posibile:
o insertia in membrani - saturatia bistratului din punctul de vedere al legarii QUE
se produce la valori ale concentratiei sale de 50 uM — 100 uM
o formarea unor structuri complexe de tip ion-flavonoid care nu se pot insera in
membrand datoritd volumului mare (la concentratii mari de QUE, dincolo de

pragul de saturatie membranar)
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e Efectele protectoare ale QUE fatd de actiunea metalelor grele studiate (Zn, Cu, Cd) au fost
evidente la concentratii mai mici de QUE (10 — 50 uM), in timp ce la concentratii mai

mari flavonoidul a exercitat el insusi efecte destabilizatoare membranare.

e La aplicarea in baia de celule studiate prin patch-clamp, QUE a indus scaderea amplitudinii
maxime a curentilor masurati in configuratia whole-cell; scaderea a fost mai accentuatd la
expuneri mai indelungate la QUE, insa profilul de dependenta a amplitudinii curentilor de
concentratia de QUE a fost acelasi indiferent de timpul de aplicare. Acesta este un
argument pentru o actiune specificd a QUE asupra celulelor, situsul de interferentd putand

fi atét la nivel de membrana celulara cat si la nivel de receptor.

e In prezenta QUE aplicati in solutia de baie, cinetica de inchidere a receptorilor nicotinici
devine biexponentiala, ceea ce sugereaza existenta a cel putin doud populatii distincte de
receptori / doud stéri confomationale diferite ale proteinei receptor, implicate in etapa de

inchidere, stabilizate de catre QUE.

e QUE a indus acelasi profil de desensibilizare a receptorilor nicotinici pentru ACh (si diferit
fata de control) atat la expuneri de 10 minute cat si la expuneri mai mari, iar dependenta
efectelor de concentratia de QUE a fost neliniard. Aceste informatii contureaza un tablou
complex de interactiune a QUE cu sistemul membrana-receptor, posibil prin activarea

unor situsuri modulatoare cu afinitéti diferite si efecte antagonice.

DESENSIBILIZAREA RECEPTORILOR NICOTINICI

e Aplicarea de pulsuri de Ach in trenuri de stimulare induce desensibilizarea receptorilor
nicotinici, obiectivatd prin scaderea progresivd a amplitudinii curentilor whole-cell.
Utilizarea unui protocol de aplicare discontinuu induce un raspuns neliniar la cresterea
concentratiei de Ach. Desensibilizarea creste progresiv cu concentratia pana la un prag de
concentratie (40 uM, in experimentele pe care le-am efectuat), pentru ca la cresterea

ulterioard a concentratiei de ACh sd se observe o desensibilizare mai putin accentuata.
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e Rezultatele noastre sugereaza existenta unor situsuri modulatoare ale desensibilizarii, cu
afinitate diferitd la ACh. La concentratii mici de ACh este posibil sa fie activate situsuri
modulatoare cu afinitate mare pentru ACh, dar care induc desensibilizare mai persistenta
(durata de revenire a receptorilor mai mare decét intervalul intre stimulérile succesive din
cadrul unui tren de aplicatii); la concentratii mai mari sunt activate situsuri cu afinitate
mai micd, dar asociate cu revenire mai rapida din desensibilizare, astfel incat efectul

aparent la o stimulare discontinud este de diminuare a desensibilizarii.

GALANTAMINA

e Coaplicarea de pulsuri GAL + ACh induce modificari ale profilului de desensibilizare
comparativ cu controlul, indiferent de combinatia de concentratii. Tipul de raspuns la
coaplicatia GAL-ACh depinde direct de durata aplicatiei, intervalul intre aplicatii si
combinatia de concentratii aplicatd. Gradul de desensibilizare si viteza de desensibilizare
nu depind liniar nici de concentratia de GAL, nici de concentratia de ACh, si nu sunt

corelate nici cu o anumita stoechiometrie a aplicarii

e Rezultatele noastre pot fi explicate in ipoteza existentei a doud populatii de receptori cu
afinitati diferite pentru ACh si GAL (situsurile cu afinitate mare §i asociate cu
desensibilizare de duratd mai lungé au afinitate mica pentru GAL, si invers). Ipoteza este
sustinutd de profilul ciclic observat in variatia parametrilor de desensibilizare (grad si

vitezd) raportatd la concentratia de ACh sau GAL

STUDII DE MODELARE TEORETICA

o Sugereaza existenta unui intermediar conformational intre starea inchisd monoligatd a
receptorului nicotinic pentru ACh si starea deschisa monoligatd; simularile bazate pe un
model de activare a receptorului care include acest intermediar conformational se
suprapun peste masurdtorile experimentale ale curentilor indusi de o aplicare prelungita

de ACh;

e Modelele ciclice de desensibilizare a receptorului nicotinic reproduc raspunsul observat
experimental la stimularea intermitentd cu pulsuri de agonist doar pentru anumite
concentratii. Includerea unei a doua populatii de receptori cu comportament de
desensibilizare diferit in modelul de desensibilizare a receptorului induce un raspuns

simulat oscilator, in concordanta generala cu observatiile experimentale.
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IPOTEZA UNITARA PROPUSA:

e Rezultatele prezentate, obtinute prin metode diferite si referitoare la substante farmacologice
diferite, sugereaza un mecanism comun de modulare a comportamentului de activare-
desensibilizare a receptorului nicotinic prin interferenta (la nivele diferite, specifice sau
nespecifice) in echilibrul dinamic intre doua sau mai multe populatii de receptori aflate in

stari conformationale diferite, cu caracteristici functionale diferite.
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