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Abstrakt

NMDA receptory patfi do skupiny ionotropnich glutamatovych receptorl a jsou zapojeny
v procesu synaptické plasticity, uceni a paméti. Jejich nadmérna aktivace agonistou
glutamdatem ale mlze vést ke smrti neuronl — excitotoxicité. Excitotoxicita vznika jako
nasledek nadmérného vtoku vapniku NMDA receptory a je spojovana s mnoha patologiemi
centralni nervové soustavy (CNS). Neurosteroidy jsou endogenni latky schopné modulovat
NMDA receptory, nabizi se proto jejich mozné farmakologické vyuziti pri lé¢bé poruch CNS.
Cilem této prace bylo zjistit vliv neurosteroidi pregnanolon sulfatu (PA-S) a pregnanolon
hemipimeldtu (PA-hPim) na somaticky vapnik a na excitotoxicitu. Pro méreni koncentrace
somatického vapniku jsme pouzivali mikrospektrofluorimetrickou metodu. Zjistili jsme, Ze PA-
S nema vliv na relativni koncentraci somatického vépniku. Jeho synteticky analog PA-hPim
hladinu mirné zvysoval. Vliv neurosteroidl na excitotoxicitu byl zkouman v modelu kyslikovo-
glukdézové deprivace (OGD) in vitro. V modelu akutni excitotoxicity byly oba testované
neurosteroidy neuroprotektivni. V modelu ischemické tolerance PA-S i PA-hPim navozovaly
toleranci k naslednému OGD. Nase vysledky ukazuji, Ze neurosteroidy PA-S i PA-hPim maji

potencial pro lé¢bu excitotoxicitou zplsobenych poruch CNS.

klicova slova: NMDA receptor; excitotoxicita; vapnik; neurosteroidy; synapticky prenos



Abstract

NMDA receptors belong to the family of ionotropic glutamate receptors, and are involved in
synaptic plasticity, learning and memory. However, overactivation by the agonist glutamate
can lead to neuronal death — excitotoxicity. Exitotoxicity is a result of excessive calcium influx
into the cell through NMDA receptors, and is associated with many cental nervous system
(CNS) diseases. Neurosteroids are endogenous compounds capable of NMDA receptor
modulation, thus they may have pharmacological potential in the treatment of CNS disorders.
The aim of this work was to investigate how pregnanolone sulfate (PA-S) and pregnanolone
hemipimelate (PA-hPim) influence somatic calcium and excitotoxicity. We used fluorescence
microscopy for recording changes in somatic calcium concentration. We observed that PA-S
had no influence on relative somatic calcium concentration. Synthetic analog PA-hPim
increased somatic calcium levels slightly. Next, we used oxygen-glucose deprivation (OGD) in
vitro to study the influence of neurosteroids on excitotoxicity. Both PA-S and PA-hPim were
neuroprotective in the model of acute OGD in vitro. Moreover, PA-S or PA-hPim pretreatment
induced ischemic tolerance to a subsequent OGD episode. Our results suggest that
neurosteroids PA-S and PA-hPim are potential candidates for the development of therapeutics

for the treatment of CNS disorders involving excitotoxicity.

key words: NMDA receptor; excitotoxicity; calcium; neurosteroids; synaptic transmission
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1 Seznam zkratek

4-AP — 4-aminopyridin

AMPA — a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionova kyselina
APV — 2-amino-5-fosfonovalerat

ATP — adenosin trifosfat

BIC — bikukulin

CCD - zatizeni s vazanymi naboji (charge-coupled device)

CNS — centralni nervova soustava

DIC — diferencidlni interferencni kontrast

DIV — dni v podminkach in vitro

DMEM - Eagle médium modifikované podle Dulbecca

DMSO - dimethylsulfoxid

DNA — deoxyribonukleova kyselina

EAATSs — transportéry excitacnich aminokyselin

ECS — extracelularni roztok

ER — endoplazmatické retikulum

GABAx —receptor typu A kyseliny y-aminomdselné

GCaMP — geneticky kddovany indikator vapniku

GluN — podjednotka NMDA receptoru

HEPES — 2-[4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinyl]-ethansulfonova kyselina sodna sul
LTD — dlouhodobd deprese

LTP — dlouhodoba potenciace

MEM — Eagle minimalni esencialni médium

mGlu — metabotropni glutamatovy receptor

NMDA — N-methyl-D-aspartatova kyselina

NOS — syntdza oxidu dusnatého

0OGD — kyslikova-glukézova deprivace

PA-hPim — pregnanolon hemipimelat, 20-oxo-5B-pregnan-3a-yl hemipimelat
PA-S — pregnanolon sulfat, 20-oxo-5B-pregnan-3a-yl sulfat, 3a5BS

Pl — propidium jodid



TTX — tetrodotoxin

VDCC — napétové-tizeny vapnikovy kanal



2 Uvod

lonotropni glutamatové receptory jsou iontové kanaly aktivované neurotransmiterem
glutamatem. N-methyl-D-aspartatové (NMDA) receptory jsou jednim ze tfi znamych podtypl
ionotropnich glutamatovych receptord. Po aktivaci receptoru glutamatem a ko-agonistou
glycinem nebo D-serinem dochazi k toku pozitivné nabitych iont(i kandlem. Konkrétné se

jedna o ionty sodiku, drasliku a vapniku (Traynelis et al., 2010).

Glutamat je hlavni excitacni neurotransmiter centralni nervové soustavy (CNS) savcd.
Za fyziologickych podminek jsou glutamatové receptory nezbytné pro normalni kognitivni
funkci a maji kliCovou roli v procesu uceni a paméti. Pfi patologickych situacich mGzZe dochazet
k nadmérnému vylevu glutamatu, coz ma za nasledek smrt nervovych bunék — excitotoxicitu

(Parsons and Raymond, 2014).

Excitotoxicita je spojovana scelou fadou patologickych onemocnéni. Jednd se
napriklad o akutni ischemii nebo trauma, nebo o chronicka neurodegenerativni onemocnéni
véetné amyotrofické laterdini sklerdzy, Alzheimerovy choroby, Parkinsonovy choroby,
Huntingtonovy choroby a dalSich (Lewerenz and Maher, 2015). Vzhledem k zapojeni NMDA
a dalsich glutamatovych receptord v procesu excitotoxicity, je snaha hledat latky schopné
inhibice patologickych procesq, ale zaroven zachovani fyziologického synaptického prenosu

(Vyklicky et al., 2016).

Neurosteroidy jsou endogenni steroidy, o kterych se predpoklada, Ze se syntetizuji
pfimo v CNS (Corpechot et al., 1981; Corpéchot et al., 1983). Na rozdil od perifernich steroid(,
které pUsobi pomaleji a prostfednictvim jadernych receptorl se neurosteroidy vyznacuji
rychlym vlivem na neuronalni aktivitu (Reddy, 2010). V pribéhu let bylo zjisténo jejich
pusobeni na celou fadu receptort — mezi nimi i glutamatové receptory (Wu et al., 1991; Park-

Chung et al., 1994).

V diplomové praci se zabyvdm vlivem vybranych neurosteroidd s inhibi¢nim ucinkem
na NMDA receptory na somaticky vapnik primarnich hipokampdalnich neuronalnich kultur
avlivem téchto neurosteroidd na excitotoxicitu. Predpokladam, Ze poznatky pfispéji
k blizSimu pochopeni fyziologického mechanismu plsobeni neurosteroidnich latek, coz by

mohlo mit potencidl pfi prevenci Ci Ié¢bé akutni i chronické neurodegenerace.



3 Literarni prehled

3.1 NMDA receptory

Glutamat je hlavnim excitacnim neuroprenasecem CNS savcl. NMDA receptory jsou
ionotropni glutamatové receptory propustné pro kationty. Pro aktivaci NMDA receptoru je
potiebné navazani glutamatu a ko-agonisty glycinu nebo D-serinu (Johnson and Ascher, 1987).
Po aktivaci NMDA receptoru dochazi k propousténi iontl sodiku, drasliku a vapniku.
V klidovém stavu je tento kanal blokovan ionty hofciku, ktery se odstrani po depolarizaci
buriky (Evans et al., 1977). K pfechodu NMDA receptoru do otevieného stavu je tedy potieba
koincidence vice déji: na receptor se navaze presynapticky vylouceny glutamat a ko-agonista
glycin/D-serin  pfitomny v extraceluldrnim prostoru, asoucasné je depolarizovana

postsynaptickd membrana (Mayer et al., 1984; Nowak et al., 1984).

NMDA receptory jsou tetramery slozené z GIluN1, GIuN2A-D a GIuN3A-B podjednotek
(Dingledine et al., 1999). V pribéhu vyvoje dochazi k podjednotkovym zménam, zaroven se
lisSi populace synaptickych a extrasynaptickych receptort (Paoletti et al., 2013; Papouin and
Oliet, 2014). Exprese NMDA receptoru je heterogenni nejen v Case, ale i v rliznych oblastech
CNS (Wenzel et al., 1995). Bylo zjisténo, Ze podjednotkové sloZzeni NMDA receptoru mlize mit

vliv na excitotoxicitu (Liu et al., 2007).

NMDA receptory spolupracuji s dalSimi typy ionotropnich glutamatovych receptort —
receptory pro AMPA (a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionovou kyselinu) a kainat
(Traynelis et al., 2010). Po navazani glutamatu se AMPA a kainatové receptory oteviraji a
stdvaji se propustné pro sodné a draselné ionty, coZ zplsobi mirnou depolarizaci
postsynaptické membrany a nasledné odblokovani napétové-zavislého horcikového bloku
NMDA receptori (obrazek €. 1). Tato spoluprace tfi typl ionotropnich glutamatovych
receptor( je zdkladnim mechanismem indukce dlouhodobé potenciace (LTP) a dlouhodobé

deprese (LTD) (Kauer et al., 1988; Davies et al., 1989).
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Obrazek ¢. 1: NMDA receptory jako detektory koincidence. Po navazani agonisty glutamatu
na AMPA receptory dochdzi k mirné depolarizaci a odblokovani hofcikového bloku NMDA
receptord.

Prevzato podle Malenka and Nicoll, 1999.

Diky svym vlastnostem, zejména propustnosti pro vapnik, maji NMDA receptory
vyjimecnou roli v glutamdatergni signalizaci. Vapnik, klicova signaliza¢ni molekula, se ucastni
mnoha regulacnich procesl v burice, ale muize byt zodpovédny i za vznik patologickych stava.
Za normalnich okolnosti je jeho koncentrace v cytoplazmé udrZzovana na nizkych hodnotach —
cca 100 nm (Clapham, 2007). Na udrzovani nizké koncentrace se podili vapnikové pumpy
a proteiny schopné vdazat vapnik (Bronner, 2001; Otmakhov et al., 2015). Vapnik vstupujici do
bunky béhem synaptické aktivace ma dulezitou roli v procesech synaptické plasticity. Pfi
nadmérné aktivaci NMDA receptorl zvySenou dlouhotrvajici koncentraci glutamatu muze ale
zvyseny cytoplazmaticky vapnik aktivovat pro-apoptotické signdlni kaskady a v dlsledku toho

navozovat excitotoxicitu (Arundine et al., 2003).

NMDA receptory se tedy paradoxné podili na fyziologické i patologické glutamatergni
signalizaci. Synapticky uvolfiovany glutamat je kliCovy pro synapticky pfenos a plasticitu
(Parsons and Raymond, 2014). NMDAR hraji roli ve vzniku LTP a LTD, ¢imZ maji kli€ovy vyznam
pro uceni a pamét. Synapticka aktivita NMDA receptort ma navic anti-apoptotické plsobeni

(Hardingham et al., 2002). Na druhou stranu existuje fada onemocnéni, jejichz vznik je



pfipisovan excitotoxicité, tedy patologické glutamatergni signalizaci a konkrétné patologické
aktivaci NMDA receptor(. Mezi tyto choroby se fadi napf. Alzheimerova, Parkinsonova a
Huntingtonova choroba, ischemie/hypoxie, traumatické poranéni mozku a epilepsie (Parsons

and Raymond, 2014).

3.2 Excitotoxicita

3.2.1 Regulace

Excitotoxicita je proces, pri kterém dochazi k neuronalni smrti, ktera je zplsobena
nadmérnou aktivaci glutamatovych receptor(. Glutamat, klicovy excitacni neuroprenasec,
mUze zaroven pUsobit jako excitotoxin, proto je za normalnich podminek jeho koncentrace v

extracelularnim prostoru ucinné regulovana (Velasco et al., 2017).

Poruchy v glutamatergni signalizaci mohou mit za nasledek vznik patologickych stavd,
véetné akutni nebo chronické excitotoxické neurodegenerace. Akutni excitotoxicita se
vyznamné podili na poskozeni nervové tkané v disledku traumatickych nebo ischemickych
episod. Chronickd excitotoxickd neurodegenerace je soucasti napf. Alzheimerovy,

Parkinsonovy, nebo Huntingtonovy nemoci (Lewerenz and Maher, 2015).

Esencialni roli v prevenci excitotoxicity maji astrocyty, které snizuji mnozstvi volného
glutamatu, vyznamnou roli hraje také extracelularni matrix (Nie and Weng, 2009; Shen et al.,
2014; Oikonomou et al., 2015; Marcoli et al., 2015). Na regulaci mnozstvi extrasynaptického
glutamatu se podili celd fada receptortd — vyznamnou roli maji tzv. transportéry excitacnich
aminokyselin (EAATs) (Rose et al., 2018). Glutamat je skrze EAATs na membrané astrocyt(
vychytavan, v astrocytu pfeménovan na glutamin, ktery je posléze uvolnén do
extracelularniho prostredi, kde muze byt vychytdvan neuronem, a nasledné v mitochondrii
opét preménén na glutamat. Popsany glutamat-glutaminovy cyklus zajistuje energetickou

stabilitu synapse (Westergaard et al., 1995).

Castym pdvodcem vzniku patologickych stavd je naruseni vychytavani glutamatu ze
synaptické stérbiny, reverzni funkce glutamatovych transportérd nebo zvysené presynaptické
uvoliovani glutamatu (Parsons and Raymond, 2014). Pro zjednoduseni je schéma plvodu,

difuze a regulace extracelularniho glutamatu znazornéno na obrazku ¢. 2.
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Obrazek €. 2: Schéma puavodu, difize a regulace extracelularniho glutamatu. 1) Synapticky
vylev glutamatovych vacku. 2) Vysoka koncentrace (1-2 mM) glutamatu v synaptické stérbinég,
aktivace postsynaptickych AMPA a NMDA receptorl. 3) Presynaptické mGlu receptory
regulujici synapticky vylev. 4) Neurondlni absorbce glutamatu glutamatovymi transportéry. 5)
Synaptické AMPA a NMDA receptory. 6) Extrasynaptické AMPA a NMDA receptory. 7)
Transport receptord mezi synaptickymi a extrasynaptickymi oblastmi membrany. 8)
Astrocytdlni NMDA a mGlu receptory. 9) Astrocytdlni vstfebavani glutamatu pomoci
glutamatovych transportéri. 10) Astrocytdlni exocytdéza glutamatovych vackd a jiné
mechanismy vylevu. 11) Mikroglidini AMPA a mGlu receptory. 12) Mikroglidlni vylev
glutamatu. 13) Heterosynapticka aktivace vylevu glutamatu. 14) Omezend difuze
extrasynaptického glutamatu skrze extracelularni matrix a mezi astrocytickymi vybézky.
Pfevzato a upraveno podle Pal, 2018.



3.2.2 Mechanismus akutni excitotoxicity ischemického puvodu

Ischemie vznika jako nasledek nedostatecného krevniho zasobeni tkani nebo organa.
Tkan je vystavena nedostatku glukdzy a nedostatku (hypoxii) nebo Uplné nepfitomnosti
(anoxii) kysliku. Ke vzniku ischemie m{iZe obecné dojit pfi stlaceni nebo ucpanitepny. Mozkova
ischemie je zplsobena ztratou prlchodnosti cév, nejcastéjsi pricinou je aterosklerdza.
Trombus, embolus popf. spasmus zpuUsobuje snizeni perfuze mozku, tedy kyslikovou a

glukézovou nedostatecnost (Busl and Greer, 2010).

PFi nedostatku kysliku a glukézy béhem hypoxicko-ischemického poskozeni dochazi
k nedostatku energie a tim i nedostatku ATP v burice. Na*/K* ATPaza je pumpa zavisld na
pfitomnosti ATP, ktera je klicova pro udrzovani fyziologického klidového membranového
potencidlu neuron(. Selhani Na*/K* ATPazy vede ke vtoku sodnych iontd do buriky, coz ma za
nasledek membranovou depolarizaci a nasledné nadmeérny vylev glutamatu (Lai and Yang,

2011).

Nadmérna aktivace receptor( pro glutamat, zejména NMDA receptorli, bunécnou
depolarizaci jesté prohlubuje, a navic vede ke zvySené hladiné intracelularniho vapniku.
Nasledkem je depolarizace mitochondrialni membrany, aktivace kaspdaz, jako i produkce
dusikovych a kyslikovych radikalt (Dong et al., 2009; Jung et al., 2009). Dal$im nasledkem je
aktivace enzym( zavislych na vapniku, napfiklad calpainu, které mohou indukovat apoptdézu

(Youn et al., 1999; Wang et al., 1999; Szado et al., 2008).

Excitotoxickd neurodegenerace probihd procesy nekrdzy i apoptdzy. Typicky je
prevazujici nekroticky mechanismus smrti v ¢asné fazi oproti apoptotickému mechanismu pfi
smrti ve fazi pozdni. Pro ¢asnou fazi je charakteristické selhani Na*/K* ATPazy, coZz vede
ke vtoku sodiku, chléru a vody s naslednym bobtnanim burky, a nakonec k jeji lyzi. Pro pozdni
fazi je typicka depolarizace membrdany, nasledné nadmérné uvolfiovani glutamatu, aktivace
NMDA receptorll a zvySena koncentrace intracelularniho vapniku, coz vede k mitochondrialni
dysfunkci, aktivaci kaspdz, oxidativnimu stresu a apoptotické smrti (obrazek €. 3) (Northington

etal., 2007).
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Obrazek €. 3: Schéma mechanismu excitotoxicity. Pfi nedostatku kysliku a glukdézy dochazi
k nedostatku ATP v burice, selhani Na*/K* ATPazy, membranové depolarizaci, a nasledné
nekrotické, ptipadné apoptotické smrti neuron(.

Pfevzato a upraveno podle Lai and Yang, 2011.



3.3 Model kyslikovo-glukézové deprivace in vitro

3.3.1 Akutni kyslikovo-glukézova deprivace

V podminkach in vitro je mozné excitotoxické podminky modelovat exogenni aplikaci
vhodné koncentrace agonisty glutamatovych receptord (glutamatu, NMDA) (Sinor et al., 2000;
Speliotes et al., 2002). Fyziologicky relevantnéjsi in vitro modely navozuji endogenni akumulaci
extracelularniho glutamatu pomoci odebrani kysliku a glukdzy (oxygen-glucose deprivation,
OGD) (Zhu et al., 2014; Sun et al., 2017). Dal$i moznosti je i chemickd nebo enzymaticka

inhibice metabolismu (Kurian and Pemaih, 2014).

Kyslik a glukdza jsou nezbytnym predpokladem pro vznik ATP v glykolyze, Krebsové
cyklu a procesu oxidativni fosforylace. Neurotransmise je energeticky narocny proces.
Neurony ztraci schopnost komunikace v fadech minut po inhibici produkce ATP (Lipton and
Whittingham, 1982; lzumi et al., 1994; Wender et al., 2000; Rangaraju et al., 2014). In vitro
OGD trvajici radové nékolik desitek minut uz vede k nevratnému poskozeni velké ¢asti
neurond v kulture (Gonzalez-Zulueta et al., 2000). Konkrétné v organotypickych
hipokampalnich kulturach byla testovana 10 min OGD, kterda meéla za ndsledek nastup
neuronalni smrti se zpozdénim v fadu dni (Rybachuk et al., 2017). Ke smrti bunék dochazi
s jistou prodlevou po OGD; standardni experimentalni protokoly vyhodnocuji ¢asnou fazi
neurondlni smrti (zejména nekrotickou) 24h po OGD insultu (Hogins et al., 2011; Sun et al.,

2017).

Antagonisté NMDA receptorll, pfipadné v kombinaci s antagonisty kainatovych
a AMPA receptorli, maji vmodelu OGD neuroprotektivni Ucinky. Bylo prokazano, Ze
neuroprotekce je mozné dosahnout, pouze pokud jsou inhibitory NMDA receptorl pfitomny
béhem doby insultu, coz zdlrazfiuje zapojeni glutamatovych receptorll vtomto modelu

excitotoxicity (Zagrean et al., 2014).

3.3.2 Ischemicka tolerance

Za urcitych podminek je mozné, Zze mirné skodlivy stimul vyvola endogenni odpovéd
organismu ¢i tkané, kterd ma za nasledek vytvoreni pfechodné rezistence nebo tolerance ke

stimulu, kterému byl organismus vystaven. Fenomén ischemické tolerance je pomérné dobre
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znamy v srdecni fyziologii (Murry et al., 1986), pozdéji byl popsan také v mozku (Kitagawa et

al., 1990).

V podminkach in vivo je mozné vyvolat ischemickou toleranci pfechodnym vystavenim
mozku (Ci jiné tkané) mirné, subletalni ischemii (Ma et al., 2016). In vitro |ze ischemickou
toleranci indukovat pomoci kratké kyslikovo-glukézové deprivace, ¢imz se vytvofi rezistence
vUci pozdéjsi letdlni OGD (Tauskela et al., 1999; Kim et al., 2008). Byl popsan i fenomén kfizové
tolerance, kdy tolerance na jeden stimul vyvold zaroven toleranci na stimul jiny. Napfiklad
prechodné vystaveni vhodnym davkam glutamatu nebo NMDA vyvola také kfizovou toleranci
k nasledné ischemii (Miao et al.,, 2005) nebo OGD (Tauskela et al.,, 2001). Mechanismy
ischemické tolerance by mohly najit uplatnéni pfi vyvoji novych |éciv, pripadné ucinné

prevence neurodegenerativnich zmén (Tauskela et al., 2012).

Presny mechanismus vzniku ischemické tolerance neni znam, ale z vysledk( vyplyva,
Ze tento fenomén je zavisly na aktivité neuronalni sité a s velkou pravdépodobnosti souvisi
s urCitou formou synaptické plasticity. Je zajimavé, Ze ischemickou toleranci lze navodit
i farmakologicky, latkami, které zvysuji synaptickou aktivitu (OGD-mimetika), napfriklad
kombinaci bikukulinu (BIC) a 4-aminopyridinu (4-AP). Pri stimulaci (glutamat/NMDA, OGD,
BIC+4-AP) dochazi k aktivaci excitacni synaptické aktivity, coz mlze vést ke kompenzacnim
zménam neurondlni funkce, zpUsobujicim rezistenci vici naslednému insultu. Kombinace
BIC+4-AP se experimentalné vyuZiva ke zvySeni aktivity neuronalni sité (kapitola 4.4). Bylo
ukazano, Ze vznik ischemické tolerance je zavisly na neurondlni aktivité, protoZe inhibice
napétové-zavislych sodikovych kanall tetrodotoxinem zabranuje vzniku tolerance (Tauskela
et al., 2008). DuleZitou roli v aktivaci ischemické tolerance maji také NMDA receptory (Kato et
al., 1992; Bond et al., 1999; Tauskela et al., 1999; Mabuchi et al., 2001; Gonzalez-Zulueta et
al., 2000; Semenov et al., 2002; Raval et al., 2003). V pokusu provedeném v kortikalnich
fizkach bylo prokazano, Zze navozend neuroprotekce byla oslabena pfi pouZiti antagonisty
NMDA receptoru pred provedenim OGD (Semenov et al., 2002). Bylo zjiSténo, Ze v kulturach
vystavenych farmakologické stimulaci dochdzi béhem ndasledné OGD k mensi akumulaci
extracelularniho glutamatu a intraceluldrniho vapniku nez v kontrolnich kulturach (Tauskela

etal., 2012).

Navozenou ischemickou toleranci lze eliminovat pomoci latek zvySujicich

extracelularni hladinu glutamatu (Tauskela et al., 2012). V kulturdch dochazi pfi OGD ke
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zvysené expresi a aktivité glutamatovych transportérli (Romera et al., 2007), kterd ale
v ptipadé kultur sischemickou toleranci vykazuje zpozdény nastup. Obecné tyto vysledky
naznacuji, Zze pfimou pfi¢inou odolnosti kultur s navozenou ischemickou toleranci je
pravdépodobné snizené uvolfovani glutamatu v téchto kulturdach béhem OGD (Tauskela et al.,

2012).

3.4 Farmakologicka modulace excitotoxicity

Jak jiz bylo nastinéno, excitotoxicita je Uzce spojovdna s celou radou patologickych
stavl. Proto je snaha vyvijet latky, které by byly schopné excitotoxicité zabranit, nebo ji
zmirnit. Vzhledem ktomu, Ze se NMDA receptory zdsadnim dilem podili na vzniku
excitotoxicity, je na misté zvazovat farmakologickou modulaci téchto receptor(. Toto feSeni
je ale problematické, protoze vzhledem k roli NMDA receptor( v normalnim synaptickém
prenosu a plasticité, jejich inhibice zplUsobuje nezadouci psychomimetické a kognitivni vedlejsi
ucinky (Lipton, 1993; Manahan-Vaughan et al., 2008). Optimalni inhibitor NMDA receptor( by
mél selektivné inhibovat patologickou excitotoxickou aktivaci NMDA receptord, ale ne jejich

fyziologickou aktivaci béhem normalniho synaptického prenosu (Vyklicky et al., 2016).

3.4.1 Patologicka vs. fyziologicka aktivace NMDA receptorti

Aby bylo moZné se farmakologicky zaméfit selektivné na excitotoxické plsobeni NMDA
receptord, je nutné presné charakterizovat, za jakych podminek je aktivita NMDA receptort
patologicka. Dle jedné teorie, ucinek NMDA receptord zavisi na jejich bunécné lokalizaci:
zatimco synaptické NMDA receptory jsou zodpovédné za synapticky prenos, synaptickou
plasticitu a mohou pUsobit neuroprotektivné (Hardingham et al., 2002; Léveillé et al., 2008;
ale viz. Wroge et al., 2012), aktivace tzv. extrasynaptickych NMDA receptorl zplsobuje

bunécnou smrt (obrazek ¢. 4).
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Obrazek €. 4: Synaptické vs. extrasynaptické NMDA receptory. Synaptické NMDA receptory
(vlevo) mohou pusobit neuroprotektivné, oproti tomu aktivace extrasynaptickych NMDA
receptort mlze vést k apoptoze.

Pfevzato a upraveno podle Levine et al., 2010.

Aktivaci NMDA receptord mulzZeme charakterizovat i z casového hlediska na
tzv. fazickou a tonickou (Vyklicky et al., 2016). Fazicky jsou NMDA receptory aktivovany
synapticky uvoliiovanym glutamatem, ktery dosahuje vysoké koncentrace (asi 1 mM), ale
pouze na velice kratky ¢as (1-2 ms) (Clements et al., 1992). Pfedpoklada se, Ze za téchto
podminek je NMDA aktivace zdrava a prospésna. Naopak pfi patologické depolarizaci bunék
dochazi k nadmérnému vylevu glutamatu, ktery se zfejmé akumuluje v extraceluldarnim
prostoru v UM koncentracich (Rosenberg et al., 1992). Za téchto podminek dochazi
k dlouhodobé tonické aktivaci NMDA receptor(, kterd vede k excitotoxicité. Je zfejmé, Ze tyto
dvé teorie se vzajemné nevylucuji. NMDA receptory nachazejici se v synapsich jsou aktivovany
predevsim fazicky, zatimco NMDA receptory v extrasynaptické membrané jsou vystaveny
dlouhodobé zvysenému extracelularnimu glutamatu a jsou aktivovany tonicky. Na zakladé
téchto rozdilnych vlastnosti fyziologické a patologické aktivace NMDA receptor( je snaha
vyvijet farmaka, kterd by méla schopnost preferenéné inhibovat tonickou aktivaci NMDA
receptord, zatimco jejich fazicka aktivace by zlstala neporusena (Hardingham and Bading,

2010), pripadné by byla i vhodné stimulovana, napfiklad presynapticky (Vyklicky et al., 2016).
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3.4.2 Memantin

Memantin se pouzivad k [écbé Alzheimerovy choroby, konkrétné stfedné zdvazné az
zavazné formy (Winblad and Poritis, 1999; Reisberg et al., 2003). Jeho neuroprotektivni uc¢inky
byly prokazany vicekrat v podminkach in vitro a in vivo, je UCinny v modelu excitotoxicity
vyvolané glutamatem i NMDA (Erdo and Schafer, 1991; Chen et al., 1992; Weller et al., 1993;
Pellegrini and Lipton, 1993; Culmsee et al., 2004; Volbracht et al., 2006). Bylo zjisténo, Ze ma
schopnost preferenéné inhibovat extrasynaptické/tonicky aktivované NMDA receptory (Xia et
al., 2010), avsak v pozdéjsich studiich bylo prokdzano, Ze rozdil v inhibici neni tak velky, jak se

pavodné myslelo (Wroge et al., 2012; Emnett et al., 2013; Vyklicky et al., 2016).

3.4.3 Neurosteroidy

Neurosteroidy jsou endogenni steroidy, které maji schopnost rychle modulovat
synapticky prenos. Syntetizuji se pravdépodobné pfimo v mozkové tkani, kde také pusobi
(Corpechot et al., 1981; Corpéchot et al., 1983; Liu et al., 2003; Liere et al., 2009). Vazi se
k membranovym receptorlim neuronl a maji velkou skalu ucéinkd. Neni neobvykla modulace
vice typU receptorl jednim neurosteroidem (Park-Chung et al., 1994; Rupprecht, 2003;
Cameron et al., 2012)

Obecné mohou mit neurosteroidy inhibi¢ni nebo potenciacni ucinky na NMDA
receptory (Wu et al., 1991; Park-Chung et al., 1994; Park-Chung et al., 1997; Rupprecht, 2003).
Tato prace se zabyvd pouze inhibi¢nimi neurosteroidy. Bylo ukdzano, Ze neurosteroidni
inhibitory NMDA receptord maji vhodné farmakologické vlastnosti, diky kterym preferenéné
inhibuji tonicky aktivované receptory. Jednim z vysvétleni je fakt, Ze pUsobi akompetitivné
(kapitola 4.3.1, 4.3.2) a jejich inhibi¢ni plsobeni je relativné pomalé. Pomaly ndstup

vrve

selektivni inhibici tonické aktivity (Vyklicky et al., 2016).

3.4.3.1 Pregnanolon sulfat

Pregnanolon sulfat (PA-S, 3a5BS nebo 20-oxo-5B-pregnan-3a-yl sulfat) je neurosteroid
inhibujici NMDA receptory. Efekt na GABAa, AMPA a kaindtové receptory je také inhibiéni
(Park-Chung et al., 1994). Misto v NMDA receptoru, na které se vaze PA-S, je lokalizovano

extracelularné a je odliSné od mista vazby glycinu, polyaminu, kyseliny arachidonové, hof¢iku
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a MK-801 (Petrovic et al., 2005). Pti blizSim zkoumani mista vazby bylo zjisténo, Ze PA-S
zpusobuje inhibi¢ni efekt na NMDA receptorech skrze akumulaci v plazmatické membrané a

nasledny presun k receptoru je mozny diky lipofilni povaze steroidu (Borovska et al., 2012).

Pfistup PA-S k mistu plUsobeni na receptoru je mozny pouze po aktivaci receptoru
agonistou (obrazek €. 5), inhibice PA-S je tedy zavisla na aktivaci (use-dependent), neboli je
tzv. akompetitivni (Petrovic et al., 2005; Borovska et al., 2012). Na zdkladé této farmakologické
vlastnosti ma PA-S schopnost preferencné inhibovat tonicky aktivované NMDA receptory
oproti NMDA receptorim aktivovanym fazicky, a to s vyssi selektivitou nez memantin. Na
rozdil od memantinu PA-S navic zvysSuje pravdépodobnost presynaptického uvolfiovani
glutamatu, ackoli mechanismus, kterym k tomu dochazi neni dosud znam (Vyklicky et al.,
2016). ZvySené uvolniovani presynaptického glutamatu by mohlo v modelu akutni kyslikovo-
glukézové deprivace in vitro zpUisobovat zhorSeni neurondlni smrti, ale zdroven by tato

excitacni stimulace mohla navozovat ischemickou toleranci.
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Obrazek ¢. 5: Strukturni a fyziologické vlastnosti PA-S. A) Struktura pregnanolon sulfatu (PA-
S), B) Elektrofyziologicky zdznam inhibi¢niho G¢inku PA-S na NMDA receptor aktivovany
agonistou glutamatem, C) Elektrofyziologicky zdznam aplikace PA-S pred aplikaci agonisty. PA-
S nemad zadny méfitelny ucinek, pokud neni NMDA receptor pfedem aktivovan agonistou.
Pfevzato a upraveno podle Korinek et al., 2011.

3.4.3.2 Pregnanolon hemipimelat

Pregnanolon hemipimeldt (PA-hPim, 20-oxo-5B-pregnan-3a-yl hemipimelat) je
synteticky analog PA-S. V sérii testovani vice syntetickych derivat( PA-S se jednalo o steroid
s nejdeldim substituentem v pozici a na uhliku C3 (obrazek €. 6). U¢inek na NMDA receptory
je inhibi¢ni a akompetitivni (obrazek €. 6). PA-hPim vysoce selektivné inhibuje tonicky

aktivované NMDA receptory. V behavioralnim testovani (test otevieného pole, test pasivniho
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vyhybani a Y-bludisté) neprokazal PA-hPim neZadouci psychomimetické ani kognitivni vedlejsi
ucinky. Navic, PA-hPim, stejné jako PA-S, zpUsobuje zvySeny presynapticky vylev glutamatu
(Vyklicky et al., 2016). V nedavno provedené studii byl prokdazan inhibi¢ni vliv na glycinové a

GABAareceptory (Bukanova et al., 2018).

(o]
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Obrazek €. 6: Strukturni a fyziologické vlastnosti PA-hPim. A) Struktura syntetickych derivat(
odvozenych od PA-S. PA-hPim (nejspodnéji) ma nejdelsi fetézec na uhliku C3 v pozici a. B)
Zaznam elektrofyziologického méreni ucinku 30 uM PA-hPim (bile) na rekombinantnich
GIuN1/GIuN2B receptorech. Odpovédi jsou indukovany aplikaci 1 mM glutamatu (Cerné). PA-
hPim ma inhibi¢ni Gcinek, ale pouze pokud je receptor aktivovan.

Pfevzato a upraveno podle Vyklicky et al., 2016.

3.4.4 Bikukulin a 4-aminopyridin

BIC je rostlinny alkaloid, ktery plsobi jako kompetitivni antagonista GABAA receptoru
(Curtis et al., 1970). 4-AP je antagonista napétové-tizenych draslikovych kanala. Aplikace 4-AP
vede k prodlouzeni trvani akénich potencialli, coZ ma za nasledek zvySené presynaptické
uvoliovani neuroprenasece (Choquet and Korn, 1992). BIC a 4-AP se ¢asto experimentalné
pouzivaji v kombinaci, ¢imZ dochazi k silné stimulaci excitacni synaptické aktivity, a tim i ke

stimulaci aktivity neuronadlni sité obecné. Aplikace BIC a 4-AP je uc¢innym farmakologickym
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zpUsobem, jakym lIze navodit ischemickou toleranci (Tauskela et al., 2008; Wijayatunge et al.,

2014; Tauskela et al., 2016).

PA-S a PA-hPim maji tfi znamé fyziologické ucinky — schopnost inhibovat NMDA

a GABAA receptory a zdrovenn potencovat presynapticky vylev glutamatu.

Ucinek

neurosteroidl na GABAa receptory a uvolnovani glutamatu je analogicky k ucinku kombinace

BIC+4-AP. Ackoli mechanismus nemusi byt stejny, zvolili jsme BIC+4-AP jako kontrolu v nasich

experimentech. Vzhledem ke komplexité fyziologickych ucink( vybranych latek jsou souhrnné

uvedeny v tabulce €. 1.

Tabulka ¢. 1: Souhrn ucinkGi vybranych latek na NMDA a GABAa receptory a jejich

presynapticky ucinek na uvoliovani glutamatu.

Latka
NMDAR GABAAR Presynaptické uvolfiovani glutamatu
Memantin Inhibice Bez ucinku Bez ucinku
PA-S Inhibice Inhibice Potenciace
PA-hPim Inhibice Inhibice Potenciace
BIC+4-AP Bez ucinku Inhibice Potenciace
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4 Cile diplomové prace

1) Zjistit vliv vybranych neurosteroidnich latek na nestimulovanou primarni hipokampalni
neuronalni kulturu pomoci mikrospektrofluorimetrické metody zobrazovani koncentrace
volnych vépenatych iont( (calcium imaging).

2) Objasnit a charakterizovat vliv fyziologickych Gc¢inkd vybranych neurosteroidd ve dvou
odlisnych modelech excitotoxicity.

3) Na zakladé ziskanych dat porovnat plsobeni neurosteroidl s latkami, které vykazuji

nékteré podobné fyziologické ucinky.
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5 Material a metody

5.1 Chemikalie

Pouzité chemikalie na pfipravu roztokl byly zakoupeny u firmy Sigma. Voda pouzita
pro pripravu roztokd byla deionizovand, upravena pomoci pristroje Simplicity 185 (Milipore).
Roztoky byly sterilizovany filtraci (velikost péra 0,2 um) a skladovany pri teploté 4 °C.
Média a potieby pro pfipravu tkanovych kultur dodaly firmy Serva, Gibco. Fluorescencni
barviva byla dodana firmou Thermo Fisher. Testované farmakologické latky (memantin, BIC,
4-AP, APV, TTX) byly zakoupeny od firmy Sigma nebo Tocris, rozpustény v deionizované vodé
a drzeny pti-18 °C. Neurosteroidy PA-S a PA-hPim byly syntetizovany v laboratofi Steroidnich
inhibitord Mgr. Evy Kudové, Ph.D. (Ustav organické chemie a biochemie Akademie véd Ceské
republiky). Zasobni roztok PA-hPim v dimethylsulfoxidu (DMSO) byl uchovavan pfi -18 °C;

zasobni roztok PA-S v DMSO byl ptipravovan cerstvé v den pokusu.

5.2 Kultivace bunék

Primarni hipokampalni neuronalni kultury jsme pftipravovali podle standardnich
protokold. Primarni kortikalni astrocyty jsme izolovali z jednodennich potkanich samcich
mladat Wistar a kultivovali 1-2 tydny v DMEM s GlutaMax, 10% fetdlnim bovinnim sérem
a antibiotiky pencilinem a streptomycinem, p¥i 37 °C a 5% CO,. Poté jsme astrocyty disociovali,
nasadili na skla pokrytd vrstvou kolagenu a poly-D-lysinu a kultivovali do konfluence. Primarni
hipokampalni neurony jsme izolovali z jednodennich potkanich samdich mladat Wistar a
nasadili v hustoté ~50000 bunék na cm? na vrstvu astrocytalni kultury v médiu Neurobasal A
s prfidavkem B27, GlutaMax, antibiotiky pencilinem a streptomycinem a kultivovali pfi 37 °C a

5% CO..

5.3 Mikrospektrofluorimetricka metoda méreni relativni koncentrace

somatického vapniku (calcium imaging)

Metodu jsme prevzali podle Smith et al., 2014. Pouzitda mikrospektrofluorimetricka
metoda umozniuje méreni zmén intraceluldrni koncentrace vapniku v bunééném téle. V nasem
pfipadé byla zvolena sonda Fluo-4 AM. Fluo-4 AM je ester, ktery prochdzi bunécénou

membrdnou a vapnikové kationty nevaze. Teprve po vstupu sondy do buriky a Cinnosti
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endogennich esterdz dochdazi k hydrolyze na Fluo-4, které ma vazebné misto pro volny
cytoplazmaticky vapnik. K maximalni excitaci barviva dochazi pti A=490 nm (Johnson et al.,

1999).

5.3.1 Aparatura pro méreni relativni koncentrace somatického vapniku

Pro zobrazeni diferencidlniho interferen¢niho kontrastu (DIC) a Fluo-4 fluorescence
jsme pouzivali aparaturu slozenou z invertovaného fluorescenéniho mikroskopu Olympus
IX81, ktery je vybaveny kamerou CCD Orca — ER. Jako zdroj zareni slouzil polychromator

Polychrome V. Kultury jsme zobrazovali pfi zvétSeni 20x objektivem UIS2 UPLSAPO.

Gravitaci pohanény systém na aplikaci roztokl se sklada ze zasobnikd napojenych na
aplikacéni trubicky. Trubicky se sbihaji do spoleéného vyusténi o prdméru ~0.5 mm, které je
béhem pokusu umisténo tésné za okraj zorného pole ve vysce ~0.5 mm nad povrch bunék.
Rychlou aplikaci roztok( na presné dané misto zorného pole zajiStuje mikroprocesorem fizeny

elektricky systém, ktery fidi otevirani ventili zasobnik( (Dittert et al., 2006).

5.3.2 Barveni

Primarni hipokampalni neurondlni kultury byly béhem pokusu ve véku 12-13 dni in
vitro. Bunky jsme barvili 1uM Fluo-4 v extracelularnim roztoku (ECS, o sloZzeni v mM: NaCl 160,
KCl 2,5, glukdza 10, HEPES 10, MgCl, 1, CaCl 2; pH jsme upravili na hodnotu 7,3 pomoci 1M
NaOH; osmolarita roztoku cinila 320 mOsm/l) po dobu 30 min pfi pokojové teploté. Fluo-4
bylo dlouhodobé drieno potmé, rozpusténé v DMSO, pfi -18 °C. Po obarveni jsme buriky

oplachli ECS a buriky byly drzeny za tmy pfi pokojové teploté.

5.3.3 Postup méreni

Sklo jsme rozbili na stfipky, které jsme postupné po jednom umistovali do komurky
s ECS. Pfed samotnym mérenim jsme zkontrolovali plynuly tok roztok( ze vSech trubicek
aplika€niho systému. Vyusténi aplikaéniho systému jsme umistili do blizkosti bunék v zorném
poli (viz vyse). Do komurky jsme zavedli odsavani pro zajisténi konstantni hladiny roztoku. Pred
samotnym pokusem jsme za stejnych podminek vyfotografovali pozadi (fluorescence komurky
a ECS v misté mimo stiep s burikami), které jsme nasledné pfi zpracovavani vysledk( odecetli.
Poté jsme zorné pole zobrazili v reZimu DIC k pfesnéjsimu uréeni morfologie bunék. Nasledné

jsme zaznamenavali intenzitu fluorescence sondy Fluo-4 frekvenci 1 snimek/sek pred a po
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aplikaci testovanych latek. Kazdy sttipek byl vystaven pouze jedné aplikaci jedné z testovanych

latek. Aplikacni protokol je detailné uveden v kapitole 6.1.1.

5.3.4 Zpracovani vysledku a statistika

Analyzu jsme provadéli v programu CellR. Pro kazdou aplikaci jsme nejprve urcili
hodnotu fluorescence pozadi. Z obrazu DIC jsme manudlné oznacili téla neuronl a ziskali
pramérnou hodnotu fluorescence pro kazdy oznaceny neuron v kazdém snimku. V zorném
poli bylo pfiblizné 20-25 neurond. Nasledné jsme v programu Microsoft Excel odecetli
pramérnou intenzitu pozadi od vSsech namérenych hodnot intenzity fluorescence. Prvni dvé
minuty zaznamu (aplikace ECS) byly stanoveny jako vychozi stav; naméfend intenzita
fluorescence v kazdém snimku byla normalizovana vzhledem k priimérné vychozi fluorescenci
pro danou bunku, ¢imzZ se eliminuji ndhodné rozdily v koncentraci sondy v jednotlivych
burikach. Pouzili jsme pouze ty zdznamy, kde fluorescence béhem prvnich dvou minut

zaznamu nekolisala o vice nez 30 %.

Statistické zpracovani vysledk( jsme provadéli v programu SigmaStat. Provadéli jsme
parovy t-test aritmetického priiméru normalizovanych hodnot fluorescence béhem dvou
minut aplikace testované latky vici stavu pred aplikaci. Smérodatna odchylka byla vypoctena
jako primérna hodnota smérodatné odchylky béhem dvou minut aplikace testované latky.

Pro grafické zndzornéni vysledk( jsme pouZili program SigmaPlot.

5.4 Model kyslikovo-glukézové deprivace (oxygen-glucose deprivation, OGD)
in vitro

5.4.1 Aplikace testovanych latek béhem akutni kyslikovo-glukézové deprivaci (akutni

OGD)

Metodu jsme prevzali podle Zhang et al., 2011. Pro experiment byly pouzity primarni
hipokampalni neurony po 11-15 dnech. V den pokusu jsme pfipravili roztoky na bazi MEM
(minimal essential medium): (1) kontrolni MEM (mM): glukéza 10, NaCl 120, KCI 5, NaHCO3
25, NaHPO4-2H20 1, CaCl; 2, MgCl; 1, glycin 0,03, s pfidavkem MEM aminokyselin a MEM
vitamin(; (2) OGD MEM (mM): glukdza 0, NaCl 120, KCI 5, NaHCOs 25, NaHP0O4-2H,0 1, CaCl,
2, MgCl; 1, glycin 0,03, s pfidavkem MEM aminokyselin a MEM vitamin(l. Tato média jsme

ekvilibrovali min. jednu hodinu v inkubatoru. Médium, ve kterém byly primarni hipokampalni
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neurony kultivovany pred pokusem jsme uschovali pro pozdéjsi pouziti. Neurony jsme nejprve
omyli pfislusSnym MEM médiem — kontrolni skupina MEM s 10 mM glukdzy, OGD skupina MEM
bez glukdzy. Pak jsme burky premistili do stejnych MEM roztokd (0,5 ml/jamku), do kterych
jsme predtim pridali testované latky rozpusténé v DMSO, nebo stejné mnozstvi DMSO (0,3%).
Kontrolni skupina byla po dobu jedné hodiny umisténa ve standardnim inkubatoru
v atmosfére 5% CO,/vzduch o teploté 37 °C. Skupina OGD byla umisténa v hypoxické komore
naplnéné smési 5% C0,/95% N;; komora byla umisténa na jednu hodinu do inkubatoru o
teploté 37 °C. Po hodinové inkubaci jsme obéma skupindm odebrali MEM médium
s testovanymi latkami. Buriky jsme navratili do plvodniho kultivaéniho média a inkubovali do

druhého dne.

5.4.2 Aplikace testovanych latek pred akutni kyslikovo-glukézovou deprivaci

(farmakologicky navozena ischemicka tolerance, preconditioning)

Metodu jsme prevzali podle Tauskela et al., 2008; Tauskela et al., 2012. Pro experiment
byly pouzity primarni hipokampalni neuronalni kultury, které byly pfi zahajeni pokusu ve véku
11-12 dni in vitro. Cast kultivaéniho média jsme odebrali z bunék a uschovali pro pozdéjsi
pouZiti. Ve zbytku kultivacniho média (0,5 ml/jamku) jsme bunikam aplikovali testované latky
nebo 0,3% DMSO jako kontrola. V roztoku média a testovanych latek jsme kultury ponechali
po dobu dvou dni. Nasledné jsme tento roztok odebrali a buriky jsme omyli ptislusSnym
médiem MEM (kapitola 5.4.1), kontrolni skupina MEM s 10 mM glukdzy, OGD skupina MEM
bez glukdzy. Nasledné jsme burky premistili do pfislusného MEM (0,5 ml/jamku), které bylo
uz bez testovanych latek. Kontrolni skupina byla umisténa do standardniho inkubatoru
v atmosféie 5% CO,/vzduch o teploté 37 °C na jednu hodinu. OGD skupina byla uzaviena do
hypoxické komory naplnéné 5% C0,/95% N, a inkubovana pfi 37 °C jednu hodinu. Poté jsme
kulturdm odebrali MEM a navratili plvodni uschované médium (bez testovanych latek), ve

kterém jsme pak burnky ponechali do druhého dne (obrazek €. 7).
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Aplikace testovanych latek
nebo DMSO, provedeni OGD Barveni a zobrazovani
a odstranéni latek bunék

11 DIV 12 DIV 13 DIV 14 DIV

11 DIV 12 DIV 13 DIV 14 DIV

Aplikace testovanych Odstraneni latek Barveni a zobrazovani
latek nebo DMSO a provedeni OGD bunék

Obrazek €. 7: Casovda osa znazorfiujici priibéh dvou typl experimentu kyslikovo-glukézové
deprivace s aplikaci testovanych latek béhem OGD (nahote) nebo dva dny pred OGD (dole).

5.4.3 Barveni

Nasledujici den po provedeni kyslikovo-glukdzové deprivace jsme burky barvili pomoci
fluorescencnich barviv. Konkrétné jsme pouzili 5 uM Hoechst 33342 a 6 uM Propidium jodid
(propidium iodide, PI); barviva jsme dlouhodobé drzeli potmé, pfi -18 °C. Barvivo Hoechst
33342 je modré fluorescencni barvivo, které se vaze k DNA a prochazi i neporusenou
plazmatickou membranou. Propidium jodid je ¢ervené fluorescencni barvivo, které se vazie
k DNA a prochazi pouze narusenou membranou nekrotickych bunék. Barveni probihalo pfimo
v kultivaénim médiu po dobu 30 min pfi 37 °C. Po obarveni fluorescenénim barvivem jsme

bunky oplachli extracelularnim roztokem a drzeli potmé v ECS o pokojové teploté.

5.4.4 Zobrazovani

Pro zobrazeni DIC a fluorescenéniho barveni jsme pouZivali aparaturu sloZenou
z invertovaného fluorescenéniho mikroskopu Olympus 1X81, ktery je vybaveny kamerou CCD
Orca-ER. Jako zdroj excitacniho zareni pro fluorescenci slouZil polychromator Polychrome V.
Kultury jsme zobrazovali se 10x zvétSenim objektivem UIS2 UPLSAPO. Barvivo Hoechst 33342
bylo zobrazovano ve vinové délce 380 nm. Barveni barvivem PI bylo zobrazovano pfi A=540
nm. Obrazy jsme snimali v programu CellR. BEéhem zobrazovani a nasledné analyzy obrazku

byly skupiny zakddovany. Pro kazdou experimentalni skupinu jsme zobrazovali 3-4 nahodné
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vybrana mista/zornd pole; z kazdého ze zornych poli byl sniman obraz DIC, obraz barveni

Hoechst 33342 a obraz barveni PI.

5.4.5 Zpracovani vysledku a statistika

Vysledky jsme zpracovavali v programu Image)J a Microsoft Excel. Na zakladé
morfologie bunécnych jader obarvenych barvivem Hoechst 33342 Ize rozliSit neurony od
astrocytl a stanovit jak celkovy pocet bunék v zorném poli, tak procento neuront. Zaroven lze
stanovit pocet mrtvych neuront, obarvenych Pl. Celkovou umrtnost pro dané misto v zorném
poli jsme vypocetli jako podil mrtvych neuronl k celkovému poctu neuron(l. Vyslednou

hodnotou pro kazdou skupinu byla primérna umrtnost ze vSech zobrazenych mist na skle.

Statistické zpracovani vysledkd jsme provedli v programu SigmaStat. Provadéli jsme
parovy t-test aritmetickych pramérd Pl pozitivnich neuron( z jednotlivych pokus( testované
latky vaci aritmetickym prdmérdm Pl pozitivnich neuron OGD skupiny. Pro grafické

znazornéni vysledkd jsme poufZili program SigmaPlot.
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6 Vysledky

Predkladand priace se sklada ze dvou metod pouzitych k blizsi charakterizaci
fyziologickych ucinkd vybranych neurosteroidnich latek. V prvni ¢asti prace jsme se zabyvali
ucinkem vybranych neurosteroid(i na zménu koncentrace vapniku v cytoplazmé pomoci
mikrospektrofluorimetrické metody méreni relativni koncentrace somatického vapniku
(calcium imaging). V druhé ¢asti prace jsme se zabyvali vlivem neurosteroid(l na excitotoxicitu

ve dvou modelech kyslikovo-glukdzové deprivace.

6.1 Vliv neurosteroidi na relativni koncentraci somatického vapniku méfenou

pomoci mikrospektrofluorimetrické metody (calcium imaging)

V prvni ¢asti této prace jsme chtéli zjistit, jaky ucinek maji PA-S a PA-hPim na relativni
koncentraci vapniku v cytoplazmé. Jak jiz bylo nastinéno v kapitole 3.4, neurosteroidy maji
Casto vice rliznych Gcinkd na rGzné receptory (Rupprecht, 2003). V kontextu excitotoxicity by
inhibi¢ni u¢inek neurosteroidi PA-S a PA-hPim na NMDA receptory (Park-Chung et al., 1994;
Vyklicky et al., 2016) mél zabrafiovat nadmeérné akumulaci vapniku v intracelularnim prostoru
a tim pUsobit neuroprotektivné. Na druhou stranu, PA-S a PA-hPim maji zaroven potenciacni
ucinek na presynaptické uvolfiovani glutamdatu a toto excitacni plsobeni mlzZe byt jesté
umocnéno inhibi¢nim uc¢inkem na GABAa receptory (Park-Chung et al., 1999; Vyklicky et al.,
2016; Bukanova et al., 2018). Proto nds zajimalo, jaky bude vysledny vliv kombinace vsech
synaptickych ucink( PA-S nebo PA-hPim na aktivitu tkarfovych kultur. V kontextu excitotoxicity
nas konkrétné zajimalo, jestli pripadna zména v sitové aktivité neuront zplisobena PA-S nebo
PA-hPim vyvoldvd zmény v koncentracich somatického vapniku, coz by mohlo mit vliv na
neuroprotektivni potenciadl studovanych neurosteroidnich latek. Plsobeni neurosteroid( jsme
porovnali s pasobenim farmakologickych latek se zndmymi synaptickymi ucinky: memantin je
klinicky vyuzivany inhibitor NMDA receptor( (Xia et al., 2010; Wroge et al., 2012; Emnett et
al., 2013), zatimco kombinace BIC+4-AP se pouziva experimentdlné ke zvySeni synaptické
aktivity (Tauskela et al., 2008; Wijayatunge et al., 2014; Tauskela et al., 2016; Tauskela et al.,

2016). Jako pozitivni kontrolu jsme poutzili ECS se zvySenou koncentraci KCI.
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6.1.1 Aplikacni schéma

Pro vSechny testované latky jsme pouzivali totozné aplika¢ni schéma. Béhem typického
experimentu jsme pouzivali ¢tyfi roztoky. 1) kontrolni extraceluldrni roztok (ECS), 2) ECS s
testovanou latkou, 3) ECS s 0,5uM tetrodotoxinem (TTX), 4) ECS s testovanou latkou a 0,5uM
TTX. VSechny roztoky obsahovaly 30 uM glycinu a 0,3 % DMSO. Pti kazdé aplikaci jsme nejdfive
dvé minuty aplikovali kontrolni ECS (1), posléze dvé minuty ECS s testovanou latkou (2) a poté
opét dvé minuty kontrolni ECS (1). V pfipadé tetrodotoxinu jsme dvé minuty aplikovali ECS s
TTX (3), posléze dvé minuty ECS s testovanou latkou a TTX (4) a nasledné dvé minuty ECS s TTX
(4).

6.1.2 Vliv chloridu draselného na relativni koncentraci somatického vapniku

Koncentrace drasliku je v extracelularnim prostredi udrzovdna na pomérné nizkych
hodnotach. Vsavéi bunce je intraceluldrni koncentrace kolem 140 mM, oproti tomu
extracelularni koncentrace je zhruba 5 mM. Draslik se pohybuje trvale otevienymi
draslikovymi kanaly pres cytoplazmatickou membranu, a tim se zasadné podili na udrzovani
klidového membranového potencidlu priblizné kolem hodnoty reverzniho potencidlu pro
draslikové ionty. PFi aplikaci KCI dochazi k depolarizaci bunék, nebot zvySena koncentrace
K* vné bunky posune draslikovy reverzni potencial na méné negativni hodnotu (Mueller et al.,

2013; Chen et al., 2017).

Z obrazku ¢. 8 je patrné, Ze zvySeny extracelularni KCl zplsobuje zvySeni intenzity
fluorescencéniho signdlu (obrazek ¢. 8B) oproti signalu zaznamenanému pred aplikaci KCl
(obrazek €. 8A). Depolarizace navozenad aplikaci 10 mM KCl zplsobuje témér okamzité zvyseni
relativniho signdlu Fluo-4 (obrazek €. 8C). Prlimérna relativni hodnota fluorescence béhem
dvou minut aplikace cinila 1,48 + 0,08 (p < 0,05). ZvySend koncentrace somatického vapniku
béhem aplikace KCl klesa. | po odmyti KCI je koncentrace somatického vapniku stale zvySend
a klesa relativné pomalu. Inhibitor akénich potencial(i TTX ma schopnost efekt KCl kompletné
inhibovat, coZ potvrzuje, Ze dana koncentrace KCl zvySuje intracelularni vapnik skrze zvysenou

aktivitu neuronalni sité.
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Obrazek €. 8: ZvySena koncentrace somatického vapniku navozena aplikaci 10 mM KCI na
primarni hipokampalni neuronalni kulturu. A) Pfekryv obrazku DIC a fluorescenéniho signdlu
barviva Fluo-4 zaznamenaného béhem aplikace kontrolniho ECS. B) Prekryv obrazku DIC a
fluorescencniho signdlu barviva Fluo-4 zaznamenaného béhem aplikace 10 mM KCI. C) Vliv 10
mM KClI na relativni Fluo-4 fluorescenci (¢erné). Vliv 10 mM KCl na relativni Fluo-4 fluorescenci
v pfitomnosti 0,5uM TTX (Cervené). Tlustsi ¢ernd ¢ara znazoriuje dobu, po kterou byla latka
(KCl) aplikovéna. Celkové bylo provedeno 18 nezavislych aplikaci.
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6.1.3 Vliv BIC+4-AP na relativni koncentraci somatického vapniku
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Obrazek ¢. 9: ZvySena koncentrace somatického vapniku navozena aplikaci 50uM BIC
a500uM 4-AP na primarni hipokampalni neuronalni kulturu. A) Prekryv obrazku DIC
a fluorescenéniho signalu barviva Fluo-4 zaznamenaného béhem aplikace kontrolniho ECS.
B) Pfekryv obrazku DIC a fluorescencniho signalu barviva Fluo-4 zaznamenaného béhem
aplikace 50uM BIC a 500uM 4-AP. C) Vliv 50uM BIC a 500uM 4-AP na relativni Fluo-4
fluorescenci (Cerné). Vliv 50uM BIC a 500uM 4-AP na relativni Fluo-4 fluorescenci
v pfitomnosti 0,5uM TTX (Cervené). Tlustsi ¢ernd ¢ara zndzornuje dobu, po kterou byla latka
(BIC+4-AP) aplikovana. Celkové bylo provedeno 8 nezavislych aplikaci.
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Excitacni synapticka aktivita se experimentalné casto stimuluje kombinaci BIC+4-AP.
BIC inhibuje GABAa receptory, zatimco 4-AP zvySuje synaptické uvolfiovani glutamatu.
Z literatury je zndmo, Ze intraceluldrni koncentrace vépniku se zvySuje po aplikaci samotného
50uM BIC a jesté vice se zvySuje po pridani 20uM 4-AP, efekt je mozno blokovat pomoci 1 uM

TTX, coz implikuje zavislost efektu na elektrické aktivité bunék (Tauskela et al., 2008).

Z obrazku €. 9 je patrné, Ze intenzita fluorescence béhem aplikace 50uM BIC a 500uM
4-AP (obrazek €. 9B) je vyssi oproti intenzité namérené pred aplikaci (obrazek ¢. 9A). Priimérna
relativni hodnota fluorescence béhem dvou minut aplikace ¢inila 1,88 + 0,18 (p < 0,05). Kfivka
ma tendenci klesat pomérné strmé jiz v dobé aplikace BIC a 4-AP (obrazek ¢. 9C). Dle

ocekavani, ucinek BIC a 4-AP je mozné kompletné zablokovat 0,5uM TTX.
6.1.4 Vliv memantinu na relativni koncentraci somatického vapniku

Memantin inhibuje NMDA receptory (Chen et al., 1992; Xia et al., 2010; Wroge et al.,
2012; Emnett et al., 2013), dalo by se tedy predpokladat, Ze jeho ucinek na relativni hladinu
intracelularniho vapniku bude spise inhibicni. Z obrazku €. 10 Ize vycist, Zze 5 UM memantinu
nezplsobuje zménu intenzity fluorescence Fluo-4 (obrazek ¢. 10A a 10B); memantin tedy
nema vliv na hladinu somatického vapniku primarni hipokampalni neuronalni kultury, ktera
nebyla jinak stimulovana (obrazek ¢. 10C). Primérna relativni hodnota fluorescence béhem
dvou minut aplikace €inila 0,97 £ 0,01 (p > 0,05). Toto pozorovani naznacuje, Ze klidova aktivita
NMDA receptorl nezplsobuje cytoplazmatickou akumulaci vapniku. A z toho dlvodu ani

aplikace 0,5uM TTX nema vliv na zménu koncentrace somatického vapniku.
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Obrazek €. 10: Vliv 5 pM memantinu na koncentraci somatického vapniku primarni
hipokampalni neuronalni kultury. A) Pfekryv obrazku DIC a fluorescencniho signdlu barviva
Fluo-4 zaznamenaného béhem aplikace kontrolniho ECS. B) Prekryv obrazku DIC
a fluorescencniho signalu barviva Fluo-4 zaznamenaného béhem aplikace 5 UM memantinu.
C) Vliv 5 uM memantinu na relativni Fluo-4 fluorescenci (¢erné). Vliv 5 uM memantinu na
relativni Fluo-4 fluorescenci v pfitomnosti 0,5uM TTX (Cervené). TlustSi ¢erna ¢dra zndzornuje
dobu, po kterou byla latka (memantin) aplikovdna. Celkové bylo provedeno 8 nezavislych
aplikaci.
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6.1.5 Vliv PA-S na relativni koncentraci somatického vapniku
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Obrazek €. 11: Vliv 100 uM PA-S na koncentraci somatického vapniku primarni hipokampalni
neuronalni kultury. A) Prekryv obrazku DIC a fluorescenéniho signdlu barviva Fluo-4
zaznamenaného béhem aplikace kontrolniho ECS. B) Prekryv obrazku DIC a fluorescenéniho
signalu barviva Fluo-4 zaznamenaného béhem aplikace 100 uM PA-S. C) Vliv 100 uM PA-S na
relativni Fluo-4 fluorescenci (¢erné). Vliv 100 uM PA-S na relativni Fluo-4 fluorescenci
v pfitomnosti 0,5uM TTX (Cervené). Tlustsi ¢ernd ¢ara znazoriuje dobu, po kterou byla latka
(100 uM PA-S) aplikovana. Celkové bylo provedeno 8 nezdvislych aplikaci.
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Neurosteroid PA-S ma nékolik synaptickych ucink( s potencialné protichdnym vlivem
na hladinu intracelularniho vapniku. Inhibi¢nim u¢inkem na NMDA receptory je PA-S podobny
memantinu (Vyklicky et al., 2016). Naopak presynaptickym pulsobenim na uvolfiovani
glutamatu a inhibici GABAA receptor( je PA-S podobny kombinaci BIC+4-AP. Proto jsme
zjistovali vliv PA-S na hladinu intracelularniho vapniku ve srovnani s memantinem (obrazek ¢.

10) a s BIC+4-AP (obrazek ¢. 9).

Z obrazku €. 11 je zfejmé, Ze 100 uM PA-S nezpUsobuje zménu intenzity fluorescence
Fluo-4 (obrazek ¢. 11A, 11B, 11C), tedy nezvySuje hladinu intraceluldrniho véapniku, ¢imz
pripomind spiSe vysledky s aplikaci memantinu a zdsadné se liSi od BIC+4-AP. Primérna

relativni hodnota fluorescence béhem dvou minut aplikace ¢inila 0,99 + 0,04 (p > 0,05).
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6.1.6 Vliv PA-hPim na relativni koncentraci somatického vapniku
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Obrazek €. 12: Koncentrace somatického vapniku béhem aplikace 15 uM PA-hPim na
primarni hipokampalni neuronalni kultury. A) Prekryv obrazku DIC a fluorescencniho signdlu
barviva Fluo-4 zaznamenaného béhem aplikace kontrolniho ECS. B) Pfekryv obrazku DIC
a fluorescencniho signalu barviva Fluo-4 zaznamenaného béhem aplikace 15 uM PA-hPim.
C) Vliv 15 uM PA-hPim na relativni Fluo-4 fluorescenci (¢erné). Vliv 15 uM PA-hPim na relativni
Fluo-4 fluorescenci v pfitomnosti 0,5uM TTX (Cervené). Tlustsi ¢erna ¢ara znazornuje dobu, po
kterou byla latka (15 uM PA-hPim) aplikovana. Celkové bylo provedeno 8 nezdvislych aplikaci.
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Z obrazku €. 12 je patrné, Ze intenzita fluorescence béhem aplikace 15 pM PA-hPim
(obrazek €. 12B) je mirné vyssi oproti intenzité namérené v kontrolnim ECS (obrazek ¢. 12A).
PA-hPim ma tendenci mirné zvySovat relativni koncentraci somatického vapniku (obrazek
€.12C), ale tento ucinek nebyl statisticky signifikantni. Prdmérna relativni hodnota
fluorescence béhem dvou minut aplikace ¢inila 1,11 + 0,06 (p > 0,05). Tendence PA-hPim

zvySovat Fluo-4 fluorescenci neni patrnd v pfitomnosti 0,5uM TTX.

6.2 Vliv neurosteroidu na excitotoxicitu

V druhé c¢asti diplomové prace jsme se zabyvali vlivem vybranych neurosteroid( PA-S
a PA-hPim na excitotoxicitu. Jako model excitotoxicity jsme zvolili kyslikovo-glukézovou
deprivaci (OGD). Aplikace nami testovanych latek probihala bud'a) béhem kyslikovo-glukdzové
deprivace, nebo b) pred kyslikovo-glukézovou deprivaci. Pro srovnéni ndmi testovanych latek

jsme pouzivali latky, jejichz ucinek na excitotoxicitu byl jiz dfive charakterizovan.

6.2.1 Vliv neurosteroidi na excitotoxicitu pfi aplikaci béhem kyslikovo-glukézové

deprivace (akutni OGD)

Béhem prvniho testovani vybranych neurosteroidli jsme pouZzili metodu OGD, pfi které
byly testované latky pfitomné béhem samotné kyslikovo-glukézové deprivace. Memantin a
APV jsou antagonisté NMDAR a puUsobi neuroprotektivné v modelu OGD testovaném
v primarni hipokampalni neuronalni kultufe (Emnett et al., 2013; Sun et al., 2017). BIC a 4-AP
maji mimikovat dva ucinky PA-S — zvySeny presynapticky vylev glutamatu a inhibici GABAa
receptorl. Protektivni efekt se vtomto modelu neocekavd, je naopak moziné, Ze zvySena
excitacni synapticka aktivita navozend aplikaci BIC+4-AP béhem OGD neurondlni smrt jesté
zvysi. PA-S ma tedy schopnost inhibovat NMDA receptory (Park-Chung et al., 1994), coz by
mélo puUsobit neuroprotektivné. Zaroven ma ale schopnost presynapticky uvolfiovat glutamat,
coz by mohlo naopak pribéh OGD zhorSovat. Z predchozich vysledk(l je zfejmé, Ze aplikace
samotného PA-S bez dalsi stimulace nema vliv na relativni koncentraci somatického vapniku,
ale plsobeni PA-S béhem OGD nebylo doposud charakterizovano. PA-hPim, synteticky analog
PA-S, mda podobné fyziologické vlastnosti jako PA-S. Proto bylo otazkou, jaky bude vysledny
efekt kombinace ucinkGh PA-S nebo PA-hPim. Predpokladali jsme, Ze oba testované

neurosteroidy se budou chovat podobné kvali analogickym synaptickym ucinkdm obou latek.
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Obrazek €. 13: Vliv testovanych latek na excitotoxicitu pfi aplikaci béhem OGD. Na obrazcich
A-D je zndzornén prekryv obrazku DIC a fluorescencniho barviva Pl (znaceni mrtvych neuron()
v poradi: A) 0,3 % DMSO bez OGD, B) 0,3 % DMSO 0OGD, C) PA-S OGD, D) PA-hPim OGD,
méritko (bily obdélnik) znazorfiuje 30 um. E) Graf zndzornujici vliv testovanych latek na
excitotoxicitu. Koncentrace testovanych latek byly nasledujici: Kontrola — 0,3 % DMSO, APV —
50 uM, Memantin — 5 uM, PA-S — 100 uM, PA-hPim — 15 uM, BIC+4AP — 50uM a 500 uM
(*, t-test, p< 0,05, n = 8; #, t-test, p = 0.055, n = 8).
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Cerné sloupce v obrazku €. 13 znazorfuji kontrolni skupiny, které nebyly vystaveny
OGD. Procento smrti je zde tedy nizké, ve vSech pfipadech se jednd o zhruba 5 %. Vyjimku
tvofi BIC+4-AP, kde i v kontrole dochazi ke zvySené neurondlni Umrtnosti, procentualné 11 + 3
%, ktera je zirejmé zplsobena vlivem BIC+4-AP na koncentraci somatického vapniku (obrazek
€. 9). PA-hPim ma tendenci mirné zvySovat koncentraci somatického vapniku (obrazek ¢. 12),
ale nema vliv na excitotoxicitu v kontrolnich skupindch. Skupiny, které byly vystaveny OGD
(Sedé sloupce) vykazuji vyssi procento neuronalni smrti v disledku navozené excitotoxicity.
V kontrolni skupiné (0,3 % DMSO) byla priimérna neuronalni smrt 38 + 3 %. APV a memantin
pusobi neuroprotektivné, ackoli neuroprotekce navozena memantinem je nizsi nez u ostatnich
skupin. Konkrétné doslo k poklesu neuronalni smrti v pfipadé APV na 13 + 3 %, v pfipadé
memantinu na 28 + 4 %. Kombinace BIC+4-AP nepUsobi neuroprotektivné, ale ani nezhorsuje
nasledky OGD, procento mrtvych neuron(, 37 +5 %, je srovnatelné s kontrolni OGD skupinou.
Neurosteroidy PA-S a PA-hPim statisticky signifikantné snizuji procento neuronalni smrti, PA-

Sna 22 +3 %, PA-hPim na 25 + 4 %.

6.2.2 Vliv neurosteroidi na excitotoxicitu pfi aplikaci pred kyslikovo-gluk6zovou

deprivaci (farmakologicky navozena ischemicka tolerance, preconditioning)

V druhé sadé testovani jsme zkoumali vliv vybranych neurosteroidnich latek na
excitotoxicitu v modelu, kde byly latky aplikovany pred kyslikovo-glukézovou deprivaci.
Primarni hipokampalni neuronalni kultury byly po dobu 48 hodin kultivovany v ndmi
testovanych latkach a nasledné vystaveny OGD. Jak bylo zminéno dfive (kapitola 3.3.2),
zvysenad excitacni aktivita kultury po delsi dobu md schopnost navodit odolnost vici ndsledné
OGD. Excitacni aktivitu kultury lze stimulovat farmakologicky napf. pomoci BIC a 4-AP
(Tauskela et al., 2008). Zajimavou moznosti je, Ze i PA-S nebo i PA-hPim by v tomto pfipadé
mohl napodobovat efekt BIC+4-AP a skrze vySe popsané ucinky zvySovat excitacni aktivitu

bunék a tim padem navozovat ischemickou toleranci.
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Obrazek €. 14: Vliv testovanych latek na excitotoxicitu p¥i aplikaci pred OGD. Na obrazcich
A-D je zndzornén prekryv obrazku DIC a fluorescencniho barviva Pl (znaceni mrtvych neuron()
v poradi: A) 0,3 % DMSO bez OGD, B) 0,3 % DMSO 0OGD, C) PA-S OGD, D) PA-hPim OGD,
méritko (bily obdélnik) znazorfiuje 30 um. E) Graf zndzornujici vliv testovanych latek na
excitotoxicitu. Koncentrace testovanych latek byly ndsledujici: Kontrola 0,3 % DMSO, APV —50
UM, Memantin — 5 uM, PA-S — 100 uM, PA-hPim — 15 uM, BIC+4AP — 50uM a 500 uM
(*, t-test, p< 0,05, n=7).
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Z obrazku ¢. 14 je zfejmé, Ze 48hodinova kultivace bunék v nékterych testovanych
latkdch ma vliv i na kontrolni skupiny (erné sloupce). Konkrétni hodnoty neurondlni smrti
byly: 5 + 0,4 % pro kontrolu, 13 + 1 % pro APV, 4 + 0 % pro memantin, 8 + 1 % pro BIC+4-AP,
6+ 2 % pro PA-S, 12 + 2 % pro PA-hPim. V pfipadé OGD skupin (Sedé sloupce) je neuronalni
smrt u obou antagonistd NMDA receptori 31 = 3 % pro APV a 30 + 4 % pro memantin,
srovnatelnd s kontrolni skupinou, kde neuronalni smrt dosahla 35 + 2 %. Inhibice NMDA
receptorll tedy nenavozuje ischemickou toleranci. Dle ocekdavani (Tauskela et al. 2008;
Wijayatunge et al. 2014; Tauskela et al. 2016), BIC+4-AP vede k vytvoreni odolnosti vuci
nasledné episodé OGD — neuronalni smrt po predchozi kultivaci bunék v BIC+4-AP Cinila 23 +
4 % (p < 0,05), zfrejmé skrze mechanismus zavisly na excitaéni aktivité bunék. Obé testované
neurosteroidni latky pfi aplikaci pfed OGD statisticky signifikantné snizuji procento neuronalni
smrti zpUsobené naslednou episodou OGD. V pfipadé PA-S se jedna o sniZzeni na 21 + 3 %,

v pripade PA-hPim na 22 + 3 % (p < 0,05).
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7 Diskuze

’

7.1 Vliv neurosteroidli na relativni koncentraci somatického vapniku méreny

pomoci mikrospektrofluorimetrické metody (calcium imaging)

V prvni ¢asti prace jsme se zabyvali ucinkem vybranych neurosteroidi na relativni
koncentraci somatického vapniku (kapitola 6.1). Vzhledem k danym synaptickym Gc¢ink(m PA-
S a PA-hPim bylo otdzkou, jaky bude vysledny efekt na intracelularni vapnik neurondlnich
kultur. Z literatury je zndm vliv pregnenolon sulfatu, steroidu s potencia¢nim vlivem na NMDA
receptory (Wu et al., 1991), ktery navic, stejné jako ndmi studované neurosteroidni latky,
zvySuje presynapticky vylev glutamatu (Zamudio-Bulcock et al., 2011) a inhibuje GABAa
receptory (Majewska et al., 1987). Vzhledem k této celkové pro-excitacni kombinaci Gcinkd
neni prekvapivé, ze pregnenolon sulfat zvysuje relativni hodnotu somatického vapniku (Smith
et al., 2014). Neurosteroidni latky testované v této praci (PA-S a PA-hPim) maji ale kombinaci
ucinkt, zahrnujici jak pro-inhibiéni (inhibice  NMDA receptortl), tak pro-excitacni
(presynapticka potenciace uvolnovani glutamatu a inhibice GABAA receptort) pUsobeni.
Nebylo proto ziejmé, jestli by tyto latky ovliviiovaly somaticky vapnik, a pokud ano, kterym
smérem. Vzhledem kroli vapniku v excitotoxicité je pro potencidlné farmakologicky
pouZzitelnou latku Zadouci, aby v nestimulované neuronalni kultufe koncentraci somatického

vapniku nezvySovala.

KCl, dle ocekavani, zplsoboval zvySenou akumulaci vapniku v télech neuront (obrazek
€.8). Aplikace KCl posouva reverzni potencial drasliku k méné negativni hodnoté a zplUsobuje
proto depolarizaci (Mueller et al., 2013; Chen et al., 2017). Primérna relativni hodnota
fluorescence béhem dvou minut aplikace cinila 1,48 + 0,08; efekt byl statisticky signifikantni a
nebyl pozorovan v pfitomnosti TTX. Vysledek potvrzuje, Ze dand koncentrace KCl zvysuje

intracelularni vapnik prostfednictvim zvySené aktivity neuronalni sité.

Podobny efekt byl pozorovatelny u BIC+4-AP (obrazek €. 9), kde byl narUst fluorescence
vétsi. Prilmérna relativni hodnota fluorescence béhem dvou minut aplikace cinila 1,88 + 0,18,
efekt byl statisticky signifikantni. Rozdilnost ve velikosti pozorovaného efektu je
pravdépodobné zplsobena relativné nizkou pouzitou koncentraci KCl (10 mM). V podobnych

pokusech se mlze pouzit az 50-80 mM KCI (Chen et al., 2017), s vétSim vyslednym Gcinkem.
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Ucinek KCI i BIC+4 AP byl zablokovén 0,5 pM TTX, coZ potvrzuje zavislost efektu na zvy$ené
aktivité neurondlni sité. Vysledek je v souladu s dfive publikovanymi daty (Tauskela et al.,

2008).

Inhibitor NMDA receptorti memantin nemél vliv na intenzitu fluorescence Fluo-4, coz
indikuje, Ze ke zméndm v koncentraci somatického vapniku zde nedochazi (obrazek €. 10).
Prdmérna relativni hodnota fluorescence béhem dvou minut aplikace cinila 0,97 + 0,01.
Predpokladany inhibi¢ni vliv na koncentraci somatického vapniku jsme nepozorovali; je
zfejmé, Ze klidova aktivita NMDA receptord v nestimulovanych neurondlnich kulturach
nezplsobuje méfitelnou cytoplazmatickou akumulaci vapniku. Tento zavér potvrzuji i totozna
méreni s antagonistou NMDA receptorli 2-amino-5-fosfonovaleratem (APV, nezverejnéna

data), ktery vykazoval stejné vlastnosti.

Prvni testovany neurosteroid PA-S nema vliv na hladinu intracelularniho véapniku
(obrazek ¢. 11). Primérna relativni hodnota fluorescence béhem dvou minut aplikace cinila
0,99 * 0,04. Vysledkem tedy spiSe pfipomind memantin a vyrazné se lisi od BIC+4AP. Dlivod
odlisného plsobeni PA-S oproti BIC+4-AP neni jasny. Jedna mozZnost je, Ze pro-excitacni
pusobeni PA-S na vylev glutamatu a GABAAa receptory je vyvazeno pro-inhibiénim plsobenim
na NMDA receptory. Jind moznost je, Ze pro-excitacni ucinky PA-S se mechanismem lisi od
ucinkd BIC+4-AP, s jinym vyslednym vlivem na somaticky vapnik. V kazdém pripadé je dilezZité,
Zze kombinace synaptickych ucink( PA-S nezpUlsobuje nadmérnou excitacni stimulaci, coz je

v kontextu neuroprotektivniho pisobeni PA-S pfiznivym vysledkem.

PA-hPim vykazoval mirny trend ke zvysSovani relativni koncentrace somatického
vapniku (obrazek €. 12). Primérna relativni hodnota fluorescence béhem dvou minut aplikace
¢inila 1,11 + 0,06; vysledek ale nebyl statisticky signifikantni. | z ddvodu tohoto mirného ucinku

PA-hPim na somaticky vapnik bylo na misté testovat jeho vliv na excitotoxicitu.

Na zavér je potfeba zminit, Ze mikrospektrofluorimetricka metoda méreni relativni
koncentrace vapniku je metodou, kterd umoznuje sledovat globdlni zmény vapnikovych
oscilaci (Lock et al., 2015), je tedy vhodna v kontextu zkoumani excitotoxicity. Limitaci metody
jerychlost zaznamu, nelze zde tedy pozorovat velmi rychlé transientni vapnikové signaly, které
mohou hrat dllezitou roli v riznych fyziologickych procesech. Pro rychlejsi méreni existuji jiné

metody, napfiklad metoda GCaMP (T.-W. Chen et al., 2013).
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7.2 Vliv neurosteroidi na excitotoxicitu

V druhé ¢asti prace jsme se zabyvali vlivem PA-S a PA-hPim na excitotoxicitu ve dvou

modelech OGD (kapitola 6.2).

7.2.1 Vliv neurosteroidd na excitotoxicitu pfi aplikaci béhem kyslikovo-glukézové

deprivace (akutni OGD)

V prvni sérii testovani vlivu vybranych latek na excitotoxicitu byly latky pfitomny
béhem samotného OGD. Zajimalo nds, jak vysledna kombinace synaptickych ucinkd vybranych

neurosteroidd ovlivni neurondlni smrt navozenou OGD.

Procento neuronalniho umrti bylo ve vSech kontrolnich skupinach podobné, kolem 5 %
(obrazek €. 13). BIC+4AP zpUsoboval mirné zvysenou neuronalnismrt 11 + 3 %, ktera je zfejmé
zpUsobena vlivem BIC+4-AP na hladinu intracelularniho vapniku (obrazek €. 9). | pres mozny
vliv PA-hPim na somaticky vapnik (obrazek ¢. 12), nemél tento steroid pozorovatelny ucinek
na neuronalni smrt v kontrolnich skupinach. Lze fici, Ze ucinek v kontrolnich skupinach je
v souladu s vysledky mikrospektrofluorimetrické metody. Ve skupinach podrobenych OGD,
antagonisté NMDA receptort pUsobili neuroprotektivné, statisticky signifikantné: APV sniZilo
procento Pl pozitivnich neurond na 13 £ 3 %, memantin na 28 + 4 %. Vysledky jsou v souladu
s dfive provedenymi experimenty, viz Emnett et al., 2013; Sun et al., 2017. Neurondlni smrt
navozena OGD v pfitomnosti BIC+4AP (37 £ 5 %) byla srovnatelna s kontrolni skupinou (38 + 3
%.). Vysledek tedy potvrzuje vyznam NMDA receptorl vtomto modelu excitotoxicity. Oba
testované steroidy vykazovaly neuroprotektivni Ucinky se statisticky signifikantnim

vysledkem: PA-S snizil procento neuronalni smrti na 22 £ 3 %, PA-hPim na 25 £ 4 %.

Obecné lze Fici, Ze excitotoxicita navozend vtomto modelu kyslikovo-glukézové
deprivace je zavisla na NMDA receptorech (Zagrean et al. 2014), a proto inhibitory NMDA
receptor( pusobi neuroprotektivné, vysledek je tedy v souladu s dostupnou literaturou. Nase
pozorovani zaroven naznacuji, Ze pfipadna stimulace excitacni synaptické aktivity testovanymi
neurosteroidy neni sama o sobé excitotoxickd a nezabranuje neuroprotektivnimu plsobeni

PA-S a PA-hPim skrze inhibici NMDA receptoru.
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7.2.2 Vliv neurosteroidd na excitotoxicitu pfi aplikaci pred kyslikovo-glukézovou

deprivaci (farmakologicky navozena ischemicka tolerance, preconditioning)

V druhé sadé experimentl bylo cilem charakterizovat pfipadny neuroprotektivni
ucinek vybranych neurosteroidli v modelu farmakologicky navozené ischemické tolerance.
Inkubace bunék po dobu 48 hodin v pfitomnosti testovanych latek zpuasobila v nékterych
pfipadech mirné zhorSeni stavu téchto kultur. Oproti kontrole, kde jsme pozorovali nizké
procento mrtvych neuront (5 + 0 %), dlouhodobd inkubace s nékterymi latkami procento
mrtvych neuronl mirné zvysila. Konkrétné, neuronalni smrt po inkubaci s APV byla 13 + 1 %,
po inkubaci s memantinem 4 + 0 %, po BIC+4-AP 8 + 1 %, po PA-S 6 + 2 %, a po PA-hPim 12 +
2 %) (obrazek €. 14). K navozeni ischemické tolerance je zapotrebi stimulace excitacni
synaptické aktivity, nepredpoklada se tedy, Ze by inhibitory NMDA receptort v tomto modelu
pUsobily neuroprotektivné. Dle ocekavani, neurondlni smrt navozena episodou OGD po
dlouhodobé inkubaci v pritomnosti APV (31 + 3 %) nebo memantinu (30 + 4 %) je srovnatelna
s procentem mrtvych neuron( v kontrolni OGD skupiné (35 + 2 %). Vysledek pro APV je
v souladu s experimenty provadénymi napi. Gonzalez-Zulueta et al., 2000; Kim et al., 2016.
Prace skupiny Stomka et al., 2014 uvadi neuroprotektivni G¢inek memantinu na primarni
granularni cerebelarni kultury v modelu ischemické tolerance. Jednalo se zde o 30minutovou
inkubaci v testované latce pred 90minutovou episodou OGD; pouzité kultury byly staré 7 dni
a pochazely ze 7dennich mladat. Pokud je predpoklddany mechanismus farmakologicky
navozené ischemické tolerance spravny (Tauskela et al., 2001; Tauskela et al., 2008; Tauskela
et al.,, 2012), nemél by mit memantin neuroprotektivni Ucéinek. Je ovSsem moiné, Ze za
podminek v Stomka et al., 2014 plsobi neuroprotektivné z divodu dosud nepopsaného
fyziologického ucinku. V naSich pokusech jsme ocekavali, Ze farmakologickd stimulace
excita¢ni aktivity pomoci BIC+4-AP navodi ischemickou toleranci vic¢i ndasledné OGD.
Vsouladu stouto predpovédi, 48hodinova inkubace bunék v BIC+4-AP snizila smrt
zpusobenou naslednou episodou OGD v priméru na 23 + 4 %, statisticky signifikantné. PA-S i
PA-hPim také statisticky signifikantné snizovaly neurondlni smrt zplisobenou OGD, konkrétné,
PA-S na 21 + 3 %, PA-hPim na 22 + 3 %. Tento pozoruhodny vysledek tedy ukazuje, ze PA-S a

PA-hPim maji schopnost navozovat ischemickou toleranci, ¢imz napodobuji u¢inek BIC+4-AP.
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Vysledek testovani neurosteroidl pti aplikaci pred OGD ukazal, Ze obé testované
neurosteroidni latky PA-S a PA-hPim maji v tomto modelu neuroprotektivni ucinky; maji
schopnost navodit ischemickou toleranci. Mechanismus neuroprotektivniho pUsobeni
neurosteroidl zfejmé souvisi se zvySovanim presynaptického uvolfiovani glutamatu, pripadné
v kombinaci s inhibici GABAa receptor(. Pro potvrzeni mechanismu ucinku by bylo tfeba
provést pokusy, kdy by se farmakologickd indukce ischemické tolerance zablokovala TTX.

Pozorovany efekt mlze byt také zplsoben skrze dosud nepopsany mechanismus pUsobeni.
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8 Zaver

V této diplomové praci jsme se zabyvali vlivem neurosteroidd PA-S a PA-hPim na

somaticky vapnik a excitoxicitu. Vysledky Ize shrnout do nasledujicich bodu:

— Pomoci mikrospektrofluorimetrické metody méreni koncentrace somatického
vapniku jsme zjistili, Ze neurosteroid PA-S nema vliv na relativni koncentraci vapenatych iont(
v nestimulované primarni hipokampalni kulture. PA-hPim hladinu somatického vapniku mirné

zvySuje, avsak ne statisticky signifikantné.

— PA-S i PA-hPim plisobi neuroprotektivné v modelu akutni kyslikovo-glukdzové
deprivace in vitro, kdy jsou pfitomny béhem samotné episody OGD.
— PA-S i PA-hPim navic pUsobi neuroprotektivné i v modelu ischemické tolerance, kde

jsou pritomny pred, ale uz ne béhem OGD.

Vysledky nami provedenych pokust ukazaly, Ze konkrétni kombinace synaptickych
ucinkd PA-S nebo PA-hPim nejenom neni nevyhodou pro jejich pripadné klinické vyuziti, ale
naopak terapeuticky potencial téchto latek jesté zvySuje. PA-S i PA-hPim vykazuji
neuroprotektivné Ucinky jak pti akutnim podani béhem OGD in vitro, tak pfi preventivnim
podanim pred episodou OGD, diky jejich schopnosti navodit ischemickou toleranci. Dalsi
vyzkum v této oblasti by bylo proto vhodné smérovat k blizsi charakterizaci latek s vhodnou

kombinaci synaptickych ucink( s potencidlem pro pfipadné klinické vyuziti.
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